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RESUMEN

El pejelagarto (A. tropicus) es una especie iconica de las aguas continentales de

México y Centroamérica, reconocida por su importancia ecolégica y su creciente
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potencial para la acuicultura regional. Sin embargo, su manejo en condiciones de
cultivo presenta desafios particulares debido a su morfologia Unica,
comportamiento y adaptaciones fisioldgicas especializadas. El desarrollo de esta
investigacion presento como objetivo evaluar la dosis de efectividad y los tiempos
de induccién del anestésico metanosulfonato de tricaina (MS-222) durante el
manejo de juveniles de pejelagarto (A. tropicus). Para realizar el ensayo se
utilizaron N=270 juveniles con un peso promedio de 298.16 + 82.43 g, una longitud
promedio de 40.47 £ 18.54 cm. Se evaluaron tres concentraciones de MS-222
(1.5, 25 y 3.5 g/ml) todos los tratamientos se realizaron por triplicado.
Posteriormente, se utilizaron tinas con una capacidad de 16 | y se les agrego 250
ml de anestésico con cada una de las concentraciones a evaluar. A continuacion,
los peces fueron colocados y sumergidos individualmente para cronometrar cada
una de las etapas de sedacion de los peces normal (N), sedacion ligera (SL),
sedacién profunda (SP), pérdida parcial del equilibrio (PPE), pérdida total del
equilibrio (PTE), pérdida de reflejos (PR), colapso medular (CM), tiempo final de
anestesia (TFA), tiempo de manipulacién (TM). Consecuentemente, los peces son
trasladados al area de recuperacién el cual consistié en colocar en tinas de 100 L
con aireacion constante hasta lograr su recuperacién. Los resultados presentan
diferencias significativas al utilizar la dosis de 3.5 g/ml para llegar al estadio de PR;
en lo que respecta al TFA se obtuvo un tiempo de 8.13+8.14 min, asimismo con el
TM (2.55+2.67) empleando la dosis de 3.5 g/ml. La dosis que presento los
mayores TFA (23.71 £ 7.75) y el TM 0.67+0.38 min, PR fue la de 1.5 g/ml. No se
reportaron mortalidades o efectos adversos de algun tipo obteniendo
supervivencia del 100%. Por lo tanto, se concluye que los pejelagartos A. tropicus
requieren una dosis de 3.5 g/ml del anestésico metanosulfonato de tricaina (MS-

222) para su manejo.

Palabras clave: Pejelagarto, Anestesia, MS-222, Dosis y Manejo.



. INTRODUCCION

La acuicultura en México, tiene sus raices en practicas prehispanicas donde
culturas como los aztecas desarrollaron sistemas de cultivo de peces en
estanques conocidos como “chinampas”, sin embargo, la acuicultura moderna
comenzé a desarrollarse durante el siglo XX, impulsada por esfuerzos
gubernamentales y cientificos. Los principales hitos historicos, durante la época
prehispanica las podemos encontrar con los aztecas que criaban especies como el
charal (Chirostoma spp.) y el ajolote (Ambystoma mexicanum) en lagos y canales
(Soto, 2014).

Los aztecas y tarascos, eran en la antiguedad los pueblos nativos que
mas se beneficiaban de los cuerpos de agua, durante la colonia; las técnicas de
pesca no podian saciar las necesidades alimenticias de una poblacidn en
crecimiento; ahora bien, afortunadamente nuestro pais cuenta con condiciones
climaticas privilegiadas, que permiten tener una diversidad de especies marinas y
acuaticas; Secretaria de Agicultura y Desarrollo Rural (SADER, 2019). Por ultimo,
en 1984 las actividades de crianza de especies de importancia comercial para
consumo humano se institucionalizan, fundando asi el Instituto Nacional de Pesca
(INAPESCA) para promover las futuras Investigaciones en el sector acuicola;
Diario Oficial de la Federacion (DOF, 1984).

Una de la problematicas principales, que promueve a la acuicultura como
fuente para la obtencidén de alimentos acuaticos en los ultimos afios es la sobre
explotacion pesquera de estos mismos recursos que someten a los ecosistemas a
un gran impacto y un deterioro continuo en el ambiente, asi como una disminucién
de las especies nativas; esto ultimo desemboca en un desequilibrio ecoldgico que,
si no es atendido, puede llevar al colapso de estos entornos naturales; una de las
principales soluciones, es la crianza de especies en ambientes controlados
(Cuellar-Lugo, 2018).
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La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura por sus siglas en inglés (FAO), en 2022 reporta que el 89% de la
produccion total de animales acuaticos fue destinada al consumo humano,
significando una proporcion de 20,7 kg per capita, alrededor de 185, 4 millones de
toneladas, perteneciente a animales acuaticos, la produccion de especies
acuaticas en 2022 correspondio el 69% en la pesca y captura en zonas marinas, el
31% procedente de la acuicultura y un 84% que corresponde a la produccién en
aguas continentales; Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAO, 2024).

Por otro lado, dentro de la activad de crianza o cultivo de organismos
acuaticos destinados para consumo o liberacion; uno de los desafios mas grandes
durante este proceso, es denominado estres, el estrés se puede describir, como la
suma de todas las respuestas fisiolégicas que sufre un organismo que intenta

estabilizar ante fuerzas quimicas o fisicas (Selye, 1950).

Pese a los avances tecnoldgicos y de cultivo, asi como en todos los
sectores que involucra la crianza de organismos vivos, la manipulacion es una
herramienta fundamental para realizar diversos procesos de la misma; sin
embargo otro detonante principal de estrés viene siendo la “mala manipulacion” en
intervenciones médicas veterinarias y traslados a otros espacios de desarrollo que
puede provocar que los ejemplares produzcan altas cantidades de cortisol
(hormona esteroidea producida por las glandulas suprarrenales, ubicada encima
de los rifones, conocida como hormona del estrés), los altos niveles de este
compuesto genera en los ejemplares, pérdida de peso, pérdida de apetito y en
algunos casos la muerte del mismo, para impedir esto una de las soluciones para
esta problematica ha sido la implementacion de anestésicos en este sector
convirtiéndose en una pieza clave para la disminucion del estrés en los ejemplares

al igual que la reduccion de las mortalidades (Solis-Murgas et al., 2010).
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Dentro del sector acuicola al pasar de los afos; se han creado algunos
anestésicos para uso exclusivo en peces; claros ejemplos pueden ser el eugenol,
metanosulfonato de tricaina (MS-222), 2-fenoxietanol, metomidato, benzocaina,

quinaldina y clorobutanol (Coyle, 2004).

Las numerosas opciones de farmacos anestésicos, permite tener un amplio
margen de seleccion, dependiendo de las necesidades de los peces, entre otras
mas. Los riesgos que pueden presentarse por el uso de estos farmacos, pueden
derivarse desde, las dosis implementadas, tiempos de exposicidn, solubilidad y
fisiologia del ejemplar entre muchos otros mas; especialmente al usarlas con

especies de importancia comercial, pero de reciente cultivo.

Siendo mas empleado el MS-222, este es un compuesto que ha sido muy
estudiado, para ser usado en procedimientos invasivos (procedimientos
denominados asi debido a que implican la introduccion de instrumentos o
dispositivos médicos dentro del cuerpo, generalmente a través de incisiones o
perforaciones en la piel) en muchas especies de peces, como por ejemplo: bagres
(Kryptopterus bicirrhis) molly (Poecilia sphenops), tilapia (Oreochromis niloticus),
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y salmoén (Salmo salar), como otras

especies mas (Ayala-Soldado, 2015).

En nuestro pais, una de las especies endémicas, de importancia comercial
y reciente mente agregada en el ambito de la produccién acuicola; es el Pez
armado o Pejelagarto (Atractosteus tropicus). Este pez, posee un cuerpo alargado
y cilindrico con un color verde grisaceo, los laterales son de color blanco, cubierto
de una especie de sustancia mucilaginosa, alcanzando tallas mayores de un metro
(SADER, 2021).
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La SADER de México, reconoce ampliamente al pejelagarto (A. tropicus)
como una especie con gran potencial acuicola debido a su gran adaptabilidad, con
un buen valor comercial y contribuir a la diversificacion productiva en muchas

regiones tropicales.

Dentro del cultivo y manejo otra de las problematicas respecto a la crianza
de esta especie resalta la manipulacion fisica del pejelagarto (A. tropicus), este es
particularmente dificil debido a su morfologia, comportamiento y adaptaciones
evolutivas, su piel cubierta por una armadura natural, dificulta la sujecion
aumentando el riesgo a lesiones para el pez como al manipulador (Ferrara et al.,
2019), el cuerpo alargado como musculoso y potentes ademas de su forma
cilindrica que lo hace resbaladizo y dificil de sostener (Contreras-Sanchez et al.,
2017), posee un comportamiento agresivo y defensivo, porta mandibulas potentes
con dientes afilados, capaces de provocar heridas graves (Dominguez-Lopez et
al., 2018), al sentirse amenazado, realiza sacudidas violentas para librarse de sus

posibles depredadores (Paramo-Delgadillo et al., 2018).

