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1.RESUMEN

El uso de anestésicos en peces es una practica comln y esencial,
pues en el manejo de éstos la resistencia que oponen, produce cambios en
su fisiologia y conducta. Dentro de la piscicultura esta préactica es
usada principalmente en el desove, transporte, pesaje y mareaje, como
también en la inyeccién de los peces.

En este estudio se probaron tres anestésicos, llamados MS-222@,
Benzocaina y BZ-20® en alevines vy smolt de S. salar (Salmén del
Atlantico), en dos dosis: una alta y una baja determinadas por el
fabricante y la literatura. Para esto se sumergieron para cada caso, en
duplicado, 25 peces en una batea que contenia el respectivo anestésico,
donde se mididé el tiempo de induccién y de recuperacidédn a un estado de
anestesia de narcosis profunda (categoria 2"). Ademés se realizdé una
segunda experiencia para determinar la tasa de sobrevivencia de los
peces a los anestésicos a un estado de anestesia quirtGrgica (categoria
3"). Solo con MS-222® fue posible lograr el estado de narcosis profunda
(categoria 2") en los estados de desarrollo de alevin y smolt de Salmdbdn
del Atléntico. Benzocaina actla a una concentracidén mas baja que el MS-
222®, debido a que su disolucidén previa en acetona o etanol, potencia la
accién del anestésico. En esta experiencia solo se obtuvo para
benzocaina el estado de anestesia deseado (categoria 2") a la dosis alta
(45 ppm) para alevin y smolt. A la dosis baja no se logrd el estado de
anestesia testeado. BZ-20® es un derivado de la Benzocaina dque posee la
ventaja de ser soluble en agua. Solo se obtuvo induccidén al estado de
anestesia de narcosis profunda (categoria 2") a la dosis alta (40 ppm)
para smolt, siendo el tiempo de induccién més alto en relacidén a los
obtenidos por los otros anestésicos. Al no lograr el estado de anestesia
deseado (categoria 2") con alevin, se probd el anestésico al doble de la
dosis méxima, o sea 80 ppm, con lo cual si se obtuvo el estado de
anestesia requerido.

En la prueba de medicién del tiempo de sobrevivencia, se indujo a
los peces a un estado de anestesia quirtrgica (categoria 3"). El unico
anestésico que produjo mortalidad en los smolt fue el MS-222® en un 24%.
Para el caso del BZ-20® se produjo mortalidad al ser probado al doble de
la dosis maxima (80ppm),en un 40% en alevin y un 24% en smolt.

Key words : Anestesia, salmonideos, productos.



2 .SUMMARY

The use of anaesthesics in fish is a common and essential practice.
The resistance that they oppose to handling produces physiological and
behavioural changes. Within aquaculture, this practice is mainly used in
spawning, transport, weighing and tagging, as well as in injection.

In this study, two different doses of three anaesthetics were
tested: MS-222®, Benzocaine and BZ-20® in fingerlings and smolts. A high
and a low dose of these anaesthetics were used, determined by the
manufacturer and by literature. In order to achieve this, 25 fish, in
duplicates, were dipped in a pool containing each of these products. The
induction and recovery times to and from a deep narcosis anaesthesia

(stage 2") were recorded. Besides, a second study was carried out in
order to determine the survival rate of the fish when subjected to a
surgical anaesthesia (stage 3") with these products.

In Atlantic salmon's fingerlings and smolts, a deep narcosis (stage
2) was only obtained when MS-222® was used. The effect of Benzocaine is
obtained at much lower dilutions than with MS-222®, because it's
predilution in acetone or ethanol enhances the anaesthetic action. 1In
this experiment the desired state of anaesthesia (stage 2), for
fingerlings and smolts, was only obtained with the high dose (45 ppm) was
used. With the low dose, this state was not achieved. The BzZ-20® is a
Benzocaine derivate, having the advantage of being water soluble. The
induction of a deep narcosis state of anaesthesia (stage 2) was only
obtained with the high dose (40 ppm) in smolts. This induction time was
longer than those obtained with the other products. Since the desired
state of anaesthesia (stage 2) was not achieved in fingerlings, twice the
dose of anaesthetic was tested (80 ppm). The state of anaesthesia was
obtained at this concentration.

In the test of survival time, the fish were induced to a surgical
anaesthesia state (stage 3). The product that produced mortality in
smolts, was MS-2220 with a 24% of mortality. With BZ-20®, mortality was
obtained when the product was tested at twice it's maximum dose (80ppm),
40% in fingerlings and 24% in smolt.

Key words: Anaesthesia, salmon, products.



3.INTRODUCCION

El manejo de peces ya sea dentro o fuera de su medio natural
conlleva grandes dificultades. Su caracteristica de 1lucha durante 1la
captura y manejo, generalmente produce grandes efectos sobre 1la
fisiologia y comportamiento del pez (Anonymus, 1993). El pez, asi como
los mamiferos, no pueden ser manejados en forma mecdnica sin causarles
dafio o estrés (Farland y Klontz, 1969).

Situaciones de estrés prolongado o severo pueden producir un
incremento en la susceptibilidad a enfermedades, disminucidén del
crecimiento y aumento en la mortalidad (Brown, 1993). Otro inconveniente
es que los peces no pueden ser removidos del medio acudtico por més de 1
a 2 min. Los farmacos anestésicos han permitido superar muchas de estas
dificultades (Farland y Klontz, 1969) gracias a sus caracteristicas
depresoras escalables del Sistema Nervioso Central (Goodman y Gilman's,
1990) .

En las pisciculturas, los anestésicos son comunmente utilizados
durante el desove, transporte, marcaje y pesaje de los peces (Anonymus,
1993). Actualmente han sido de gran ayuda los productos anestésicos para
posibilitar la aplicacién de antibidéticos inyectables (Enriquez', 1997,
comunicacidédn personal) .

El grado de anestesia requerido varia con el tipo de manejo que se

requiera realizar; asi para el transporte se requiere de una leve
sedacién, mientras que para el desove se prefiere de una anestesia
profunda (Leitritz vy Lewis, 1980). Anonymus (1993), menciona algunos

principios para la aplicacidén de cualquier tipo de anestésico:

1. Restringir la alimentacidén 12 a 24 hrs antes de ser
anestesiados los peces.

2. Utilizar la concentracidén mas baja posible del anestésico
para realizar el manejo deseado.

3. Mantener el pez anestesiado por el menor tiempo posible.

4. Mantener el agua del estanque de anestesia bien oxigenado y con una
temperatura similar a la temperatura del agua de la que provienen
los peces.

