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EFECTOANESTESICO DEL METASULFONATO DE TRICAINAEN

ANESTHETIC EFFECT OF TRICAINE METHANESULFONATE IN JUVENILE PAICHES

RESUMEN

ABSTRACT

PAICHES (Arapaima gigas) JUVENILES

(ARAPAIMA GIGAS)

Elizabeth Hinostroza M.*?, Enrique Serrano-Martinez*

El presente estudio tuvo por objetivo evaluar la efectividad anestésica del
metasulfonato de tricaina (MS-222) en seis paiches (Arapaima gigas) juveniles
(180-243 dias). Los peces, procedentes de la ciudad de lquitos, con peso promedio
de 730 g, fueron transportados a la Universidad Peruana Cayetano Heredia, en
Lima. Los peces fueron expuestos en cuatro oportunidades a cuatro dosis de MS-
222 (25, 50, 75y 100 mg/L), para evaluar la duracién de la induccion y recuperacion,
asi como la tasa de supervivencia post-anestesia. Se registro la frecuencia de ven-
tilacion opercular y la frecuencia cardiaca mediante ecografia, y se tomaron mues-
tras de sangre para un analisis de hemograma pre y post-anestesia. El periodo de
induccion fue menor y el periodo de recuperacion fue mayor a medida que aumento
la concentracion del anestésico. No se observaron diferencias estadisticas en los
valores hematoldégicos y fisiologicos pre y post-anestesia. Se concluye que el MS-
222 (100 ppm) tiene efectos anestésicos eficientes en paiches juveniles en la con-
centracién de 100 mg/L.

Palabrasclave: anestesia, Arapaima gigas, frecuencia opercular, tricaina, paiches,
MS-222

The objective of the present study was to evaluate the effectiveness of tricaine
methanesulfonate (MS-222) as anesthetic in six juvenile paiches (Arapaima gigas)
(180-243 days) with a body weight of 730 g. The specimens were brought from the
lquitos city to the Universidad Peruana Cayetano Heredia in Lima. They were
exposed in four opportunities to four doses of MS-222 (25, 50, 75, and 100 mg/L) to
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evaluate the duration of induction and recovery as well as the survival rate post anesthesia.
The opercular ventilation frequency was counted and heart rate was measured by
ultrasound. Blood samples were collected and the haemogram values were obtained pre
and post anesthesia. The induction period was shorter and the recovery period was
higher when the concentration of anesthetic was increased. None statistical differences
were found in the haemogram or in physiological values before and after anesthesia. It
was concluded that the MS-222 (100 ppm) have efficient anesthetic effects in paiches at

the 100 mg/L concentration.

Key words: anesthesia, Arapaima gigas, opercular frequency, tricaine, paiche, MS-222

La anestesia es un acto médico contro-
lado en el que se utilizan farmacos para blo-
quear la sensibilidad tactil y dolorosa (Keene
et al., 1998). En la actualidad, el uso de la
anestesia en peces es importante porque con-
tribuye a disminuir el estrés producido cuan-
do se necesita realizar un manejo clinico, ob-
tener muestras de tejidos o liquidos corpora-
les y realizar mediciones que se requieran
para poder llevar a cabo programas de ma-
nejo reproductivo, control sanitario y otros
(Cho y Heath, 2000; Velasco-Santamaria et
al., 2008; Scott et al., 2009).

Uno de los beneficios de la anestesia
en los peces en la posibilidad de manipular al
animal durante una fraccion de tiempo fuera
del agua, minimizando el riesgo que implica
el estrés (Ferreira et al., 1980; Honczaryk y
Kioshi, 2009; Pérez et al., 2010). Las conse-
cuencias de los dafios relacionados con el
estrés en los peces incluyen, entre otras, el
aumento de la susceptibilidad a enfermeda-
des infecciosas.

El metasulfonato de tricaina (MS-222)
es un derivado de la benzocaina, aprobado
por la FDA (Food and Drug Administration,
EEUU) para su uso en peces, Yy requiere de
un periodo minimo de 21 dias de retiro (Cho
y Heath, 2000; Murray, 2002; Cérdova y
Braun, 2007). Es un polvo ligeramente &cido
y soluble en el agua, que permite una con-
centracion de 15 a 330 mg/L. Cuando se le
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utiliza para bafios anestésicos, se debe afa-
dir 1 mg de bicarbonato de sodio por cada
miligramo de MS-222 (Scott et al., 2009).