La especie tiene la particularidad de poder respirar fuera del agua durante
periodos muy prolongados de tiempo gracias a su vejiga natatoria modificada
permitiendo resistir el estrés durante la manipulacion (Graham, 2019), resiste bien
al estrés fisico, pero si se sobrepasa el limite de manipulacion por el manejo
repetido puede llegar a debilitar su sistema inmunoldgico (Reyes-Becerril et al.,
2019).

Los riegos para el manipulador, el uso de herramientas especializadas
obliga a los acuicultores el uso de guantes anticorte y equipos mas especializados
para evitar mordeduras (Aguilar-Jiménez et al., 2020), recomendando tener
protocolos de inmovilizacidn implementado anestesia para estudios de biometria

para reducir riesgos (Martinez-Palacios et al., 2016).
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Para el manejo, se recomiendan la implementacion de anestesia con MS-
222 o benzocaina para minimizar el estrés; Comision Nacional de Agricultura y
Pesca, (CONAPESCA, 2020), sujetar atras de la cabeza y antes de la aleta dorsal
para evitar contacto con la cola y manipular en tiempos cortos de
aproximadamente 30 segundos fuera del agua para no danar por deshidratacion
(Graham, 2019).

En la actualidad no existen una dosis de anestesia para el pejelagarto, que
logren estandarizar el uso de la implementacion del MS-222, siendo estos estudios

muy limitados en otras especies acuicolas.

La variabilidad en concentraciones reportando rangos amplios en consenso
sobre que dosis optimas a utilizar por cada etapa del ciclo de vida (Palacios-Mejia
et al., 2021 y Dominguez-Lépez et al., 2022). La inconsistencia en condiciones
ambientales, por ejemplo, la eficacia del MS-222 depende del pH al igual que de la
temperatura, no existen guias claras para ajustar dosis en diferentes calidades de

agua (Contreras-Sanchez et al., 2018).

Limitaciones en la investigacion; principalmente en etapas tempranas,
lamentablemente la mayoria de los protocolos se prueban en juveniles o larvas,
dejando vacios para adultos reproductores (Palacios-Mejia et al., 2021), falta de
comparativas rigurosas, pocos estudios que comparan el MS-222; con otros

anestésicos bajo condiciones controladas (Goémez-Camargo et al., 2019).

Por ultimo, no se ha considerado la variabilidad genética de los pejelagartos
(A. tropicus), en distintas regiones de poblaciones originarias del Golfo en contra
del Pacifico y el efecto sobre las conductas naturales desde alimentacion y/o

reproduccidon post anestesia siendo poco documentadas.
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Por lo que esta investigacion, tiene como objetivo evaluar la efectividad y
los tiempos de induccién del anestésico metanosulfonato de tricaina (MS-222)

durante el manejo de juveniles de pejelagarto (A. tropicus).

Il. MARCO TEORICO
2.1 BIENESTAR ANIMAL

El bienestar animal, es una de las practicas con mayor auge y relevancia en los
ultimos anos; sin embargo, tenemos que entender que a lo largo de los afos
multiples investigadores elaboraron diferentes interpretaciones de la misma un
ejemplo es Broom (1986), define al bienestar animal como “El bienestar de un
individuo en su estado en relacién con sus intentos de afrontar el ambiente”. La
definicion puede variar dependiendo el contexto en el cual es sometido el animal o
animales. Asimismo, Broom (2011) redefini6 el termino de bienestar animal donde
indica que el bienestar de un individuo es su estado en relacion a sus intentos por
adaptarse al ambiente", vincula el concepto con variables medibles (fisiolégicos,
conductuales y de salud); rechazando evaluaciones basadas solo en emociones

humanas proyectadas.

Otro fundamento importante es el proporcionado por Fraser (2008), el
sintetiza las perspectivas cientificas simplificandolas en tres dimensiones
interconectadas; la primera lo titula como funcionamiento biologico (salud):
Determina que es la ausencia de enfermedades, crecimiento normal y una
fisiologia equilibrada, la segunda englobada como estado afectivos (emociones):
Determina la presencia de emociones positivas y ausencia de emociones
negativas y por ultimo la naturaleza animal (conducta natural): Que es la
capacidad de expresar comportamientos innatos. Como se menciond
anteriormente, la contextualizacion en la que se aplica el bienestar animal, varia
dependiendo del ambito en el que se aplica (Dubois y Fraser, 2013).  Grandin
(2017), propone diferentes métricas objetivas y practicas para poder evaluar el
bienestar de animales de corral criados para engorde; el menciona que métricas

como la condicion corporal (flaco, ideal y gordo), lesiones y cojeras (refiriéndose al
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porcentaje de animales que tienen lesiones y/o heridas) y ensuciamiento (nivel de
barro o suciedad en el cuerpo que puede estar relacionado con estrés o
infecciones).

En segundo aspecto, la definicion cambia también si trasladamos la
aplicacion del bienestar animal en peces de importancia acuicola. Ashley (2007),
define que es "Un estado de salud fisica y mental que permite al animal enfrentar
su ambiente de manera efectiva, sin sufrimiento prolongado". Segun Huntingford

(2006), propone adaptar tres libertades en la acuicultura:

1. Libertad al hambre/sed - Dietas adecuadas y acceso al agua de
calidad.
Libertad a la incomodidad - densidades optimas y oxigeno disuelto.
Libertad de dolor/lesiones - Manejo sin redes abrasivas y eutanasia

humanitaria.

Besson et al., (2020), concluye que el bienestar en peces no solo consiste
en evitar el estrés, si no promover conductas naturales. Analizando las
definiciones anteriores, se resalta que; para tener una evaluacion mas precisa
respecto a la condiciébn de los animales; se requiere conocimiento cientifico,
fomentar lo mejor posible a las conductas naturales, dietas adecuadas, manejo,
sacrificio humanitario, ademas de mantener una observacion constante y detallada

de los animales (Gongora y Cardoso, 2002).

Por otra parte, en muchos paises, existen regulaciones internacionales
que sirven de guia para cuidar y salvaguardar el bienestar de organismos
silvestres o domésticos; por ejemplo, en Estados Unidos, la unica ley de
proteccion de animales que regula el trato de animales para experimentacion,
exhibicién, transporte y venta, firmada en el afio de 1966. Posteriormente en 1985,
se actualizo con un agregado que especifica las medidas de proteccion en el

cuidado humano en animales de uso experimental (Jar, 2014).
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En México existen una multiplicidad de leyes para la proteccion y bienestar

animal, desde animales de compaiia, crianza, granja, trabajo etc.

Tomando como algunos ejemplos:

o

Ley de Protecciéon y Bienestar de los Animales de la Ciudad de México:

Esta ley tiene como objetivo proteger a los animales, garantizar su
bienestar y fomentar una cultura de respeto hacia ellos en la Ciudad de
México; Congreso de la ciudad de México, (CDMX, 2024).

Ley Federal de Sanidad Animal: Establece las bases para el prevencion,

control y erradicacidon de enfermedades y plagas que afectan a los
animales, asi como para garantizar su bienestar en todo el territorio
nacional; Camara de diputados, (C.DD., 2024).

Iniciativa de Ley General en Materia de Bienestar: Cuidado y Proteccion

Animal: Esta iniciativa propone la creacién de una ley general que
armonice y coordine las disposiciones en materia de bienestar animal en
todo el pais; Senado de la republica, (SR, 2024).

Ley de Protecciéon y Bienestar Animal para la Sustentabilidad del Estado

de Nuevo Ledn: Esta ley estatal establece las normas para la proteccién y

el bienestar de los animales en Nuevo Leon, promoviendo su trato digno y

respetuoso; Honorable consejo del estado de Nuevo Leon, (HCNL, 2020).

Ley de Bienestar Animal del Estado de Puebla: Esta ley tiene como

finalidad garantizar el bienestar de los animales en el estado de Puebla,
estableciendo medidas para su proteccion y cuidado; Congreso del
Estado de Puebla, (CEP, 2024).

Esto solo es una fraccion de las leyes que ayudan a salvaguardar y

proteger la integridad de los animales que tienen un peso importante en nuestras

vidas, desde animales domésticos, crianza, trabajo y silvestres.
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2.2 EFECTO DEL ESTRES EN PECES

El estrés genera respuestas fisioldgicas en cualquier organismo, en los peces
genera una liberacion de cortisol en el hipotalamo pituitaria interrenal (HPI)
(Wendelar-Bonga, 1997), aumenta la glucosa en sangre (hiperglucemia) lo que le

ayuda a obtener energia rapida (Barton y Iwama, 1991).