! Dr. Ricardo Enriquez.
Instituto de Patologia Animal, Universidad Austral de Chile



5. El estanque de recuperacidén no debe presentar corrientes de agua,
pero si debe ofrecer un abundante suministro de agua pura para
facilitar la eliminacidén del anestésico por parte del pez.

Se han utilizado diversos anestésicos, entre los cuales se
describen el 2-Phenoxyetanol, Propoxato, MS-222®, entre otros. Sin
embargo, numerosas investigaciones han demostrado que la mayoria de estos
anestésicos son téxicos para el pez, por lo cual solo se permite su uso
por un corto periodo de tiempo en anestesia general, lo cual a su vez
dificulta el manejo de los peces. Debido a esto, se han creado nuevas
preparaciones, menos toéxicas y més efectivas para el uso de anestesia
general en peces (Siwicki, 1984).

En lo referente a las vias de administracién Farland y Klontz
(1969) mencionan:

1. Bafios en solucidén anestésica: es lo méds usado y consiste en disolver
previamente el anestésico en el agua donde se colocard el pez. Tiene por
ventaja poder ser aplicado a una gran masa de peces.

2. Via intravascular: consiste en puncionar la confluencia de la arteria
aferente de las branquias con la aorta dorsal. El acceso a la confluencia
arterial se hace a través de la boca y requiere de la sujecidén del pez y
destreza del operador, por lo cual la induccidén de la anestesia por esta
via ofrece escasas ventajas.

3. Via intramuscular e intraperitoneal: se usa para depositar
barbitiricos en el musculo y cavidad abdominal respectivamente. No se usa
comtnmente, sbélo en circunstancias especiales.

4. Aplicacién local: se usa cuando se desea un efecto depresor sobre los
receptores de superficie, de escaso uso en peces.

La eleccidén de un anestésico para realizar un determinado manejo
con los peces estd determinado por diversos factores. El1 piscicultor
requiere de un producto que se dé a un gran nUmero de peces por un
periodo seguro de tiempo. El investigador por otro lado requiere que este
producto no altere dréasticamente la fisiologia del pez, que pueda ser
usado repetidamente sobre los mismos peces, sin producir efectos nocivos
y que permita controlar la anestesia facilmente (Farland y Klontz, 1969).

La eficacia de 1los anestésicos puede variar de acuerdo a las
caracteristicas quimicas y temperatura del agua, como también del tamafio
y especie del pez (Gilderhus y Marking, 1987).



En general, la o6ptima concentracidén del anestésico a usar se ha
determinado en base a pruebas de ensayo que relacionan las especies de
peces a ser anestesiados y la composicidén del agua (Farland y Klontz,
1969). Las concentraciones determinadas como efectivas debieran ser
usadas como una guia, la cual debe ser ajustada en base a las condiciones
del medio con las cuales se estd trabajando (Gilderhus y Marking, 1987).

Cuando los peces son colocados en una solucidén anestésica, ellos la
absorben a través de las branquias y en parte a través de la piel, 1lo
cual causa la anestesia general del pez (Siwicki, 1984). De esta manera
los peces pasan a través de una secuencia de estados anestésicos
descritos ampliamente como: Sedacidén, pérdida del equilibrio, pérdida de
la actividad refleja, colapso medular y muerte. Aunque en la practica
existen desviaciones, este patrdén puede servir como base para evaluar el
nivel de anestesia en algunos peces. El méds importante signo diagndstico
de que un pez estd anestesiado es el movimiento opercular, el cual va
disminuyendo en frecuencia al inducir la anestesia en el pez (Farland vy
Klontz, 1969).

Para determinar la profundidad de la anestesia se puede pinchar la
aleta anal con la ufia del dedo o con una pinza. Al estar el pez en
anestesia profunda no hay respuesta, en anestesia poco profunda el pez
mueve lentamente la aleta y en anestesia superficial el pez responde
moviendo fuertemente la aleta (Smith y Bell, 1967).

En general los peces con mala condicién de salud o enfermos,
requieren de una baja dosis de anestésico para alcanzar un determinado
plano de sedacién (Brown, 1993}.

El numero de peces que pueden ser anestesiados usando la misma
solucién varia con la especie, tamafio, concentracidn y tipo de anestésico
empleado. Es mejor reemplazar completamente la solucidén anestésica, que
ir adicionando pequefias cantidades del mismo producto (Farland y Klontz,
1969) .

Al existir un excesivo ntmero de peces en la solucibdn anestésica se
manifiesta por un incremento en el tiempo de induccidén y por la
incapacidad de poder obtener anestesia profunda (Smith y Bell, 1967).

De suma importancia es evitar la sobreexposicién a la droga, 1lo
cual se manifiesta por una sobreextensidén espasmdédica de los opérculos.
Al existir un intervalo entre espasmos de mads o menos 1 min, en pocos
minutos més le sigue el paro cardiaco y la muerte. La mayoria de los
peces puede ser revivido por dilucidén de la solucidén anestésica con agua
o colocéndolos en agua pura y oxigenada. El periodo de recuperacidén es
directamente proporcional a la duracidén de la exposicidédn (Farland vy
Klontz, 1969).



A continuacidén se describen los principales anestésicos utilizados
en la piscicultura nacional, como son el MS-222® (Tricaina
methanosulphonato), la Benzocaina (ethyl-4 -aminobenzoato) y un nuevo
producto comercial derivado de la benzocaina llamado BZ-20®.

3.1 MS-222® (Tricaina methanosulphonato)?

El MS-2220 es el anestésico méds ampliamente utilizado en
salmonicultura (Anonymus, 1993).

Son cristales blancos solubles en agua. Las dosis utilizadas para
transporte varian entre 25-35 ppm y para anestesia profunda de 50-100 ppm
(Farland vy Klontz, 1969). El1 periodo de induccidén para anestesia
profunda, requiere de 1-3 min aprox., siendo buena la mantencidén y la
recuperacién requiere de 3-15 min (Farland y Klontz, 1969).

