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CONCENTRACION ANESTESICA DEL EUGENOL EN PECES
ESCALARES (Pterophyllum scalare)
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REsuMEN

El eugenol (aceite de clavo) es un compuesto que ha sido ampliamente utilizado
como anestésico en peces debido a sus cortos tiempos de induccion y recuperacion. El
objetivo del estudio fue determinar la concentracion anestésica efectiva del eugenol en
40 peces escalares (Pterophyllum scalare) bajo condiciones de laboratorio. Los anima-
les fueron expuestos a cuatro concentraciones de la solucion anestésica (20, 30, 40 y 50
mg/L de eugenol) y las observaciones se hicieron en los estadios de induccién a la
anestesia (I, II, III) y recuperacion (I, II, 111, IV). Los animales expuestos a las mayores
concentraciones de eugenol (40 y 50 mg/L) entraron rapidamente en induccion; sin em-
bargo, fueron los que mas tardaron en recuperarse (p<0.05). En una concentracion de 20
mg/L se induce anestesia ligera en peces escalares (estadio [ de anestesia), en tanto que
una concentracion de 50 mg/L se induce un estadio de anestesia avanzado (III). La
concentracion anestésica mas efectiva fue de 40 mg/L de eugenol para alevinos de peces
escalares.
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ABSTRACT

Eugenol (clove oil) has been widely used as an anaesthetic in fishes due to low
induction and recovery times. The aim of this study was to assess the anaesthetic
concentration of eugenol in 40 angel fish (Pterophyllum scalare) under laboratory
conditions. The animals were exposed to four concentrations of eugenol (20, 30, 40 and
50 mg/L). Observations of the anaesthetics induction (phase I, II, and III) and recovery
(phase L, II, 111, and IV) were registered. The animals exposed to the higher concentrations
of eugenol (40 and 50 mg/L) reached in a short time the first induction anaesthetic stage
but had the longer recovery time (p<<0.05). The 20 mg/L concentration of eugenol induce
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light anaesthetic stage in angel fish (phase I) while the 50 mg/L concentration induce an
advanced stage of anaesthetic (III). The most effective concentration was 40 mg/L of

eugenol for angel fish.

Key words: ornamental fish, anesthesia, eugenol, angelfish

Los anestésicos constituyen una herra-
mienta importante en piscicultura para redu-
cir los niveles de estrés, las lesiones y la mor-
talidad durante y después del manejo y el
transporte. Los anestésicos utilizados tradi-
cionalmente en piscicultura incluyen tricaina
metanosulfato (MS-222), quinaldina y 2-
fenoxietanol (Faganha y Gomes, 2005); sin
embargo, presentan limitantes dado su alto
costo y toxicidad asociada (Velisek et al.,
2006). Asi, se ha demostrado que el MS-222
eleva el nivel de cortisol en plasma de peces
completamente anestesiados (Coyle et al.,
2004); por otra parte, Molinero y Gonzalez
(1995) y Hill y Forster (2004) encontraron
que estos anestésicos incrementan la respues-
ta al estrés y, por ende, aumentan la activi-
dad metabolica.

El eugenol [2-methoxy-4-2-(2-
propenyl)-phenol], también llamado aceite de
clavo, se obtiene de hojas, flores y tallos de
arboles de clavo (Eugenia caryophyllata
Thunberg y Eugenia aromatica Baill) (Soto
y Burhanuddin, 1995), y es ampliamente utili-
zado en acuicultura como anestésico en pe-
ces y en moluscos (Keene et al., 1998;
Woody et al., 2002; Seol et al., 2007), espe-
cialmente para la sedacion y anestesia a ba-
jas concentraciones. Es de facil adquisicion,
econdmico, ambientalmente amigable, y se-
guro para los operarios y los peces (Soto y
Burhanuddin, 1995; Iversen et al., 2003;
Cunhay Rosa, 2006). Este compuesto ha sido
clasificado por la US Food and Drug
Administration como seguro para el humano
cuando no se excede de 1500 mg/kg
(Anderson et al., 1997).
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Varios autores han reportado tiempos
cortos de induccion y de recuperacion con
eugenol (Munday y Wilson, 1997; Woody et
al., 2002); sin embargo, el tiempo de recupe-
raciéon es mayor en comparacion con
anestésicos tradicionales, pero es efectivo a
concentraciones mas bajas que las requeri-
das con MS-222, benzocaina y 2-fenoxietanol
(Munday y Wilson, 1997; Sladky etal., 2001;
Ackerman y Bellwood, 2002).