Ademas del cortisol, otro indicador de estrés es la a-amilasa (asociada al
estrés simpatico); como un indicador de estrés celular (Sopinka et al., 2017), el
estrés cronico altera el microbiota intestinal los que afecta a la inmunidad (Gémez
et al., 2020), los peces bajo estrés generan radicales libres que tienen la
capacidad de dafiar lipidos como material genético. Los antioxidantes como la

vitamina E logran mitigar estos efectos (Lushchak, 2011).

Especies de importancia acuicola como la tilapia, tienen una mayor
resistencia al estrés oxidativo que en peces migratorios (Birnie-Gauvin et al.,
2019), el estrés cronico provoca una reduccion en LH (Hormona Luteinizante) y
GnRH (Hormona Liberadora de Gonadotropinas) que son cruciales para la
liberacion de 6vulos y espermatozoides, afectando de manera significativa a los
desoves (Zohar et al., 2010). En salmédnidos, el cortisol alto inhibe la vitelogénesis
(es el proceso de formacion y acumulacion de vitelo en el ovocito de los

organismos oviparos) (Schreck, 2010).

Esto genera un impacto contundente a la salud de los peces; debido a la
inmunosupresion lo que los hace mas susceptibles a las enfermedades (Tort,
2011) y un crecimiento reducido provoca por una baja ingesta de alimento y
eficiencia alimenticia (Barton, 2002). Esto desencadena conductas anormales en
los organismos, como nado erratico, falta de apetito o agresividad (Schreck et al.,
2016).
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Para mitigar esto, se busca gestionar una buena optimizacion de las
condiciones ambientales: oxigenacion éptima para la especie cultivada y niveles
de amonio controlados (Timmons et al., 2002), en condiciones de manipulacién el
uso de anestésicos como el MS-222 o eugenol durante los procedimientos (Neiffer
y Stamper, 2009) y estructuras en los tanques (refugios) ayudan a reducir agresion

(Arechavala-Lépez et al., 2021).

El estrés tiene multiples definiciones, una de ellas proporcionada por Ortiz
Espinoza (2015), menciona que es “Aquellas respuestas del organismo ante
cualquier evento en el cual las demandas ambientales, las demandas internas, o
ambas, agotan o exceden los recursos de adaptacion del sistema social o del
sistema organico del individuo, al tiempo que se le concede gran importancia a la
evaluacion que el sujeto hace del estimulo, lo que tendra una influencia en la

intensidad de la respuesta”.

Una vez abarcada la definicidon, tenemos que sefialar que el estrés en los
peces, requiere una buena comunicacion interna; es decir entre su sistema
inmune, nervioso y endocrino para asi responder de forma adecuada al cambio en

el ambiente en el que se desarrollan (Pérez y Ramirez, 2005).

A partir de la observacion constante en distintas poblaciones de peces,
durante largos periodos de tiempo, se han identificado distintos detonantes de
estrés en los peces. Gonzales y Espinosa (2004), mencionan cinco fuentes que
originan el estrés, estas son: estrés social, estrés fisico, estrés quimico, estrés

nutricional y estrés traumatico.
El estrés en peces es una respuesta fisioldogica conductual a factores

adversos que alterar su homeostasis. Puede llegar a ser agudo o cronico

causadas por:
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1. Factores ambientales.
o Calidad del agua: bajos niveles de oxigeno, altos niveles de amonio o nitritos y
pH extremos (Barton, 2002).

o Temperatura: cambios bruscos fuera del rango 6ptimo de la especie (Portz et
al., 2006).

2. Manejo Humano:

o Captura, transporte y manipulacién (Ashley, 2007).

o Sobrepoblacion en cultivos (Conte, 2004).

3. Factores bioldgicos:

o Presencia de depredadores y competencia por alimento (Schreck et al., 2016).

2.3 USO DE ANESTESICOS

La implementacion de anestésicos en organismos acuaticos 0 marinos,
constituyen una herramienta crucial para la piscicultura, ayudando a mitigar los
niveles de estrés en momentos de manipulacion y/o intervencion de los criadores
(Millan y Torres, 2012).

Entonces podemos entender, que los anestésicos son sustancias
quimicas o naturales que tienen la capacidad de interrumpir el flujo nervioso de
manera duradera y reversible (Gonzalez y Lépez, 2004). En la piscicultura existe
una amplia gama de agentes anestésicos; que facilitan diversos procedimientos,
como el transporte, biometrias, cirugias y eutanasia, reduciendo asi los el estrés
como también promoviendo a su bienestar; dependiendo de las cualidades del

farmaco, la via de administraciéon puede variar.

Cabe senalar que el tipo de anestésico implementado; puede variar
dependiendo de las cualidades del mismo, como las necesidades de la

investigacion; a continuacion, se presentan algunos.
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Por inmersion:
o Metanosulfonato de tricaina (MS-222): Considerado uno de los anestésicos
mas utilizados en peces debido a su eficacia, asi como una rapida

induccion (Jerez et al., 2015).

o Benzocaina: Anestésico local que actua bloqueando los canales de sodio
en las neuronas, inhibiendo la transmisién de los impulsos nerviosos
(Velasco et al., 2008).

o Eugenol (aceite de clavo): Utilizado por su bajo costo y disponibilidad,
aunque su uso en peces destinados al consumo humano esta restringido en
algunos paises; Global Seafood Alliance, (GSA, 2022).

Por via parental:

o Ketamina: Anestésico disociativo que proporciona analgesia y sedacion
(Heano et al., 2022).

o Alfaxalona y alfadolona: Esteroides neuroactivos que inducen anestesia

general (Bugman y Langer, 2016).

o Pentobarbital (Nembutal): Barbiturico utilizado para anestesia profunda o

eutanasia (Arzuffi - Barrera y Guarneros-Bafiuelos, 1993).

Por via local:

o Lidocaina (xilocaina) y procaina (novocaina): Bloquean la conduccion

nerviosa en areas especificas (Stevens y Chatigny, 2018).

Por medio fisico:

o Choque térmico: Consiste en reducir la temperatura del agua para inducir

anestesia mediante hipotermia (Gonzales et al., 2013).
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Los anestésicos constituyen una herramienta crucial en la piscicultura, ya
que su implementacion ayuda a mitigar los niveles de estrés durante la
manipulacion e intervencion de los peces. Estas sustancias, ya sean quimicas o
naturales, actuan irrumpiendo de manera reversible y duradera el flujo nervioso
(Cunha et al., 2010). En la practica acuicola se emplea una amplia gama de
agentes anestésicos para facilitar procedimientos como el transporte, las
biometrias, las cirugias o la eutanasia, lo que contribuye directamente a reducir el

estrés y a promover el bienestar animal (Wilson et al., 2009).

La eleccidn del anestésico especifico varia en funcion de las propiedades
del farmaco y los requerimientos de la investigacion o manejo. Entre los mas
comunes administrados por inmersién se encuentran el Metanosulfonato de
tricaina (MS-222), muy utilizado por su eficacia y rapida induccion; la Benzocaina,
que bloquea los canales de sodio; y el Eugenol o aceite de clavo, apreciado por su
bajo costo, aunque con restricciones en peces para consumo (Park y Im, 2015)._

Por via parental o inyectada se usan anestésicos como la Ketamina, de
efecto disociativo; la Alfaxalona y Alfadolona, que son esteroides neuroactivos; y el
Pentobarbital, empleado para anestesia profunda. También existen anestésicos de
aplicaciéon local, como la Lidocaina y la Procaina, y métodos fisicos como el
choque térmico, que induce anestesia mediante hipotermia. En conjunto, el uso
adecuado de estas sustancias es fundamental para garantizar el manejo eficaz y

ético de los organismos acuaticos (Struk et al., 2018).

lll. ANTECEDENTES
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.1 UTILIZACION DE ANESTESICOS EN PECES

El uso de anestésicos en peces ha sido ampliamente estudiado en acuicultura,
investigacion y medicina veterinaria para minimizar el estrés, facilitar el manejo y

mejorar el bienestar animal.

La benzocaina (etil-4-aminobenzonato), es un anestésico local
ampliamente utilizado en acuicultura y medicina veterinaria desde el siglo XX. La
benzocaina fue desarrollada en 1890 por el quimico aleman Eduard Ritsert como
derivado de la cocaina, con el objetivo de buscar un anestésico menos téxico
(Ritsert, 1890, citado de Becker y Reed, 2012).