Smith y Bell (1967) definen una dosis estédndar de 100 ppm. Esta es
igualmente efectiva en peces con un rango de peso entre 200 y 4.000 g.

Al ser el pez expuesto repetidamente a la solucidn anestésica, se
produce un ligero incremento en la tolerancia al producto. Esto se
manifiesta con un aumento en el tiempo de induccidén, lo cual se puede
corregir incrementando la concentracidén del anestésico- (Farland vy
Klontz, 1969).

Su toxicidad wvaria considerablemente dependiendo de la especie del
pez, tamafio, como también de la calidad y temperatura del agua (Stoskopf,
1993).

El anestésico parece ser méas efectivo a bajas temperaturas,
posiblemente porque el frio potencia su efecto anestésico (Smith y Bell,
1967) .

El bajo pH de la solucidédn provoca un efecto irritante en el pez vy
esto se puede reducir mediante la preparacién de una solucidédn buffer.
Muchas veces se utiliza como producto buffer el bicarbonato de sodio, el
cual estabiliza el pH entre 7-7,5. Se aplica a una concentracién de 10 g
por litro de soluciédn.

Farland vy Klontz (1969) describen una serie de consecuencias
fisioldgicas en el pez atribuidas al uso de MS-222®, tales como: hipoxia,
hiperglicemia, y cambios en los electrolitos sanguineos, cambios

hormonales, de colesterol, urea, de lactato y &cido ascérbico intrarenal.
Los niveles de lactato sanguineo tienden a aumentar con el anestésico,

2 Veterquimica, camino a Melipilla 5641, Stgo.



por lo que se cree que la droga posee caracteristicas asfixiantes en el
pez. Una posible respuesta a este problema seria la baja en la actividad
opercular, la que se produciria en forma secundaria. Por esto es muy
importante una buena aireacidén del agua al momento de la anestesia.

Los niveles de lactato sanguineo aumentan considerablemente en
peces que han sido alimentados dentro de 1las 24 horas previo a la
anestesia, debido al metabolismo basal del pez (Brown, 1993).

Debido a su répida tasa de degradacidén, se debiera preparar la
solucidén al momento de su uso. Otra precaucidén a tomar dice relacidn con
el manejo de los peces reproductores, ya que se debe evitar que el
anestésico tome contacto con los espermios por causar problemas en la
motilidad espermdtica (Anonymus, 1993).

El margen entre la dosis efectiva y la téxica tiende a ser
estrecha; asi 60 ppm son efectivos para trucha arco iris (0. wykiss)
juveniles, pero 80 ppm producen 80% de mortalidad en los peces después de
15 min de exposicidén al producto (Gilderhus, 1989).

Solo el MS-222® estd registrado para ser usado como anestésico de
peces en U.S.A.. Los peces expuestos deben tener un periodo de resguardo
de 21 dias antes de ir a consumo (Gilderhus y Marking, 1987).

3.2. BENZOCAINA. (ethyl-4-aminobenzoato)’

Es insoluble en agua por lo cual debe ser previamente disuelta en
acetona o etanol, los cuales por si solos son irritantes para el pez
(Brown, 1993). Se puede preparar una solucidén stock (generalmente de 100
g/lt) la cual debe ser guardada en una botella oscura para evitar que se
degrade el producto. De esta forma se puede mantener por lo menos un afio
(Gilderhus y Marking, 1987).

Posee un amplio margen de seguridad. Es muy segura a su exposicidn
dentro de los primeros 5 minutos, pero pasados los 15 minutos puede
llegar a ser letal para los peces. También es importante recordar que la
Benzocaina es hidrolizada a &cido para-aminobenzoico, por lo que se debe

tener especial cuidado con los peces tratados con sulfonamidas (Brown,
1993).

La dosis recomendada varia entre 25-45 ppm. Es relativamente
inofensiva para el hombre y efectiva en especies dulceacuicolas, marinas
y tropicales (Kidd y Banks, 1990).

3 Veterquimica, camino a Melipilla 5641, Stgo.



La Benzocaina en solucidén es neutra y causa una menor reaccidn
estresante que el MS-222®.

No se ha demostrado que provoque alteraciones en la capacidad
reproductiva de los peces (Anonymus, 1993).

El tamafio de los peces estd posiblemente correlacionado con la
concentracién efectiva, ya que por ejemplo: trucha arcoiris més pequefias
usualmente requieren méds baja concentracién y peces més grandes una
mayor. Ademds existe una relacidén entre eficacia y temperatura del agua,
debido a que a menor temperatura se requiere de una mayor concentracidn
(Brown, 1993).

3.3. BZ-20® (etil- p- aminobenzoato)?

Con respecto al BZ-20® (etil-p-aminobenzoato), es un nuevo producto
anestésico y tranquilizante para la inmovilizacién temporal de peces, que
se expende a una concentracién de 20 g de etil-aminobenzoato por 100 ml
de producto.

Se caracteriza por ser una solucidén de Benzocaina facil y cdémoda de
aplicar, soluble en agua. Dependiendo de la concentracidén y del tiempo de
exposicidén, BZ-20® tiene una accidn sedativa o anestésica en los peces.

Residuos de la droga pueden permanecer en los tejidos de los peces,
sin embargo estos se disipan rapidamente cuando el pez se ubica en agua
fresca. Pese a ello se recomienda no emplear el anestésico por lo menos
21 dias antes de la cosecha de los peces que van a consumo (Valdebenito,
5. 1995, comunicacién personal?).

En este trabajo se compara el efecto anestésico de estos tres
productos en su presentacidén comercial: MS-222®, Benzocaina y BZ-20® en
las etapas de desarrollo de alevin y smolt de S. salar. Ademéds se
determina el tiempo de sobrevivencia a estos anestésicos.

En este trabajo se postula que estos anestésicos producen una
anestesia segura en smolt y alevin a las dosis recomendadas por 1los
fabricantes y la literatura.

3

¢ Samuel Valdebenito. Ingeniero Quimico. Veterquimica Ltda.



4 .MATERIAL Y METODO

4.1 MATERIAL

Se utilizaron peces de la especie Salmo salar (Salmdén del
Atlantico), constituidos por trescientos alevines con un peso promedio de
5 -6 g, y trescientos smolt con un peso de 30 - 32 g.