La dosis del anestésico depende del gra-
do de anestesia deseada, la especie y tama-
fio del pez, asi como la temperatura y la du-
reza del agua (Cho y Heath, 2000). Muchos
peces, sobre todo los teledsteos, se pueden
anestesiar con 60 a 150 mg/L, donde la dosis
no siempre depende del tamafio del pez y la
edad, siendo el efecto anestésico mas eficaz
en agua tibia y de dureza baja (Scott et al.,
2009). La induccion de la anestesia se da en
un periodo corto, produce analgesia y buena
miorrelajacion. Asimismo, la recuperacion de
la anestesia depende de su concentracion y
el tiempo de exposicién (Scott et al., 2009).

En el Per(, el paiche (Arapaima gigas),
es una especie de gran importancia para el
poblador Amazénico, por ser fuente de ali-
mentacion y generador de ingresos a través
de la comercializacion de los subproductos.
Esta especie de agua dulce pertenece a la
familia de los Arapaimidae (Osteoglossidae),
siendo uno de los mayores peces de agua
dulce, llegando a medir hasta 3 m de longitud
total y 200 kg de peso total (Sandoval, 2007).

Teniendo en consideracion la carencia
de estudios sobre anestesia en paiche en el
Per(, y existiendo la necesidad de innovar
protocolos que permitan su aplicacion, el pre-
sente estudio tuvo como objetivo evaluar la
efectividad anestésica del MS-222, y deter-
minar los periodos pre y post-anestesia, asi
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como los cambios hematoldgicos, conducta
y frecuencia cardiaca. Se trabajo con paiches
juveniles, grupo etario que esta considerado
entre los 30 y 180 dias de edad.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se trabajo con seis paiches juveniles,
clinicamente sanos, provenientes de un mis-
mo desove. Los peces fueron proporciona-
dos por el criadero de paiches «Rancho The
Tiger», localizado en el km 45 de la Carrete-
ra Nauta, lquitos y tenian 159 dias de edad,
730 g de peso y 30 cm de longitud en prome-
dio cuando fueron trasladados a Lima por via
aérea.

El traslado se realizo en cajas de trans-
porte con oxigeno y los peces tuvieron tres
semanas de aclimatacion en el laboratorio en
Lima.

Fase Pre-experimental

El estudio se llevo a cabo en el labora-
torio de Farmacologia y Fisiologia de la Fa-
cultad de Veterinaria y Zootecnia, Universi-
dad Peruana Cayetano Heredia (UPCH),

Lima. Los peces se alojaron en una piscina
desmontable (Bestway®) de fibra de
polyester y PBC de 1000 L de capacidad,
con aeracion constante con bombas de aire
(Flowclear®), temperatura ambiente de 25 a
32 °C, y temperatura del agua de 28 a 30 °C,
con oxigeno disuelto en 8 ppm, anhidrido car-
bonico de 0.9 ppm, conductividad eléctrica
de 19.3 Umhos/cm y pH de 5.5 a 6.

Los individuos fueron alimentados con
peces (Poecilia reticulata) vivos o descon-
gelados, a razén de dos veces al dia y en can-
tidad ad libitum; sin embargo, el alimento fue
suspendido 24 horas previo a la fase de ex-
perimentacion. En la etapa pre-experimental
se evaluaron las caracteristicas fisiologicas
(Cuadro 1) para confirmar el estado pre-anes-
tésico.

Fase Experimental

Como sustancia anestésica se empled
el MS-222 (Tricaine-S®, Western Chemical
Inc.) en polvo, en frasco de 100 g (100% de
pureza), aplicandose en cuatro grupo etarios
(180, 201, 222 y 243 dias de edad) y en cua-
tro concentraciones (25, 50, 75y 100 mg/L),
en forma tal que cada pez fue anestesiado en
cuatro oportunidades conforme fueron desa-
rrollando. EIl tiempo de descanso entre las
evaluaciones por edades fue de 21 dias.