Mas adelante en la década de los 60, se logo adoptarlo en la acuicultura
como una alternativa mas econdmica al MS-222, especial en peces de agua dulce
como carpas y bagres (Schreck y Moyle, 1990; Ross y Ross, 2008); actua
inhibiendo la conduccion nerviosa al poder bloquear los canales de sodio en los
tejidos celulares, los que es similar a otros anestésicos locales (Neiffer y Stamper,
2009), su capacidad para difundirse rapidamente a través de las branquias y
absorcion en la piel la convierte en una herramienta eficaz en pece (Harms, 2005).
La ventaja de este farmaco es que no requiere un periodo de retiro en algunas
regulaciones; Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, 2021),
lamentablemente tiene una menor solubilidad en agua requiriendo disolventes
como el etanol (Hoseini et al., 2019) y un riesgo de metahemoglobinemia (es un
trastorno sanguineo en el cual una cantidad anormalmente alta de
metahemoglobina, que es una forma de hemoglobina que no puede transportar

oxigeno) en exposiciones muy prolongadas (Stoskopf, 1993).

Regulada por la FDA, para uso en peces destinados al consumo, pero con
restricciones en dosis (FDA, 2021).
Dentro de este analisis sobre los antecedentes de la implementacion

anestésica, el aceite de clavo cuyo principio activo es el eugenol (4alil-2-
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metoxifenol), ha emergido como una alternativa natural a los anestésicos

sintéticos en la acuicultura.

El condimento clavo de olor (Syzygium aromaticum); el cual se ha
utilizado desde la antigiedad en la medicina tradicional por sus propiedades
analgésicas y antisépticas (Chaieb et al., 2007); en la década de los 90,
investigadores brasilefios comenzaron a estudiar su eficacia en peces tropicales
como sustituto del MS-222, destacando en su bajo costo y biodegradabilidad (Soto
y Burhanuddin, 1995).

El clavo de olor tiene como mecanismo de accién el bloqueo de canales
de sodio y potasio inhibiendo la conduccidén nerviosa, similar a la lidocaina, pero
como una menor toxicidad (Hajek, 2011), reduciendo el estrés oxidativo inducido
por el manejo, protegiendo tejidos branquiales (Hoseini et al, 2019), la baja
toxicidad hace que no requiere periodo de retiro para consumo humano; Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2018); reduciendo el dafio branquial
post manejo (Bittencourt et al., 2021) y siendo 10 veces mas econdémico que el
MS-222 (Soto y Burhanuddin, 1995). Sin embargo, depende de factores como la
temperatura, especie y pH del agua (Keene et al., 1998), al ser un aceite requiere
vehiculos de disolucion como etanol o DMSO (Dimetilsulféxido) para dilucion
(Neiffer y Stamper, 2009).

La FDA, no ha aprobado para peces de consumo, pero permitido en
investigacion (FDA, 2021) y autorizado bajo la directiva 2010/63/EU para

experimentacion animal (EFSA, 2018).

El MS-222, es un anestésico usado ampliamente en peces y otros
organismos acuaticos. EI MS-222, fue desarrollado en la década de 1960 por la
compafiia conocida antiguamente como Sandoz (que actualmente se le conoce
como Novartis), como un derivado del acido amino benzoico, muy similar a la

benzocaina, pero con la particularidad de ser 200 veces mas soluble (Carter et al.,
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2011); su nombre quimico es 3-aminobenzoato de etilo metanosulfonato, como

tener un ion activo de tricaina (Carter et al., 2011).

Inicialmente, se empled en investigaciones ictiolégicas para ayudar a

reducir el estrés durante la manipulacion y el transporte (Schreck y Moyle, 1990).

Al inicio en la década de los 70, fue adoptado en la industria acuicola para
diversos procedimientos como: marcaje y toma de muestras (biopsias y extraccion
de escamas), cirugias menores (implantes de transmisores, estudios
reproductivos) y transporte de peces vivos (reduciendo los niveles de mortalidad
por estrés) (Summerfelt y Smith, 1990). Las indicaciones de la FDA (Food and
Drug Administration - EE. UU): advierte que el tiempo éptimo para la excrecién
completa del anestésico en el sistema de los peces es de 21 dias generalmente

antes del consumo humano; Food and Drug Administration (FDA, 2020).

De igual forma, la Unién Europea; bajo la regulacion de la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA), permite el uso en peces ornamentales y
experimentales, manteniendo restricciones en acuicultura comercia; Agencia
Europea de Medicamentos (EMA, 2018). Canada y otros paises permiten su uso

bajo supervisién veterinaria; Canadian Council on Animal Care (CCAC, 2016).

En comparacidon con otros anestésicos, es efectivo en bajas
concentraciones (50-100 mg/l), con rapida induccion (5-10 mg/l) y tener un amplio
margen de seguridad en peces (Neiffer y Stamper, 2009). EI metanosulfonato de
tricaina fue desarrollado con el fin de ser un anestésico seguro para peces y ha
sido probado por agencias como FDA en los Estados Unidos, para ser utilizada en
especies utilizadas para consumo humano (Summerfelt y Smith, 1990). El primer
uso registrado, fue en el ano de 1988; (FDA, 2020).

Este compuesto actua como un mecanismo topico bloquea los canales de

sodio situadas en las neuronas, gracias a esto y como consecuencia de la mismas
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inducen a una pérdida total de los sentidos, movilidad y sensibilidad (Carter et al.,
2011).

Es utilizado para procedimientos como biopsias, marcaje, cirugias,
transporte y biometrias en diversas especies de peces, asi como en estudias de

fisiologia y comportamiento acuatico (Neiffer y Stamper, 2009).

Algunos estudios han evaluado su impacto en especie sensibles como por
ejemplo Pterophyllum scalare, Synchiropus splendidus, Gymnothorax nudivomer,
etcétera (Zahl et al., 2012), al estrés oxidativo en branquias (Priborsky y Velisek,

2018) y respuesta inmune en peces (Hoseini et al., 2019).

A continuacion, se detallan las siguientes investigaciones que involucran
procedimientos y protocolos anestésicos en diversas especies. El trabajo realizado
por Hikasa et al. (1986), en donde describe los efectos de la dosis de anestésico
MS-222, eugenol y tiopental sédico en carpas adultas (Cyprinus carpio), donde los
resultados obtenidos muestran que la dosis mas altas de eugenol (25-100 ppm) y
tiopental sddico (200-300 ppm) aceleraron la induccién anestésica y retrasaron la
recuperacion de forma dependiente a las dosis, en el caso de las dosis mas altas
de MS-222 (50-200 ppm) tuvo también una rapida induccién anestésica; ademas

de examinar la influencia de la temperatura del agua (10 y 20° C).

Mientras tanto, al medir los tiempos de recuperacion el MS-222 fue el que
presento menores tiempos de recuperacion. Sobre la influencia de la temperatura
del agua, se observo que estas fueron de 20° C potenciando asi, el efecto de la
anestesia como los tiempos de recuperacion. En conclusion, determinaron que
MS-222 permite una recuperacion mas rapida en carpas adultas y que los criterios
de anestesia y recuperacion determinados son utiles para analizar el efecto de
anestésicos en esta especie.

De acuerdo con los estudios realizados por Palmer y Mensinger (2004), en

el cual evaluaron el efecto de la dosis unica (0.005%) del anestésico Tricaina (MS-
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222) sobre la actividad nerviosa en la linea lateral anterior del pez sapo ostion
(Opsanus tau); el estudio indicd un efecto sobre la actividad neural situada en la

linea lateral.

Encontrando que a partir de una concentracion de igual o mayor al
0.010%, los organismos presentaron mayor sensibilidad a la anestesia
produciendo una disminucion significativa de los impulsos nerviosos en la linea
lateral. Asi también, recuperando esta sensibilidad 90 min después de ser
retirados del anestésico. Ademas de estudiar los cambios de pH influyen en la

reduccion de la actividad de la linea lateral, no siendo este el caso.

Mientras tanto, Watson (2015), probo la eficacia de distintos anestésicos,
aceite de clavo, metomidato, 2-fenoxietanol, incluyendo el MS-222; en juveniles de
sabalo (Alosa pseudoharengus), analizando los tiempos de induccién,
recuperaciéon y supervivencia post-anestesia, estableciendo dosificaciones de
metanosulfonato de tricaina (MS-222): 75-100 mg/l, aceite de clavo: 40 mgl/l,
metomidato 5-7 mg/l y 2-fenoxietanol (2-PE): 500 mg/l respectivamente, para
alevines adultos, juveniles y larvas. Aunado a eso, un experimento de sedacion
prolongada de 24 h, en el cual se expusieron juveniles a dosis de aceite de clavo
(2.5 y 5.0 mg/l) y metomidato (0.25 y 0.50 mg/l). Los resultados fueron que el
aceite de clavo generaba estrés al implementar dosis mas altas, diferencia del
metomidato que no presentaba tales respuestas, concluyendo que el metomidato
puede ser una alternativa para la sedacion de alevines al no subir

significativamente los niveles de estrés.