Se usaron los productos anestésicos MS-222®, BENZOCAINA y BZ-20® en
su presentacién comercial.

Adicionalmente se utilizéd:
- Bateas pléasticas de 50 It.
- Crondmetro.
- Agua dulce para los alevines y smolt.
- Kit de determinacién de oxigeno, pH, nitritos, nitratos,
amoniaco y amonio en el agua.

4.2 METODO
4.2.1 Condiciones de las experiencias

Los experimentos se realizaron en condiciones de cultivo de una
piscicultura. Los alevines fueron directamente extraidos de los estanques
de cultivo.

Las condiciones del agua medidas de los alevines fueron:

pH : 6.7

Oxigeno : en la entrada 100%
en la salida 76%
Nitritos : O mg/lt.
Nitratos : 4.4 mg/lt.
Nitrogeno-Amonio : amoniaco : 0.0366 mg/lt.
amonio : 0.0387 mg/lt.

Los smoit wutilizados en la experiencia fueron obtenidos desde
balsas-jaula ubicadas en un lago.

Las condiciones del agua de los smolt se describen a continuacidn:
T° : 19.5° C
pH : 7.2
Oxigeno : 84%
Nitrito : O mg/lt.
Nitrato : 2.2 mg/lt.



amoniaco
amonio

Nitrégeno-Amonio 0.183 mg/lt.

0.1935 mg/1lt.

4.2.2 Proceso da anestesia

anestesia
el

En
mencionados
(categoria

(1993) .

se
estado de
estados de

el proceso de
considerando
2") segun los

CATEGORIA ESTADO

@) Normal

1! Leve sedacidn

Sedacién profunda

2" Leve narcosis

Narcosis profunda

3" Leve anestesia

3! Anestesia quirurgica

evaluaron
anestesia
anestesia

10

los productos antes
de narcosis profunda
propuestos por Brown

RESPUESTA

Nada activamente.
Reacciona estimulos
externos.
Equilibrio normal.
muscular normal.

Tono

Continta nadando
voluntariamente.
Ligera pérdida de
respuesta a estimulos
externos.

Se detiene la nataciédn
voluntaria. Total pérdida
de respuesta a estimulos.

Pérdida del equilibrio.
Esfuerzo para enderezarse.
Tono muscular disminuido.
Respuesta débil a cambios
de posiciédn.

Cesa 1la
cambios
Decrese

respuesta a

de posiciédn.

tasa respiratoria.
Pérdida total del
equilibrio, dificultad
para enderezarse. Apto
para toma de muestras.

Pérdida total del tono
muscular. Maniobrable.
Baja tasa respiratoria.

Ausencia de respuesta a
estimulos.

Tasa respiratoria muy
baja.

Baja tasa circulatoria.
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4 Colapso medular Pérdida total de
movimiento de las
branquias, seguido en
pocos minutos de paro
cardiaco.

4.2.3 Dosis utilizadas

Cada producto fue probado en dos dosis, una baja (A) y una alta (B)
recomendadas por la literatura y el fabricante, siendo el BZ-20® probado
adiciondlmente a una dosis C, la cual resulta ser el doble de la dosis
maxima.

MS-222® concentracién A : 50 ppm.
concentracién B : 100 ppm.
Benzocaina concentracién A : 25 ppm.
concentracién B : 45 ppm.

Para la obtencidén de esta concentraciédn, fue necesario diluir 100 g
de benzocaina en 1 1t de alcohol al 95% (sol. stock).

BZ-20® concentracién A : 25 ppm.
concentracién B : 40 ppm.
concentracién C : 80 ppm.

En el ensayo se anestesiaron tanto alevines como smolt con MS-222®,
Benzocaina vy BZ-20®, considerando para cada caso una réplica del
experimento.

4.2.4 Procedimiento de anestesia

Para cada producto se realizdé el siguiente procedimiento de
anestesia:

Se sumergieron 25 alevines en una batea que contenia en cada caso
el producto anestésico a la dosis A, y se tombd el tiempo que demoraron
los peces en llegar al estado de narcosis profunda (cartegoria 2''), esto
se midié como Tiempo de Induccién.

Luego de anestesiados los peces, se mantuvieron fuera del agua por
un periodo de 10 seg, tiempo que en la practica es adecuado para realizar
cualquier maniobra.

Pasados los 10 seg se sumergieron los peces en una batea que
contenia agua sin anestésico.
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En igual forma se tomdé el tiempo que demoraron los peces en
recuperarse de la anestesia (categoria 0). Este se medidé como Tiempo de
Recuperacién.

Se repitid la experiencia con otros 25 alevines en cada caso con la
dosis B para MS-222® y Benzocaina, y a la dosis C para BZ-20®.

En otro experimento se indujo anestesia a otros 25 smolt, tanto a
la dosis A de los distintos productos, como a la dosis B para MS-222®@ y
Benzocaina, y C para BZ-20®. Obteniendo de igual forma el tiempo de
induccidén y de recuperacidén a la anestesia.

La determinacidén del Tienpo de Sobrevivencia a los tres anestésicos
se realizd segln el siguiente procedimiento: se sumergieron 25 alevines a
la dosis alta de cada anestésico. Esta dosis fue para el MS-222® de 100
ppm, para la Benzocaina de 45 ppm y para el BZ-20® de 40 ppm; siendo este
ultimo probado adicionalmente con una dosis de 80 ppm. Se midid el tiempo
de induccidén a un estado de anestesia quirtrgica (categoria 3"), donde la
tasa respiratoria es ya muy baja, con pérdida total de respuesta a
estimulos externos.

Alcanzado este estado de anestesia fueron transpasados a agua
fresca sin anestésico. De igual forma se mididé el tiempo de recuperacidn,
o en caso contrario se determindé la mortalidad que se produjo para cada
producto utilizado.

Luego se repitidé la experiencia de igual forma con otros 25 smolt
para cada producto.

No se utilizdé método estadistico debido al caracter descriptivo de
este estudio. Es de considerar la escasa variacidén que se obtuvo de los
tiempos de induccidén y de recuperacidén entre los distintos individuos de
cada grupo y la imposibilidad que existe para medir a los distintos
individuos del grupo en forma separada.
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5.RESULTADOS

Los resultados obtenidos con los anestésicos MS-222®, Benzocaina y
BZ-20® al inducir el estado de anestesia de narcosis profunda (categoria
2") en los distintos grupos experimentales, utilizando dosis baja y alta
con sus respectivas réplicas, se presentan en las siguientes tablas.