Cuadro 1. Caracteristicas de los paiches juveniles previo a la administracion de
metasulfonato de tricaina, segin grupos etarios

Edad  Tamafio  Peso Ventilacion FC! Pérdidade ~ REMA®
(dias) (cm) (kg) opercular (f/min)  (/min) equilibrio (1/seq)
180 33 7.50 120 32 Ausente Presente
201 55 757 120 30 Ausente Presente
222 58 7.62 120 29 Ausente Presente
243 62 7.66 120 25 Ausente Presente
! Frecuencia cardiaca
2 Respuesta a estimulo mecanico en agua
Rev Inv Vet Per(12013; 24(4): 451-458 453
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Se empled el método de anestesia por
inmersion para facilitar una mayor absorcion
branquial del anestésico; asimismo, cada ani-
mal fue testigo de si mismo. El tiempo espera-
do méximo de induccion fue de 10 minutos.

Las variables de respuesta a la aneste-
sia fueron:

- Tiempo de induccién (TI), tiempo que
media entre la aplicacion del anestésico y
la pérdida de la conciencia,

- Periodo de anestesia (PA), periodo en que
el pez pierde totalmente la conciencia y
hay una respuesta motora nula,

- Tiempo de recuperacion (TR), tiempo que
media entre el cese del anestésico hasta
que el animal recupera totalmente la con-
ciencia,

- Frecuencia de ventilacion opercular (FO),

- Supervivencia post-anestesia (SPA),

- Pérdida de equilibrio (PE), que se da cuan-
do el pez nada de costado,

- Respuesta al estimulo mecénico (REMA),
donde el pez en estado normal huye rapi-
damente al sentir un chapoteo realizado
con la mano del operador, o tiene un des-
plazamiento lento o nulo cuando esté
sedado o anestesiado.

El criterio para considerar un pez
anestesiado fue la pérdida de la conciencia y
falta de respuesta motora, y esto ocurre cuan-
do el pez deja de nadar y tiene una respuesta
nula al estimulo mecénico. Asimismo, se con-
sideré que el pez se encuentra recuperado
de la anestesia cuando respondi a estimulos
mecanicos y puede nadar manteniendo el
equilibrio corporal. Los periodos de aneste-
sia considerados en el estudio fueron de se-
dacion leve (0), narcosis leve (1), anestesia
leve (2) y colapso medular (3), segun lo des-
crito por Marking y Meyer (1985).

La induccidn se realiz6 en un recipiente
con capacidad de 50 litros, de poliestireno
expandido (tecnopor) y revestido con una la-
mina de polietileno. El agua empleada fue de
las mismas caracteristicas y condiciones que
aquella en la piscina de alojamiento, con la
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excepcion del MS-222 que se afiadio en las
concentraciones sefialadas. La induccion de
la anestesia se realizo de forma individual y
el tiempo que se dej6 a los peces en la fase
de anestesia fue de 10 minutos.

Para la fase de recuperacion se empled
un contenedor similar al utilizado en la induc-
cion con agua libre de anestésicos y con las
mismas condiciones que el agua del alojamien-
to. Se dejo al pez en el contenedor de recu-
peracion por 15 minutos y luego se le paso a
otro contenedor libre de anestésico por 10
minutos adicionales a fin de retirar de la piel
el residuo del farmaco.

Coleccion y Procesamiento de Muestras

La frecuencia cardiaca se tomo en la
region pectoral con ayuda de un ecografo de
uso veterinario (Falcon 100, Pie Medical) con
transductor de 5.0 MHz.

En la fase previa y durante el periodo
de anestesia se colectaron muestras de san-
gre en microcapilares con EDTA Y tubos es-
tériles al vacio, mediante puncion de la vena
caudal con agujas 21 x 1.5". La sangre se
centrifug6 a 3000 rpm por 10 min y de deter-
mino el valor del hematocrito. Asimismo, se
hizo un frotis delgado en ldAminas portaobjetos
(Sumbow®) con la sangre de los tubos con
EDTA'y se determind el hemograma. La pri-
mera toma de sangre se realiz6 5 min antes
de la anestesia y la segunda toma fue 10 min
después de aplicado el MS-222.