En América Latina, diversas especies han sido evaluadas con MS-222. Un
ejemplo de ello es un estudio realizado en Peru en donde implementaron
diferentes dosificaciones en distinto ejemplares de Chita Peru (Anisotremus
scapularis), durante el transporte, encontrando que una dosis de 15 mg/l a
temperaturas de 15° C reducia los niveles de estrés como de amonio excretados,

sin comprometer el equilibrio de los peces (Rosado, 2017).
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Musk et al., (2020), comparo la seguridad de dos anestésicos
ampliamente usados en la piscicultura, la tricaina y el isoeugenol; en el peces
cebra (Danio rerio); que fueron sometidos a un recorte de la aleta caudal, los
hallazgos van desde tiempos de induccion en donde el isoeugenol inducia a los
ejemplares en menos tiempo que el MS-222, tiempos de recuperacion en donde el
MS-222 permitia una recuperacion mas rapida, seguridad y eficacia en los que
ambos anestésicos presentaron buena tolerancia en los ejemplares sin signos
evidentes de estrés u otro y por ultimo la preparacion de las soluciones en donde

el isoeugenol presento ser mas sencilla su preparacion.

El estudio de Perret-Thiry et al., (2022), evaluaron la eficacia del
metanosulfonato de tricaina para el sacrificio del pez dorado (Carassius auratus);
la metodologia consistio en utilizar 24 ejemplares con un peso de entre 1 a 10 gr,
divididos en cuatro grupos de seis individuos cada uno con pesos aleatorios;
aplicando diferentes dosificaciones de 500 a 1000 mg/l, con diferentes tiempos de
exposicion de 15 hasta 60 min, seguidos de tres hasta 18 h en agua dulce,
concluyendo que las dosificaciones de 1000 mg/l de MS-222 durante un tiempo de

15 min es adecuado para provocar eutanasia en los peces.

Zhang et al., (2023), evaluaron los efectos de la tricaina
metanosulfonato (MS-222) en lubinas asiaticas (Lateolabrax maculatus) a una
concentracion de 10, 20 y 40 mg/l, con el objetivo de determinar si el uso de
anestésico en el transporte simulado con tiempos prolongados afecta en la
supervivencia y calidad del producto; analizando estrés fisioldgico, calidad del
producto, supervivencia y comportamiento. Los resultados obtenidos demostraron
una reduccion en el estrés fisioldgico, una supervivencia del 100%, mejor calidad
en el musculo y tiempos de recuperacion mas rapidos, utilizando dosis de 20 mg/I.
Asimismo, los niveles de cortisol y acido lactico, Al usar de dosis de 30 mgl/l
durante el transporte en condiciones de alta densidad y largas distancias mejora la

supervivencia, reduce el estrés fisioldgico y preserva la calidad nutricional y
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sensorial de los peces. Una de las implementaciones clave de MS-222 en
acuicultura, es en el cultivo de tilapias; una especie clave en la acuicultura tropical.
Dentro de este ambito, se recomiendan concentraciones de 15 a 200 mg/L para
especimenes adultos, y en ejemplares juveniles de 100 a 150 mg/L (Soto y
Burhanuddin, 2010).

Las inducciones que rondan entre los dos a tres min con una recuperacion
de 30 a 60 min; para la aplicacion de anestésicos se considera lo siguiente:
tamano del pez; que influyen en el tiempo de recuperacién como de induccion y
dosificacion, regulaciones locales; que es la importancia de consultar las
normativas como regulaciones para la implementacion de los anestésicos en
peces que son destinados para el consumo humano y por ultimo la recuperaciéon
post anestesia; que consiste en tener las condiciones adecuadas de oxigenacion
como el monitoreo durante la recuperacion; para evitar mortalidades (Hseu et al.,
1998).

3.2 TAXONOMIA DE LA ESPECIE EN ESTUDIO

Reino: Animalia
Filum: Chordata.
Clase: Actinopterygii.
Orden: Lepisosteiformes.
Familia: Lepisosteidae.
Género: Atractosteus.

Especie: Atractosteus tropicus (Gill, 1863).

3.3 LEPISOSTEIFORMES
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Los pejelagartos, pertenecen al orden de los Lepisosteiformes son peces que
poseen caracteristicas uUnicas; desde su piel dura, la capacidad de respirar
oxigeno atmosféricos mediante 6rganos especializados que funcionan como
seudo pulmones (Figura 1). Siendo estas cualidades que pueden influenciar antes

las respuestas con anestésico (Contreras-MacBeath y Mejia-Mojica 2018).

Estudiar esta especie, trae beneficios en el sector acuicola al proporcionar
los conocimientos necesarios que permiten domesticar y cultivar de una manera
eficiente a esta especie nativa; siendo ideal para la diversificacion de la produccion
y apoyar la economia local. Para el sector anestesico, la investigacion es
fundamental para el desarrollo de protocolos seguros y especificos que ayuden a
garantizar el bienestar del animal durante su manejo en cautiverio, al tiempo en
que se contribuye al conocimiento cientifico de la anestesiologia en especies

acuatica con una fisiologia unica y ancestral.
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Figura 1. Caracteristicas externas de un Juvenil de Atractosteus tropicus (Gill,

1963), familia de los Lepisosteiformes.
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A continuacion, se menciona un conjunto de trabajos que hablan sobre las
particularidades de esta familia; Grande (2010), hace una revision a nivel
taxondémica; combinando: morfologia comparada, datos paleontologicos y analisis
cladisticos para establecer relaciones evolutivas. Morfolégicamente hablando,
estos ejemplares se caracterizan por tener escamas ganoideas (escamas que se
encuentran en peces 0seos primitivos) un hocico alargado que posee dientes
afilados (Grande, 2010), algo particularmente impresionantes en su evolucion es la
vejiga natatoria vascularizada que tiene la funcionalidad de un pulmén primitivo

(Burggren y Cameron, 1980).

Fisiologicamente tienen una respiracion bimodal (acuatica como la
capacidad de respirar oxigeno atmosférico), la adaptacion a ambientes anoxicos
(Graham, 1997); taxondmicamente existen siete especies en las que podemos

dividir en dos grupos o géneros (Atractosteus y Lepisosteus) (Grande, 2010).

Evolutivamente pertenecen a un grupo antiguo de hace 100 millones de
afios con un parentesco cercano a los Amiidae (familia de peces Holosteos)
(Grande, 2010 citado de Wright et al., 2012), distribuidos en América latina y Cuba

generalmente se localizan en aguas dulces y estuarinas (Ferrara y Irwin, 2001).

Se destacan por ser depredadores topes en los humedales (Suttkus y
Mettee, 2001). Estas especies actualmente se encuentran amenazadas debido a
la pérdida de su habitat como sobrepesca (Contreras-MacBeath y Mejia-Mojica,
2016), ademas de existir una preocupacion menor con nombre comun (L. osseus),
hasta vulnerable con nombre comun (A. spatula); International Union for
Conservation of Nature (IUCN, 2019). La poca informacion recopilada en
protocolos anestésicos indica que los retos que se presentan derivan de su piel
gruesa como metabolismo lento por lo cual se requiere ajustar las dosis (Ferrara y
Irwin, 2009).

31



Se puede concluir, que los pejelagartos se consideran al igual que los
celacantos como fosiles vivientes que poseen adaptaciones unicas que los

convierten en modelos clave para estudio, fisiologia, evolucién y conservacion.

De acuerdo con la base de datos Fishbase (2023) los Lepisosteidae estan

constituidos por siete especies conocidas, distribuidas en dos géneros.

Genero Lepisosteus:
o Lepisosteus oculatus (Catan pinto).
o Lepisosteus osseus (Catan narigudo).

o Lepisosteus platostomus (Catan de hocico corto).

o Lepisosteus platyrhincus (Catan de la Florida).

Genero Atractosteus:

o Atractosteus spatula (Catan Comun).

o Atractosteus tristoechus (Manjuari o catan cubano).

o Atractosteus tropicus (Pejelagarto).

En el ambito genético, Braasch et al., (2016), estudia la secuenciacién del
catan manchado (L. oculatus); los hallazgos indican que el genoma del catan
manchado no ha modificado la estructura como contenido de muchos
cromosomas pertenecientes a ancestros en comun, los CNEs (ADN no
codificante), fueron detectados en comparaciones directas entre humanos y
teledsteos, estos CNEs fueron detectados con mayor facilidad incluyendo al catan

manchado en los estudios.
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En los analisis transcriptomicos demostraron que la suma de los dominios
de expresion, asi como los genes duplicados de teledsteos se aproximan a los
niveles de expresion del catan manchado y por ultimo el genoma del catan
manchado (L. oculatus), puede considerarse un recurso valioso que ayudaria a
comprender la evolucion de duplicaciones gendmicas, el origen de genomas de

vertebrados y comprension de la secuencia de la funcién regulatoria humana.