5.1 MS-222®

Para el MS-222® la tabla 1 muestra los tiempos de induccidén y de
recuperacién de los alevines y smolt de Salmén del Atlantico usando dos
dosis.

Tabla 1: Tiempo de induccién y de recuperacién a la anestesia
usando MS-222® en dosis de 50 ppm y 100 ppm en alevin y smolt de Salmén
del Atlantico (S. salar).

Alevin Smolt

Dosis rl r2 P rl r2 P
Dosis baja T.I: 2.0 T.I: 2.6 T.I: 2.3 T.I: 1.0 T.I: 1.0 T.I: 1
50ppm. T.R: 0.8 T.R: 0.8 T.R: 0.8 T.R: 0.5 T.R: 0.6 T.R: O
Dosis alta T.I: 1.5 T.I: 1.4 T.I: 1.4 T.I: 1.2 T.I: 1.3 T.I: 1
100 ppm. T.R: 1.2 T.R: 1.2 T.R: 1.2 T.R: 0.3 T.R: 0.4 T.R: 0
T.I: Tiempo de induccidn. rl : resultado 1.
T.R: Tiempo de recuperaciédn. r2 : réplica.
Unidad de medida: minutos. P : promedio.

MS-222® indujo el estado de anestesia de narcosis profunda
(categoria 2") en ambas dosis testeadas tanto en alevin como en smolt,
siendo el tiempo de induccidén para alevin de 2.3 y 1.5 min y para smolt
de 1 y 1.3 min a las dosis de 50 y 100 ppm, respectivamente.

5.2 Benzocaina:

Al usar Benzocaina, no se produjo el estado de anestesia de
narcosis profunda esperada (categoria 2") a la dosis de 25 ppm en
ninguno de los estados de desarrollo de los peces (alevin y smolt). En
la tabla 2 se muestra el tiempo de induccidén y de recuperaciédn a la
dosis de 45 ppm.
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Tiempo de induccién y de recuperacién a la anestesia

Tabla 2:
en dosis de 45 ppm en alevin y smolt de Salmén del

usando Benzocaina,
Atlantico (S. salar).

Alevin Smolt
Dosis rl r2 P rl r2 P
Dosis alta T.I:2.5 1.1:2.2 T.I:2.4 T.I:1.5 T.Itl.1 T.I:1.3
45 ppm. T.R:1.5 T.R:1.5 T.R:1.5 T.R:1.2 T.R:1.0 T.Rrl.l
T.I: Tiempo de induccidn. rl : resultado 1.
T.R: Tiempo de recuperacidn. r2 : réplica.
P : promedio.

Unidad de medida: minutos.

5.3 BZ-20®

Para el BZ-20® no se obtuvo el estado de narcosis profunda
(categoria 2") al utilizar las dosis de 25 y 40 ppm para alevin, como

tampoco al usar la dosis de 25 ppm para smolt.
La tabla 3 indica el tiempo de induccidén y de recuperacidn al usar

BZ-20® a la dosis de 40 ppm en smolt de Salmén del Atléntico.

Tabla 3: Tiempo de induccién y de recuperacién a la anestesia
usando BZ-20® en dosis de 40 ppm en smolt de Salmén del Atlantico (S.

salar) .

Smolt
Dosis rl r2 P
Dosis alta 40|T. 1:3.0 T.I:3.2 T. 1:3.1
ppm. T.R:0.7 T.R:0.8 T.R: 0.8
T.I: Tiempo de induccién. rl : resultado 1.
T.R: Tiempo de recuperaciédn. r2 : réplica.

P : promedio.

Unidad de medida: minutos.

La tabla siguiente indica el tiempo de induccidén y de
recuperacidén para BZ-20® a la dosis de 80 ppm para alevin de S.

salar.
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Tabla 4: Tienpo de induccién y de recuperacién a la anestesia
usando BZ-20® en dosis de 80 ppm en alevin de Salmén del Atlantico (S.

salar).

Alevin
Dosis rl r2 P
Dosis doble 80(T.I:1.2 T.I:1.3 T.I:1.3
ppm. T.R:0.9 T.R:0.9 T.R:0.9
T.I: Tiempo de induccién. rl resultado 1.
T.R: Tiempo de recuperaciédn. r2 réplica.
Unidad de medida: minutos. P promedio.

El tiempo de sobrevivencia a los anestésicos se determind a través
del tiempo de induccidédn y de recuperacidn a un estado de anestesia
quirtrgica (categoria 3"), utilizando para esto la dosis alta de MS-222®
(100 ppm), Benzocaina (45 ppm) y BZ-20® (80 ppm), ademés de la
mortalidad de peces que produjo cada anestésico testeado, lo cual se
presenta en la siguiente tabla:

Tabla 5: Tiempo de induccién, de recuperacién a un estado de
anestesia quirurgica (categoria 3") y mortalidad, usando MS-222@,
Benzocaina y BZ-20® en alevin y smolt de Salmén del Atléantico (S.

salar).

Dosis alevin smolt
MS-222 T.I:4.8 T.I:4.0
100 ppm. T.R:3.5 T.R:4.5
Mort:0/25% Mort:6/25%*
Benzocaina T.I: 7.5 T.I: 5.0
45 ppm T.R:4.0 T.R:3.2
Mort: 0/25% Mort:0/25%*
BZ-20 T.I:3.3 T.I:2.5
80 ppm T.R:6.0 T.R:5.0
Mort:10/25% Mort:6/25%*

T.I:Tiempo de induccidn
T.R:Tiempo de recuperacidn
MortjMortalidad.
*:peces muertos / total de peces anestesiados
Unidad de medida:minutos

De la tabla N°

mortalidad en los smolt de Salmdén del Atléantico.

mortalidad tanto en alevines
doble de la dosis méaxima

(40%)
(80 ppm)

como en smolt
recomendada por el laboratorio.