Andlisis de Datos

Serealiz0 estadistica descriptiva, expre-
sada como media y desviacion estandar (DE).
Se determind la diferencia entre los valores
obtenidos en peces testigos (previo a la anes-
tesia) y tratados (fase de anestesia) a través
de la prueba no paramétrica de U de Mann
Whitney. Para determinar diferencias entre
dosis de anestésico se empleo la prueba de
ANOVA de dos vias.

Rev Inv Vet Pert 2013; 24(4): 451-458
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Cuadro 2. Caracteristicas y estados de anestesia en paiches juveniles (Arapaima gigas),
segun administracion de diversas concentraciones de metasulfonato de tricaina

Concentracién FO'  FC? F;zrlﬂil‘ijsridoe REMA® TI* Anestesia TR® ~Codos
(mg/L) (/min) (/min) (/5 min) (seqg) (seg) (min) (min) anestesia®
25 360  31%  Ausente NSEP’ NSEP NSEP 0
50 3448 292 Ligera NSEP NSEP  NSEP 1
75 304 26% Moderada 140 1 1 2
100 120° 202 Total Ausente 60 15 20 3

; Frecuencia de ventilacion opercular
Frecuencia cardiaca
®Respuesta a estimulo mecanico en agua
‘S‘Tiempo de induccion
Tiempo de recuperacion

®0: sedacion leve, 1: narcosis leve, 2: anestesia leve, 3: colapso medular

" No se evalué por no estar presente

ab g perindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.05)

Se calculd la efectividad de la droga con
la siguiente férmula:

Ffectividad = (Testigosanestesiados-Tratadosanestesiados) 100
Testigos anestesiados

La efectividad fue considerada como
muy efectiva (>98%), efectiva (90 a 98%),
moderadamente efectiva (80 a 89%) e insu-
ficientemente efectiva (<80%) (Kassai,
1998).

REsuLTADOS Y Discusion

Este estudio es considerado el primer
reporte de anestésicos en el paiche en el Per.
El uso de MS-222 present6 una eficacia de
100% (6/6) cuando se empleo la mayor con-
centracion (100 mg/L) y una eficacia nula
(0/6) con las concentraciones menores. Asi-
mismo, no se observd casos de mortalidad
antes, durante, o después de la induccion y
recuperacion anestésica.

Estudios similares en Colossoma
macropomum demostraron la eficacia del uso

Rev Inv Vet Per2013; 24(4): 451-458

de benzocaina (Gomes et al., 2001) y de
eugenol (Roubach et al., 2005). Asimismo,
estudios con MS-222 indujeron un efecto
anestésico en un tiempo menor a 2 min y con
una pronta recuperacion en Piaractus
brachypomus (cachama blanca) (\Velasco-
Santamaria et al., 2008).

El MS-222 se absorbe rapidamente a
través de las branquias. Su modo de accion
es la prevencion de la generacion y conduc-
cion de impulsos nerviosos (Gleed y Ludders,
2001). Tiene acciones directas sobre el siste-
ma nervioso central, sistema cardiovascular,
uniones neuromusculares y sinapsis de
ganglios. Se metaboliza principalmente por el
higado, y una fraccion por los rifiones, sangre
y musculo. La conjugaciony la hidrdlisis son
las principales vias metabdlicas. Los
metabolitos primarios son los conjugados de
acetil y etil m-aminobenzoato (no polar) y el
acido m-benzoico (polar). EI MS-222 y sus
metabolitos no polares se excretan a través
de las branquias. Los metabolitos polares se
excretan por los rifiones y, al igual que otros
agentes anestésicos para peces, tiene un
efecto dosis-dependiente que varia entre es-
pecies y entre individuos.
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Cuadro 3. Valores hematoldgicos" en paiches juveniles (Arapaima gigas), segiin pre y post
administracion de diversas concentraciones de metasulfonato de tricaina

B Globulos rojos  Hematocrito Hemoglobina Leucocitos
Concentracion (x10%) (%) (g/dl) (x10%)
(mg/L)

Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post
25 1.92 1.92 3480 3490 841 8.43 1546 1546
50 191 192 3482 3510 842 851 1547 1548
75 1.92 1.92 3481 3560 8.40 941 1546 1546
100 1.93 193 3481 37.00 842 10.3 1546 15.46

preo post-administracion de la anestesia

En el presente estudio, al comparar los
promedios de tiempos de induccién y recu-
peracion, se observo que los grupos expues-
tos a una solucion de 100 mg/L presentaron
el menor y mayor tiempo de induccion y re-
cuperacion, respectivamente (p<0.05). Ade-
mas, se observa cierta disminucion de la fre-
cuencia cardiaca a medida que aumento la
concentracion del anestésico, aunque sin ha-
ber diferencia estadistica entre grupos (Cua-
dro 2).

La frecuencia de ventilacion opercular
disminuy6 a medida que la concentracion se
incremento (p<0.05, Cuadro 2). La frecuen-
cia respiratoria se identifica por el movimien-
to opercular, que disminuye en funcién de la
dosis del anestésico. Se presume que la ven-
tilacion disminuye conforme disminuyen los
movimientos orales y operculares (Cho y
Heath, 2000).

Los valores de hematocrito y hemoglo-
bina no variaron por efecto de la concentra-
cion del anestésico (Cuadro 3), aunque Kurt
et al. (2001) reportan una elevacién del
hematocrito con el incremento de la concen-
tracion de MS-222 en cachama blanca
(Piaractus brachypomus). El origen de este
incremento no se ha determinado, pero se
postula que durante la anestesia el pez tenga
una contraccién esplénica que ocasiona un
incremento en el volumen de gldbulos rojos.
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Asimismo, se ha descrito que el MS-
222 causa hipoxia, hipercapnea y acidosis,
causando hiperglicemia e incrementos de los
valores de potasio, magnesio, hemoglobina y
hematocrito. También puede ocurrir depre-
sion cardiorespiratoria y, eventualmente, la
muerte a causa de los cambios hemodi-
namicos (Murray, 2002). Ferreira et al.
(1980) describen que el efecto del incremen-
to del hematocrito por la benzocaina, anesté-
sico quimicamente parecido al MS-222, en
Cypirinus carpio se debe a la tumefaccion
de los eritrocitos y no a hipoxia o asfixia, pero
que los cambios neuroendocrinos que pue-
den producir hemoconcentracion también
dependen del tiempo de exposicion a la sus-
tancia.

En el estudio de Honczaryk y Kioshi
(2009) de anestesia en paiches se utilizd
benzocaina por aspersion branquial en dosis
similares a las del presente estudio. La
benzocaina, al igual que la tricaina, es un de-
rivado del &cido benzoico, pero puede ser mas
toxica para algunas especies (Noga, 2011).
Asimismo, las dosis empleadas pueden tener
el efecto deseado de sedacion, mas no de
anestesia en peces de menor tamafio
(Honczaryk y Kioshi, 2009), por lo que se
puede concluir que el efecto de la dosis de-
pende del tamafio del pez, no observandose
diferencias estadisticas por efecto de la edad.

Rev Inv Vet Pert 2013; 24(4): 451-458
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En el estudio anterior solo fue posible hacer
el experimento con dos peces de 32 ¢cm, en
tanto que en el presente estudio se utilizaron
seis individuos de edades y tamarfios simila-
res, partiendo de la dosis de 25 mg e
incrementando la concentracion hasta los 100
mg que demostré ser una dosis efectiva, sin
gue pueda ser considerada como dosis alta
dado que no se observaron diferencias esta-
disticas en los pardmetros evaluados, ni sig-
nos de toxicidad o mortalidad. Seria conve-
niente probar dosis més altas a fin de cono-
cer la curva dosis-respuesta.

CONCLUSIONES

e EI MS-222 (100 ppm) tiene efectos
anestésicos en paiches juveniles en la
concentracion de 100 mg/L.

e Las variables frecuencia opercular, fre-
cuencia cardiaca, y niveles de
hematocrito, hemoglobina, glébulos blan-
cos y gldbulos rojos, no se encontraron
asociadas con la concentracion de MS-
222 en el paiche.
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