Desvignes et al., (2018), proponen una descripcion detallada sobre el
desarrollo esquelético de la aleta caudal del catan manchado (L. oculatus), su
metodologia da a conocer el uso de tricaina para el sacrificio de los ejemplares
antes de la fijacion histologica, expresando que las concentraciones efectivas
usadas oscilan entre 100 a 300 mg/l para procedimientos de anestesia profunda o

eutanasia.

3.4 EMPLEO DEL MS-222 EN PECES

Actualmente, no se encuentran muchos estudios que hablen sobre Ia
implementacion de farmacos empleados como anestésico para los
Lepisosteiformes, sin embargo, cabe destacar que existen investigaciones que no
buscan determinar dosis de anestesia, pero las implementan como herramientas

en su metodologia.

Gonzales y Mendoza (2015), evaluaron las reacciones fisioldgicas del
nombre comun (A. spatula), en contacto con tres tipos de sustancias: diazinén (un
pesticida organofosforado), B-naftoflavona (BNF, un inductor de enzimas
metabolizadoras) y 17B-estradiol (E2, una hormona estrogénica), en organismos,
con 6, 12 y 24 meses de edad; fueron expuestos a los tratamientos por medio de
inyecciones, alimentacion e inmersion en agua, concluyendo que los organismos
poseen una limitada resistencia para metabolizar ciertos compuestos. De acuerdo
con King y Stein (2020), indican que la dosis especifica de AQUI-S 20E
(anestésico para peces basado en Eugenol) con el objetivo de observar y medir la

recuperacion post operatoria en el Catan de hocico corto nombre comun (L.
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platostomus), el protocolo de anestesia. La metodologia consistié en implementar
dosificaciones de AQUI-S 20E en concentraciones de 250 mg/l, a corto y largo
plazo post cirugia, junto con la cicatrizacion de heridas y los cambios en el peso
corporal durante un periodo de 478 dias; la capacidad de la especie para absorber
oxigeno atmosférico, indico dificultades para la absorcion del farmaco por lo que
fue necesario evitar la respiracion area facultativa, logrando asi la induccion.
Como conclusién, este estudio es pionero en probar la dosis efectiva de AQUI-S
20E en nombre comun (L. platostomus) y en evaluar la recuperacion quirurgica

utilizando una técnica especializada en un entorno controlado.

Este anestésico ampliamente utilizado en la acuicultura debido a la su
eficacia y amplio margen de seguridad. Su implementacién en nuevas especies de
interés comercial, como el pejelagarto (A. tropicus), la importancia de establecer
protocolos especificos que no pueden extrapolarse a otras especies que ya hayan

sido estudiadas.

Sin embargo, estos procesos siempre implican determinar la concentracion
efectiva mediante la implementacion de bioensayos que permitan evaluar los

tiempos de induccién como de recuperaciéon anestésica.

La estandarizacién de estos protocolos no solo es esencial para el bienestar
animal durante las operaciones de manejo rutinario y procedimientos invasivos,
sino que también representan un pilar sumamente fundamental que permita el
desarrollo de una acuicultura sostenible y comercialmente viable de especies

emergentes.
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IV. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

o Evaluar la efectividad y los tiempos de induccion del anestésico
metanosulfonato de tricaina (MS-222) durante el manejo de juveniles de

pejelagarto (A. tropicus).

4.2 ESPECIFICOS

o Determinar la dosis (1.5, 25 y 35 g/ml) de anestésico de
metanosulfonato de tricaina (MS-222), en relacion con el tamafio y el

peso del pejelagarto (A. tropicus).

o Determinar el tiempo de eficacia del matenosulfonato de tricaina (MS-
222), como anestésico para la especie en relaciéon con el tamafno y el

peso de los pejelagartos (A. tropicus).

o Evaluar la supervivencia de las diferentes dosis aplicadas a los

pejelagartos (A. tropicus).

4.3 HIPOTESIS

4.3.1 Nula
o La exposicion del pejelagarto (A. tropicus) al anestésico metanosulfonato de
tricaina (MS-222) presentara un efecto de narcosis dependiendo del peso y

tamarno de los peces.

4.3.2 Alterna
o La exposicion del pejelagarto (A. tropicus) al anestésico metanosulfonato de
tricaina (MS-222) no presentara un efecto de narcosis dependiendo del peso

y tamafio de los peces.

35



36



V. METODOS

Los ensayos se realizaron en el laboratorio de nutricion y produccién acuicola
en el Centro de investigaciones Costeras (CEICO) del Instituto de Ciencias
Biologicas (ICBIOL), en la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas,

Ubicado en el Municipio de Tonala, Chiapas México.

V.1 OBTENCION DE EJEMPLARES DE PEJELAGARTOS A.
TROPICUS

Los juveniles de pejelagarto (A. ftropicus) se obtuvieron del lote de
reproductores del CEICO. Se establecieron desoves simultaneos bajo
condiciones controladas en el laboratorio. El proceso del desove se realizé de
cuerdo a la metodologia propuesta por Méndez et al., (2013).

Figura 2. Lote de reproductores de pejelagartos (Atractosteus tropicus)

pertenecientes al area de reproduccion acuicola del CEICO.

V.2 CUALIDADES DEL ESTUDIO
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Para los experimentos se utilizaron N= 270 peces juveniles de pejelagartos (A.
tropicus), los ejemplares se encontraban clinicamente sanos con un peso
promedio de 298.16 + 82.43 g y una longitud total de 37.53 + 3.19 cm, los
organismos fueron mantenidos en una tina de fibra de vidrio de 5 m de
diametro y 1.20 de altura, llenado a un 70% de su capacidad; y se mantuvieron
a temperatura ambiente, los peces fueron alimentados con un pellet de la
marca GROW FISH con 25% de proteina y 5% de grasas.

El farmaco experimental utilizado en las pruebas experimentales fue el
metanosulfonato de tricaina MS-222 (Western ® Chemical, Inc.), en polvo, en
un frasco de 100 gramos de pureza (Serrano-Martinez, 2013). Los organismos
fueron expuestos a la solucion experimental en cinco tinas individuales de 15
cm de diametro con una capacidad de 16 L, sin embargo, se llen6 solamente a

un 47% de su capacidad.

Figura 3. Metanosulfonato de tricaina de 100 g y 100% pura.

Para evitar irritacion branquial, se opt6 por diluir previamente la dosis
pura de anestésico en 250 ml de agua; permitiendo una dilucion homogénea

aprovechando la facil degradacién del farmaco.

V.3DISENO EXPERIMENTAL
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Se establecieron tres dosificaciones de MS-222 (1.5, 2.5 y 3.5 mg/l),
cada dosis contiene tres replicas con N=30 animales por replica. Para la
preparacion del anestésico, se hizo una solucién madre de 250 ml de agua,
combinada con su respectiva dosis, cada tres animales la solucion fue
renovada. Para el analisis, se cronometraron los tiempos de induccién por cada
estadio; los estadios fueron identificados dependiendo de la conducta de los
peces de acuerdo a la fase de sedacion. EI método por inmersién fue el
implementado debido a que facilita la mayor absorcion branquial del
anestésico, método utilizado para cada organismo. El tiempo maximo de

induccién fue de 30 min (Hinostroza y Serrano, 2013).

Figura 4. Atractosteus tropicus en fase cinco de sedacion implementado el
método de inmersion (Pérdida total de la respuesta a estimulos, y reflejos, ritmo
opercular lento).

V.4 VARIABLES MEDIDAS

De acuerdo a las fases de sedacion (Tabla 1) se establecieron las variables
que seran analizadas sobre la respuesta de los peces a la exposicion de la
anestésica: (T1) tiempo de induccion, se refiere al tiempo total en la cual el pez

pierde los sentidos (Serrano-Martinez, 2013), (TM) tiempo de manipulacién, se
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refiere al tiempo en el cual el organismo pierde reflejos, permitiendo la
manipulacion del mismo, (TR) el tiempo en la que el organismo recupera los

sentidos, (TFA) tiempo final de anestesia.

Tabla 1. Descripcion de las fases de sedacidn del anestésico en peces
(Summerfelt y Smith, 1990, en Cooke et al., 2004).

Fase Fase estado de Descripcion
anestesia
0 Normal Reactivo a impulsos
1 Sedacién ligera Perdida de la respuesta a estimulos,

normal equilibrio

2 Sedacion profunda Pérdida total de Ila respuesta a

estimulos, ligera disminucion del ritmo

opercular
3 Pérdida parcial del Nado erratico, respuesta solo a
equilibrio estimulos fuertes
4 Pérdida total del Ritmo opercular lento, pérdida total del
equilibrio equilibrio
5 Perdida de reflejos Pérdida total de Ila respuesta a

estimulos, y reflejos, ritmo opercular

lento

6 Colapso medular Suspension de movimiento opercular

De acuerdo a las fases de sedacion (Tabla 1), la fase cinco es la ideal para
ejerces maniobras que puedan generar estrés a los ejemplares, en la que no

presentan respuesta motora.