5 se destaca que MS-222 produjo un 24% de

BZ-20® indujo

(24%)

al ser probado al
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6 .DISCUSION

Este trabajo fue disefiado pensando en obtener mayor informacidén del
uso de anestésicos en peces para aminorar los efectos adversos de un
nuevo manejo que ha debido incorporar la salmonicultura nacional. Ha sido
necesario utilizar adecuadamente la via inyectable para el control de
ciertas enfermedades de gran impacto en el sistema productivo, ya que
posibilita el uso de antibidéticos y vacunas inyectables. Esta préactica
que involucra el uso correcto de anestésicos, se ha difundido en Europa
con la vacunacidén para la furunculosis, ya que la via parenteral resulta
en mayores tasas de proteccidén de los peces respecto de los bafios (Ellis,
1988) . Ademéds, este tipo de aplicacidén permite usar la dosis Jjusta para
cada pez y evitar pérdidas innecesarias del producto, a su vez se debe
considerar que la via de aplicacidén a través del alimento y de los bafos
producen una contaminacidén del medio acudtico, resultando cepas cada vez
mas resistentes a los antibidéticos, debiendo utilizarse dosis cada vez
mads altas (Caro y col., 1994).

En este trabajo se probaron dos anestésicos ya conocidos en el
mercado, como son el MS-222® y la Benzocaina, y uno nuevo llamado BZ-20®,
utilizando en cada caso dos dosis, una alta y una baja, definida por la
literatura y el fabricante.

La literatura describe escasamente el estado de anestesia logrado
por los diversos investigadores al wutilizar distintos anestésicos. La
mayoria de los autores se remiten solamente a informar que a una
determinada dosis se obtuvo o no anestesia, existiendo por lo tanto un
vacio en lo referente al grado de anestesia logrado. Considerando esto
ultimo, no siempre fue posible comparar los resultados obtenidos por este
trabajo.

Cabe destacar que el estado de narcosis profunda (categoria 2"), es
un estado bastante avanzado de anestesia por lo cual no se deben obviar
los estados de anestesia que preceden a esta, comtnmente utilizadas en la
préactica diaria.

De los resultados obtenidos con los anestésicos en la obtencién de
un estado de narcosis profunda (categoria 2"), se puede observar en la
tabla 1 que sbélo con el MS-222® fue posible lograr este nivel de
anestesia, para los estados de desarrollo de alevin y smolt de S. salar.

Podemos resaltar que las dosis utilizadas por el MS-222® de 50 y
100 ppm (tabla 1) son casi el doble de las utilizadas para la Benzocaina
(tabla 2) de 25 y 45ppm y para BZ-20® (tabla 3) de 25 y 40 ppm,
respectivamente.
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Se debe considerar, que las condiciones del agua tales como T°, pH
y dureza y tamafio del pez influyen en el grado de anestesia obtenido, vy
también en el tiempo de induccidén y de recuperacidn a ésta (Stoskopf,
1993).

A pesar que todos estos factores influyen en forma conjunta en el
grado de anestesia obtenido, ©para efectos de este estudio serén
analizados en forma separada. Los resultados obtenidos por Smith y Bell
(1967) vy Sylvester y Holland (1982) han sido bastante encontrados en
cuanto a como influye la temperatura del agua con el tiempo de induccidn
de MS-222®. La temperatura del agua en esta experiencia fue de 13°C para
alevin y de 19.5°C para smolt, obteniéndose como lo indica la tabla 1, un

tiempo de induccidén menor para smolt, los cuales se encontraban a mayor
temperatura.

Smith y Bell (1967) sefialan que el anestésico MS-222®, parece ser
mads efectivo a bajas temperaturas, posiblemente porque el frio potencia
su efecto. Por el contrario, estudios realizados por Sylvester y Holland
(1982) sefialan que incrementos en la temperatura del agua aumentan la
eficacia del anestésico, acortando los tiempos de induccidén a ésta. En el
ensayo realizado por Sylvester vy Holland (1982), al incrementar la
temperatura de 12°C a 17°C, se redujo el tiempo de induccién de 4.5 a 2.3
min. Stoskopf (1993) sefiala que el anestésico es méds tdéxico en aguas de
mayor temperatura.

Sylvester y Holland (1982) hacen referencia al pH del agua como
otro factor que influye en el tiempo de induccién a la anestesia. En
nuestro caso como se indica en material y método, el pH para alevin fue
de 6,7 y de 7,2 para smolt, presentédndose como lo sefiala la tabla 1, un
tiempo de induccidén menor para smolt, no considerando la influencia que
puede tener el estado de desarrollo de los peces.

Wedemeyer (1970) sefiala que el MS-222® a pH 7 actla en su forma
base de ethyl m-aminobenzoato presentando esta forma su Sptima
eficiencia. En la experiencia realizada por Sylvester y Holland (1982) el
tiempo de induccidén se redujo, bajo pH 5 y sobre pH 7.

En cuanto a la dureza del agua, el mismo autor describe una mejor
tolerancia al anestésico en aguas duras que en aguas blandas. Ademés pudo
concluir que el MS-222® causa un incremento en la actividad cardio-
ventilatoria en forma independiente de la temperatura del agua, y este
incremento en la actividad es acompafiada por un aumento significativo en
la permeabilidad de iones a nivel de branquias. Stoskopf (1993) sefiala
que el anestésico es mas tdéxico en aguas blandas que en aguas duras.

Dentro de las especies, hay una directa relacidén entre la dosis de
la droga y tamafio del pez (Houston y Woods, 1972; Huish, 1972). Esta
observacidén sugiere que las tasas metabdlicas son de alguna forma
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iguales, sin embargo existe una relacidén inversa entre tasa metabdlica y
peso corporal.

El MS-222® es liposoluble, por lo cual la duracién de la anestesia
se puede alargar al inducir anestesia en peces adultos o en hembras
maduras (Ross y Geddes, 1979).

Los resultados obtenidos en este trabajo para el tiempo de
induccién en los alevines (tabla 1), son muy similares a los obtenidos
por Farland y Klontz (1969); no asi con los resultados obtenidos de los
tiempos de recuperacidén. Estos autores obtuvieron un tiempo de inducciédn
de 1 min para 100 ppm y de 3 min para 50 ppm y un tiempo de recuperacidn
de 3 min para 50 ppm y de 15 min para 100 ppm, ademds sefialan haber
obtenido una buena mantencién de la anestesia. Cabe destacar que no se
especifica el grado de anestesia obtenido en cada caso.