V.5 ANALISIS ESTADISTICOS
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Para determinar las diferencias significativas entre los tratamientos por efecto
de la anestesia (MS-222), primeramente, se realizaron los postulados de
homocedasticidad (prueba de Levine’s) y normalidad (prueba de
Shapiro—Wilk’s) al no cumplir con las pruebas antes descritas se realizdé una
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Cuando se detectaron diferencias
significativas (P < 0.05), las medias se les aplico una prueba de post-hoc de
Multiple comparisons mean ranks for al grups (Zar, 1996). Asimismo, se realiz6
una prueba de coeficiente de correlacion r de Pearson entre el peso con TM,
TR y TFA (Hernandez et al., 2014). Todas las pruebas se realizaron con el
software Statistica v7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, EE. UU.). Las graficas fueron
generadas con el software Sigma Plot v. 10.0 from Systat Software, Inc., San
José, California, USA.
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VI. RESULTADOS
V.1 DETERMINACION DE DOSIS EFECTIVA

Se evaluaron tres concentraciones de metanosulfonato de tricaina (MS-222)-
1.5, 2.5y 3.5 g/ml en 270 juveniles de pejelagartos (A. tropicus), distribuidos en
tres replicas por tratamiento (n= 90 por dosis; 30 por replica). Los resultados
mostraron diferencias significativas (p < 0.05) entre las dosis en cuanto al
tiempo para alcanzar la fase de narcosis profunda (Fase 4-5, segun Summerfelt
y Smith, 1990).

Las dosis de 3.5 g/ml indujo un menor tiempo de induccién anestésica
(TFA), con un promedio de 8.13 £ 8.14 min, seguida de la dosis de 2.5 g/ml
(16.14 £ 6.01 min) y la de 1.5 g/ml (23.71 £ 7.75 min). Estos resultados indican
que concentraciones mas elevadas de MS-222 producen una sedacidon mas

rapida y efectiva en juveniles de pejelagartos (A. tropicus).

30
a
25 4 T
E20~ b
£ ;
8_15-
5 :
— 10 4 T
5
0

1.0 15 2.0 25 3.0 35
Dosis (mg/ml)

Grafica 1. Tiempos de pérdidas de reflejos en pejelagartos (A. tropicus)
expuestos a diferentes concentraciones de anestesia metanosulfonato de
tricaina (MS-222). (Media £ desviacion estandar, n= 30). Los valores medios en
las columnas para cada concentracion de anestésico con diferentes
superindices son significativamente diferentes (P <0.05).
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6.2 CORRELACION PESO / TM, TR, TFA

Al realizar el analisis de correlacion se presentaron diferencias significativas
(R=0.1691, p=0.005) en el grado de asociacion entre el peso y TR, por lo tanto,
presenta una correlacion positiva muy débil, lo que indica que a mayor es el
peso del pejelagarto mayor sera el tiempo de recuperacion (Grafica 2). En lo
que respecta a TM (R=0.0174, p=0. 775), no presento correlacion alguna entre
las variables evaluadas (Grafica 3). La correlacién entre el peso y TFA (R=-
0.1162, p=0.058) al no presentar diferencias significas, se observa una
tendencia a una correlacién negativa, lo que indica que a mayor peso de los

peces menor sera el tiempo de manipulacion (Grafica 4).
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Grafica 2. Correlacion de peso vs TR en pejelagartos (A. tropicus) expuestos a

diferentes concentraciones de anestesia metanosulfonato de tricaina (MS-222).
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Grafica 3. Correlacion de peso vs TM en pejelagartos (A. tropicus) expuestos a

diferentes concentraciones de anestesia metanosulfonato de tricaina (MS-222).
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Grafica 4. Correlacion de peso vs TFA en pejelagartos (A. tropicus) expuestos
a diferentes concentraciones de anestesia metanosulfonato de tricaina (MS-
222).
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6.3 TIEMPO DE MANIPULACION

Se compararon los tiempos de manipulacion de los juveniles de pejelagartos
(A. tropicus) los resultados demostraron tener diferencias significativas (p=
0.0000 < 0.05); estableciendo que el tiempo de manipulacion mas prolongado
corresponde a la dosificacion de 3.5 g/ml de la anestesia de MS-222, con un
periodo de tiempo de 1.48 + 3 min. Permitiendo ejercer intervenciones de bajo
riesgo a los ejemplares en tiempos de 1.47 £ 2.49 min (Grafica 5), calculando el

promedio a partir de los tiempos registrados.
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Grafica 5. Tiempo de manipulacion en pejelagartos (A. tropicus) expuestos a
diferentes concentraciones de anestesia metanosulfonato de tricaina (MS-222).
(Media £ desviacion estandar, n = 30). Los valores medios en las columnas
para cada concentracion de anestésico con diferentes superindices son

significativamente diferentes (P <0.05).
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Figura 5. Procedimiento de manipulacion de pejelagartos (A. tropicus). A)

Obtencion de longitud total, B) obtencion de pesaje

6.4 TIEMPO DE RECUPERACION

Los pejelagartos (A. tropicus) presentaron menor tiempo de recuperacion con la
dosis de 2.5 g/ml de anestesia de MS-222 con tiempos de recuperacion de 2.31
+ 2.83 min, siendo significativamente diferente (P < 0.05) que el resto de los
tratamientos de 1.5 g/ml con tiempo de recuperacion de 2.62 + 1.45 min; junto
con la dosis de 3.5 g/ml presentando un tiempo de recuperacion de 2.55 + 2.67

min (Grafica 6).
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Grafica 6. Tiempo de recuperacion en pejelagartos (A. tropicus) expuestos a
diferentes concentraciones de anestesia metanosulfonato de tricaina (MS-222).
(Media * desviacion estandar, n= 30). Los valores medios en las columnas para

cada concentracién de anestésico con diferentes superindices son

significativamente diferentes (P <0.05).

47



Figura 6. Se muestra el proceso de recuperacion de los peces, con ayuda de

aireacion y supervision constante.

Figura 7. Organismo recuperado post anestesia.

6.5 Supervivencia

Los pejelagartos (A. tropicus) expuestos a las concentraciones 1.5, 2.5y 3.5
g/ml de anestesia metanosulfonato de tricaina (MS-222) no se registrdé ningun
ejemplar muerto por lo que obtuvo un 100% de supervivencia durante todo el

tiempo que se llevé a cabo los experimentos.
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VII. DISCUSION

Para esta investigacion se utilizaron 270 peces de pejelagartos (A. tropicus),
clinicamente sanos con un peso promedio de 298.16£82.43 g y una longitud
total de 37.53 + 3.19 cm; la metodologia consistié en la division de grupos por
dosis de anestesia (1.5, 2.5 y 3.5 g/ml), las dosificaciones se diluyeron en
concentraciones madre lo cual permite reducir la acidificaciéon del agua vy
ademas de la implementacion de agua a temperatura ambiente en promedio de
28° C dentro del laboratorio experimental y 31° C fuera del mismo en la tinas de

recuperacion.

Con la finalidad de obtener la dosis letal media que pueden soportar los
peces, asi como la cronometracion de los tiempos de induccidn; los resultados
mostraron diferencias entre dosis. En relaciéon a lo anterior los tiempos
obtenidos al llegar a la fase cuatro de sedacion (pérdida total del equilibrio

(tabla 1) fase clave para la manipulacién segura de los peces, fue de 8.13
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8.14 min en concentraciones de 1.5 g/ml, 23.71 £ 7.75 min en concentraciones
de 25 g/m y 16.14t6.01 min, pero concentraciones mas altas

correspondientes a 3.5 g/ml.

Los tiempos de induccion mas cortos en dosis mas altas (3.5 g/ml) y
tiempos de manipulacion relativamente prolongados; existen varios factores por
los cuales las concentraciones mas altas de MS-222 tienen mayor efectividad
para disminuir la respuesta nerviosa a estimulos fuertes; la explicaciéon mas
l6gica, habla que esto se deriva a que las concentraciones altas permiten una
mayor absorcion del farmaco a través de las branquias y piel, alcanzando asi
niveles terapéuticos en el torrente sanguineo de los peces en menor tiempo
(Grush et al., 2004).

Por otra parte, diversos investigadores han observado las mismas
respuestas en otras especies como es el caso de Carpa comun (Cyprinus
carpio), utilizando dosis maximas de 200 mg/L de MS-222, estas ayudan a
someter a los organismos a una narcosis profunda, ayudando a realizar
procedimientos mas invasivos (cirugias, toma de muestra hematoldgica),
(Coyle et al., 2004).

Sin embargo, la efectividad de las dosis puede variar dependiendo de
la especie y tamafio de las mismas, un ejemplo de esto es la alta sensibilidad
de los salménidos como la alta resistencia de los bagres (Waters y Kwak,
2012).

Como expresan Ferrara y Irwin (2009), donde evaluaron la eficacia del
MS-222 en la especie (nombre comun) Atractosteus spatula, utilizando
alrededor de 36 peces con longitudes de 50 a 120 cm y un peso promedio de
1.5 a 8 kg; el protocolo estructurado fue con dosis de 80 mg/l, en agua con 25°
C y un pH de 7.2. Los tiempos registrados indican una pérdida del equilibrio de
4-6 min, narcosis profunda de 3-5 min, tiempos de manipulacion maximo de 10
min y recuperacion post anestesia 8-10 min; en el apartado de supervivencia se
registran supervivencias del 95% con inmersiones de <10 min como una

disminucién de la misma con un 75% en exposiciones >10 a min.

50



Este resultado se mantuvo consistentemente en las tres replicas por
cada dosis (1.5, 2.5 y 3.5 g/ml), sin observarse mortalidad temprana o tardia
asociada al uso del MS-222. Adicionalmente, no se detectaron dentro de las
primeras dos horas posteriores a la recuperacién, repuestas alimentarias
negativas, a las 12 horas post-exposicion, aceptando el alimento comercial sin
resistencia y no se observaron conductas andmalas como nado erratico,
letargo prolongado, o pérdida de equilibrio beyond el periodo de recuperacion
inicial. La robustez fisiologica observada en Pejelagarto (A. tropicus) incluso
ante las dosis elevadas de MS-222 (3.5 g/ml) tienen una posible atribucién a su
capacidad de respiracion aérea facultativa, que reduce el riesgo de hipoxia
durante la sedacidén, su metabolismo ectotérmico y bajo, que posiblemente
retrase la absorcion y metabolizacion del anestésico evitando picos téxicos y la
dilucion previa del MS-222 en solucién madre, que minimizo la acidificacién del
agua como la irritacién branquial. Estos hallazgos coinciden con lo reportado
por Ferrara e Irwin (2009) en Pez caiman (A. spatula), donde también se
obtuvo alta supervivencia (>95%) con MS-222, aunque en dosis menores (80-
100 mg/l). No obstante, contrastan con estudios en teledsteos mas sensibles
como salmoénidos o algunas especies de siluriformes en donde dosis similares
has inducido mortalidades significativas (Hajek et al., 2017; Collymore et al.,
2015).

Scarnecchia y Stewart (2020), indican que la benzocaina en dosis de
40 mg/l, temperatura del agua de 15° C y 24 h de ayuno previo en nombre
comun (Lepisosteus osseus) permiten tiempos de: 3-5 min en tiempos de
induccién, 4-6 min posteriormente a la induccion entrando a la fase de
analgesia; el tiempo de manipulacion se cronometro en 7 min ademas de tener

recuperaciones de 6-9 min.
De acuerdo con el estudio de (Sneddon, 2012), resalta una serie de

factores que llegan a influir de manera significativa en la eficacia de la

anestesia en procedimientos clinicos y de investigacion:
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Temperatura: es un factor fundamental que puede influir en los tiempos
de induccién de la anestesia, respuestas hormonales y recuperacion post -
anestesia, ademas que un aumento de temperatura ayuda a una mejor difusiéon
branquial del anestésico aumentando asi su efectividad, en caso contrario las
bajas temperaturas provocan una depuracion de la anestesia mas lenta lo cual

retarda los efectos de la misma (Holloway et al., 2004).

PH: afecta a la velocidad de induccion anestésica, recuperacion de los
organismos post anestesia y también a la toxicidad aguda en diferentes

condiciones (Harless y Harshbarger, 2015).

Oxigeno disuelto: Ayuda a reducir el estrés metabdlico, ademas de
aumentar la precision de las dosificaciones de anestesia, rangos bajos de OD
produce un aumento en la toxicidad de los anestésicos aumentando la
ventilacién branquial de los peces causando hipoxia, riego de depresion

respiratoria severa que lleva a mortalidad (Neiffer y Stamper, 2009).

Especie: La especie puede provocar modificaciones a los protocolos
previamente establecidos, debido diferencia entre ellas, desde: Tasa
metabdlica (en las que se pueden catalogar dos tipos: peces activos y peces
sedentarios), morfologia branquial y cutdnea e historia de estrés de la especie
(Weber et al., 2009).

Tamafo: la masa corporal es un factor critico que determina la
efectividad de la anestesia como alta sensibilidad en peces pequefios, asi
como ajustes con peces grandes que general una mayor tolerancia a la misma
(Bowser y Falls, 20015).

Edad: La edad de la especie es fundamental ya que afecta

significativamente la respuesta anestésica debido a cambios en el

metabolismo, desarrollo branquial y tolerancia al estrés (Zahl et al., 2012).
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Estado de salud: Determina la respuesta de los peces a agentes
farmacoldgicos, afectando en la seguridad como eficacia del procedimiento;
algunos factores que pueden modificar son: el aumento a la sensibilidad,
tiempos de recuperacion mas prolongados, aumento a la mortalidad post
anestesia, aumento a la absorcion anestésica y mayor riesgo de hipoxia

durante el procedimiento (Harms et al., 2005).

Tipo de anestésico: Este debe basarse en el balance, eficacia,
seguridad para el pez como el cumplimiento de las normativas obligatorias
(Stoskopf, 1993).

Propiedades quimicas: Las propiedades del anestésico son
determinadas por su estructura molecular de las mismas, asi como solubilidad
en agua, pH de ionizacion como liposolubilidad, estos rasgos influyen en la

eficacia, toxicidad y metabolismo (Gilderhus y Marking, 1987).

Dentro de este analisis se consideraron las cualidades biologicas de la
especie, la mas importante; la capacidad de la misma de poder absorber
oxigeno atmosférico gracias a adaptaciones de una vejiga natatoria
vascularizada (Miller et al., 2005). En este aspecto, no se encontraron trabajos
de investigacion que hablen sobre, sin embargo, en la investigacion realizada,
es un factor que influye directamente cuando se busca una narcosis profunda

de la especie.

Bajo la realizacion de este ensayo, la supervivencia no se vio afectada
por ningun factor o variable, obteniendo cero mortalidades en el experimento.
Por otro lado, en contraste con (Weber et al., 2009), la supervivencia reportada
es de 95%, (Bowker et al., 2016) reporta un 90% de supervivencia, sin
embargo (Hajeck et al., 2017) reporta supervivencias bajas del 65% vy

(Collymore et al., 2015) comunica un 60% de supervivencia.

Estas diferencias en tasas de sobrevivencia se derivan principalmente
a las cualidades biolégicas de las especies de estudio, tipo de farmaco,

protocolos de anestesia; por estas razones no existen protocolos universales
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para la analgesia de organismos de agua dulce o marina, obligando a modificar
las metodologias dependiendo de estas necesidades antes mencionadas, asi
como los antecedentes anestésicos por especie (si es que las hay); de esta se
puede simplificar en cuatro factores: factores intrinsecos (fisiologia de la
especie y edad), factores extrinsecos (calidad del agua y manejo) vy

propiedades quimicas del farmaco.

VIl. CONCLUSIONES

La dosis de anestesia de (3.5 g/ml) es la dosis eficiente para la especie;

permitiendo inducciones en promedio de 2 £ 1 min.

No existe correlacion significativa entre el peso de los ejemplares y el

tiempo final de anestesia.

La mejor dosis para manipular los ejemplares de pejelagartos (A.
tropicus) se registré 3.5 g/ml de MS 222, obteniendo tiempos promedios de 1.3

min de manejo.

La mejor dosis empleada para los tiempos de recuperacion fue de 1.5

g/ml con un tiempo de 2 min.
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Se obtuvo un 100% de supervivencia, ademas de no tener efectos
adversos post anestesia, los ejemplares mantuvieron buen apetito y nado

normal durante los 21 dias de recuperacion.

La razén por la cual se realizé este ensayo, es desarrollar protocolos
anestésicos para esta especie; debido a la poca informacion protocolos de
anestesia en comparacion con otros grupos de peces como salmones, tilapias
o carpas y especies utilizados de forma ornamental como los peces koi y
bettas; por otro lado, se tiene que destacar que las caracteristicas particulares
de los pejelagartos demandan requerimientos muy diferentes las especie antes

mencionadas.

El uso del MS-222 es una buena seleccidén de anestésico, gracias a sus
cortos tiempos de induccion, alta solubilidad, mayores tasas de supervivencia y
absorcion. La metodologia implementada es basada en literatura especializada
previamente aplicada en otras investigaciones; sin embargo, adaptada para la

especie.
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