Brown (1988) describe una concentracidén de 20 a 50 ppm para
anestesia superficial y de 50 a 100 ppm para anestesia profunda,
obteniéndose en este Gltimo caso un periodo de induccién dentro de los 3
min y un periodo de recuperacidén de 10-15 min, concordando nuevamente con
los tiempos de induccién obtenidos en nuestra experiencia para alevines.

Anonymus (1993) describe una dosis oéptima para MS-222® entre 10-40
ppm, lo cual coincide con este estudio, porque al probar el anestésico a
una concentracién similar, de 50 ppm, también se obtuvo una anestesia
efectiva.

Gilderhus y Marking (1987) describen una experiencia realizada en
aguas blandas a 12 °C, para un estado de anestesia con pérdida del
equilibrio (categoria 2"), en alevines y adultos a una concentracidén de
60 ppm. Estos autores obtuvieron un tiempo de induccidén de 3 min y 2.4
min en los distintos tipos de peces, respectivamente. Para un estado de
anestesia més profundo, donde el pez es maniobrable (categoria 3'),
obtuvieron un tiempo de induccidén a la anestesia de 1.7 min en alevines y
1.3 min en adultos.

Es de considerar que la dosis efectiva para Benzocaina es a una
concentracién mas baja que para MS-222® y los costos son solo alrededor
del 30% del MS-222® por cada 100 litros de solucidédn (Gilderhus y Marking,
1987) .

La Benzocaina actia a menor dosis, debido a gque necesita ser
disuelta previamente en acetona o etanol. Estos actlan como depresores
del sistema nervioso central, lo cual potencia la accidén del anestésico
(Gilderhus, 1989).

En este trabajo solo se obtuvo el estado de anestesia deseado para
Benzocaina utilizando la dosis alta del anestésico (45 ppm) para alevin
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y smolt. A la dosis baja (25 ppm), no se logrd el estado de anestesia
deseado.

En cuanto a la Benzocaina, Stoskopf (1993), sefiala que se requiere
mayor dosis de la droga a mayor temperatura del agua. Esto se explica
porque a mayor temperatura, el pez es capaz de metabolizar més
rdpidamente la droga. Sin embargo, el mismo autor describe que la droga
se hace mds tdéxica a mayor temperatura del agua, donde a su vez se reduce
la solubilidad, produciéndose un precipitado blanco en la superficie del
agua. En cuanto a la solubilidad del producto de igual forma opina Brown
(1988), sefialando que a temperatura mas alta del agua se reduce la
solubilidad de la Benzocaina, formadndose un precipitado blanco en 1la
superficie.

Variaciones en la dureza y pH del agua no producen un efecto
considerable en la solubilidad de la Benzocaina (Alien, 1994).

Brown (1993) concluye en su trabajo que la concentracidén efectiva
de Benzocaina estd posiblemente correlacionado con el tamafio de los peces
ya que por ejemplo: truchas arcoiris (0. mykiss) mas pequeflas normalmente
requieren de una concentracidén mads baja y peces mds grandes una mayor
concentracidén, haciéndose esto evidente en los distintos tiempos de
induccién. Contrariamente a 1lo mencionado anteriormente, este autor
seflala que a menor temperatura se requiere de una mayor concentracién del
producto. Esto UGltimo coincide con nuestro trabajo como se puede
evidenciar en la tabla 2, la cual sefiala un tiempo de induccidén mayor
para alevines que para smolt, los cuales se encontraban a 13°C y a 19.5°C
los smolt.

Alien (1994) obtuvo para el caso de trucha arcoiris un tiempo de
induccién de 3.3 min y un tiempo de recuperacidén de 6.24 min a una
concentracién de 25 ppm a 12°C. A 17°C obtuvo un tiempo de induccidén de
2.33 min y un tiempo de recuperacidén de 4.56 min. Estos resultados son
dificilmente comparables, vya que no se 1indica el grado de anestesia
logrado.

Cilderhus y Marking (1987) obtuvieron a una concentracién de 35 ppm
un grado de anestesia con pérdida del equilibrio (categoria 2") en un
tiempo de induccién de 2.8 min en alevines y de 1.6 min en adultos. Esto
es similar a lo obtenido por este estudio a la dosis de 45 ppm.

Para un estado de anestesia donde el pez es maniobrable (categoria
3'), obtuvieron un tiempo de induccién de 3 min para alevines y de 2.2
min para adultos.

Brown (1988) indica en su estudio que es posible obtener en la
mayoria de los casos anestesia profunda, a una dosis de 30 a 50 ppm, 1lo
cual coincide con nuestro trabajo, porque como lo indica la tabla 2, fue
posible obtener anestesia profunda a la dosis de 45 ppm.
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La dosis de Benzocaina recomendada como efectiva en especies
marinas es de 25-45 ppm (Anonymus, 1993).

El BZ-20® es un derivado de la Benzocaina que posee la ventaja de
ser soluble en agua. Pese a utilizar en este trabajo para BZ-20® dosis
similares a la Benzocaina y al MS-222®, fue dificil obtener con el BZ-
20® el estado de anestesia deseado. Con este anestésico solo se obtuvo
resultado a la dosis alta para smolt (tabla 3), siendo el tiempo de

induccién mayor en relacién a los obtenidos a la dosis alta de otros
anestésicos.

Las dosis utilizadas con BZ-20® para alevin (tabl 3), no logran el
estado de anestesia deseado, por lo cual se probd el producto a 80 ppm
que es el doble de la dosis méxima tabla 4). Con esta dosis si se obtuvo
el estado de anestesia esperado.

Como estos son los primeros resultados del uso de BZ-20®, se
dificulta su comparacidédn con la de otros estudios.

Como se menciondé anteriormente, el BZ-20® no produce el mismo
efecto sobre el sistema nervioso central, al no necesitar ser disuelto en
acetona o etanol como es el caso de la Benzocaina, que se potencia en su

accidén anestésica, esto explicaria la necesidad de emplear mayores dosis
del producto.

Experiencias realizadas por el laboratorio Veterquimica con BZ-20®
a una concentracién de 25 ppm, se presenta un tiempo de induccién de 2.50
- 3.07 min y un tiempo de recuperacidén de 3-6 min. Para 40 ppm obtuvieron
un tiempo de induccidén de 2.40 - 3.40 min y un tiempo de recuperacidn de
6 - 7.50 min.

En la medicién del Tiempo de Sobrevivencia a los anestésicos, se

indujo a los peces a un estado de anestesia quirturgica (categoria 3"). Es
de considerar que facilmente se puede pasar del estado de anestesia
quirurgica (categoria 3"), a un estado de colapso medular (categoria 4)

donde se produce paro cardiaco y muerte.

En la prueba de medicién del tiempo de sobrevivencia a los
anestésicos realizada en esta experiencia, el Unico anestésico que
produjo mortalidad en los smolt fue el MS-222®. Para el caso del BZ-20®
se produjo mortalidad al ser utilizada al doble de la dosis maxima (80
ppm) recomendada por el laboratorio.

Gilderhus (1990) seflala gue un pequefio incremento en la
concentracién o en el tiempo de exposiciédn a la Benzocaina, causa un
incremento considerable en el tiempo de recuperacién o incluso puede

llegar a ser letal en los peces, probablemente por el efecto del etanol o
de la acetona.
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Este autor comprobd en su experiencia que concentraciones de 25-30
ppm de Benzocaina, anestesian en menos de 3.5 min a S. del Atléntico y se
recuperan de la anestesia en 10 min. En su experiencia, los S. del
Atlantico toleraron 30 ppm por aproximadamente 20 min, pero 25 min de
exposicidén fueron letales. En otro estudio sobre 15 min de exposicidén al
anestésico a una concentracién de 40 ppm fueron letales para el S. del
Atlantico (Gilderhus, 1990). El1 mismo autor obtuvo el afio 1989 para
Benzocaina una concentracién letal con 50 ppm, a una temperatura del agua
de 12°C con un tiempo de induccién de 20 min y para temperatura del agua
de 17°C, una concentracién letal de 35 ppm con un tiempo de induccién de
20 min. Referente a lo expuesto anteriormente, se puede observar en los
resultados obtenidos en esta experiencia que Benzocaina no produjo
mortalidad en los peces a la dosis de 45 ppm, a diferencia de los 50 ppm
utilizados por Gilderhus (1989) a un tiempo de exposicidn més bajo. Al
continuar manteniendo los peces en el medio con el anestésico por méas
tiempo, el efecto del anestésico empezd a revertir, presentdndose signos
de recuperacidén al anestésico.

No se produjo mayor mortalidad al inducir al estado de anestesia
quirurgica (categoria 3"), a pesar de haber llegado a un estado bastante
avanzado de anestesia. Como seflalan Farland y Klontz (1969), la mayoria
de los peces puede ser revivido por dilucidén de la solucidn anestésica
con agua o colocéndolos en agua pura y con altos niveles de oxigeno
disuelto.

Para obtener un estado de anestesia quirturgica (categoria 3"), se
sometidé a los peces a un mayor tiempo de exposicidédn a los anestésicos,
con lo cual se pudo observar un incremento considerable del tiempo de
recuperacién a la anestesia al calcular la diferencia en porcentaje que
se produce entre el tiempo de recuperacidédn a la dosis de narcosis
profunda respecto de la dosis de anestesia quirurgica, siendo para MS-
222® en alevines un 192% superior y para smolt un 1.025%. Para Benzocaina
fue un 150% y 191% para alevin y smolt, respectivamente y para BZ-20® un
566% de incremento en alevin.

Farland y Klontz (1969) sefialan que el periodo de recuperacidén es
directamente proporcional a la duracidédn de la exposicidédn. Lo anterior
coincide con nuestra experiencia al comparar los resultados obtenidos en
la obtencién de narcosis profunda (categoria 2") y de anestesia
quirtrgica (categoria 3"). Los porcentajes de aumento del tiempo de
recuperacién en relacidn a los porcentajes de aumento de los tiempos de
induccidén, fueron muy similares para MS-222® en alevines y para
Benzocaina en alevin y smolt. Para MS-222® se obtuvo un aumento del
tiempo de induccidén de 220% y del tiempo de recuperacidén de 192%. Para
Benzocaina se obtuvo en alevines un aumento del tiempo de induccidédn de
212% y del tiempo de recuperacidén de 150%, mientras que para smolt se
obtuvo un aumento en el tiempo de induccidén de 284% y del tiempo de
recuperacién de 191%.
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7. CONCLUSIONES

- Solo con MS-222® se pudo obtener con las dos dosis probadas el estado
de anestesia de narcosis profunda (categoria 2")tanto para alevin como
para smolt de Salmén del Atléantico.

- MS-222® indujo més rapidamente al estado de anestesia deseado
(categoria 2") para alevin y smolt, con la dosis alta del producto en
relacidén a Benzocaina y BZ-20®.

- El1 tiempo de induccidén de MS-222® fue menor para smolt que para alevin,
tanto a la dosis baja como alta del producto.

- Los tiempos de induccién a la anestesia obtenidos a las dosis bajas de
los productos son dificilmente comparables ya que varios productos no
indujeron el estado de anestesia requerido.

- Solo se obtuvo el estado de anestesia deseado para Benzocaina
utilizando la dosis alta del anestésico (45 ppm) para alevin y smolt.

- El1 tiempo de induccidén de Benzocaina fue mayor para alevines que para
smolt.

- El1 producto BZ-20® es mas seguro que la Benzocaina, ya que elimina el
efecto potenciador de la acetona o el etanol.

- Con BZ-20® solo indujo el estado de anestesia de narcosis profunda
(categoria 2") a la dosis alta (40 ppm) para smolt.

- MS-222® fue el uUnico producto que produjo mortalidad en los smolt en la
prueba de sobrevivencia a los anestésicos a la dosis de 100 ppm.

- Los productos son bastante seguros, considerando que al inducir el
estado de anestesia quiruUrgica (categoria 3") se utilizé la dosis méaxima
recomendada por la literatura y el fabricante. Con MS-222® se obtuvo un
24% de mortalidad en smolt. BZ-20® al ser probado al doble de la dosis
madxima recomendada por el fabricante se obtuvo un 40% de mortalidad en
alevin y un 24% en smolt.
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