Woody et al. (2002) determinaron que
el eugenol es util como anestésico en el sal-
mon rojo (Oncorhynchus nerka), obtenien-
do un estadio III de induccion anestésica con
50 mg/L y anestesia quirurgica con 80 mg/L
en menos de tres minutos y con recupera-
cion en menos de 10 minutos, y sin casos de
mortalidad ante exposiciones de 15 minutos.
Ademas, encontraron mayores tiempos de in-
duccion a la anestesia para peces mas gran-
des, aunque el tamafio del pez no influyo en
la recuperacion de la anestesia. Asimismo,
Cunha y Rosa (2006) reportaron concentra-
ciones de 20 a 60 mg/L de eugenol efectivas
para la inmovilizacion de siete especies de
peces tropicales de arrecife, con periodos de
induccion cortos (<2 min) y tiempos de recu-
peracion de 2 a 4 minutos que estuvieron di-
rectamente relacionados con la concentra-
ci6n del anestésico. De este modo, se ha ha-
llado una correlacion positiva entre la con-
centracion del eugenol y la reduccion del
tiempo de induccidn y prolongacion de la re-
cuperacion (Soltani et al., 2004; Cunha y
Rosa, 20006).

En relacion a la liberacion del cortisol,
se encontrd que tanto el eugenol (50 a 500
mg/L) como el 2-fenoxietanol (510 mg/L) no
impiden su liberacion ni inducen alteraciones
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hematoldgicas en dorada (Sparus aurata) y
trucha (Oncorhynchus mykiss) (Tort et al.,
2002), evidenciando su potencial como anes-
tésico seguro.

El eugenol, asi como otros aceites esen-
ciales, induce un incremento agudo de la con-
centracion de Ca'" intracelular en células que
expresan el receptor de potencial transitorio,
subfamilia A, miembro 1 o TRPA1 (Bandell
et al., 2004). De este modo, la sensacion de
calentamiento experimentada frecuentemen-
te con la aplicacion de aceites esenciales,
entre ellos el mentol, ocurre en parte por ac-
tivacion de receptores de frio lesivo. El
eugenol puede, ademas, activar el receptor
de potencial transitorio, subfamilia M, miem-
bro 8 o TRPMS8 (Harris, 20006).

El objetivo del presente estudio fue de-
terminar la concentracion de eugenol (aceite
de clavo) en peces escalares (Pterophyllum
scalare) que permitan estadios anestésicos
que garanticen su inmovilizacion bajo condi-
ciones de laboratorio.

Localizacion

Los experimentos se realizaron en el
laboratorio de bioensayos del Grupo de In-
vestigacion en Sanidad de Organismos Acua-
ticos, del Instituto de Acuicultura de los Lla-
nos (IALL), Universidad de los Llanos, Meta
- Colombia.

Caracteristicas del Estudio

Se utilizaron 40 peces escalares
(Pterophyllum scalare) pertenecientes al
IALL, clinicamente sanos, de 6 + 2 g de peso,
5.14 £ 0.63 cm de longitud estdndar, mante-
nidos en acuarios de vidrio, y alimentados con
concentrado comercial (30% de proteina) ad
libitum. Los procedimientos fueron de ca-
racter no invasivo y aprobados por el Comité
de Etica del Instituto de Investigaciones de
la Orinoquia Colombiana - [10C.
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Se utilizo el Eugenol® (The J Bird Moyer
Co., Inc, EEUU), (4-alil, 2-metoxifenol, den-
sidad 1.04 g/mL), como anestésico siguiendo
los lineamientos de Munday y Wilson (1997).
Para esto, se realizo una dilucion de 1:9 con
etanol (Merck, Germany, 99.9%) logrando una
concentracion final de 100 mg/mL de eugenol.

Los animales fueron sometidos a la so-
lucién experimental en acuarios con capaci-
dad para 10 L con aireacion constante sin
filtro. Se monitore6 oxigeno, temperatura (con
oximetro Hach Portable LDO™ HQ10
Dissolved Oxygen Meter®, EEUU), pH (con
pH-metro Pinpoint pH Monitor®, American
Marine Inc., EEUU), conductividad (con son-
da multiparamétrica YSI556), dureza y
alcalinidad.

Disefio Experimental

Se establecieron cuatro concentracio-
nes de eugenol (I: 20, II: 30, III: 40, y I'V: 50
mg/L) en base a ensayos preliminares. El
anestésico fue disuelto en el agua del acuario
cinco minutos antes de la inmersion de cada
animal y se renovo la solucion anestésica para
el experimento con cada animal (réplica). En
cada una de las concentraciones evaluadas
se utilizaron 10 animales. Los estadios de
anestesia (Cuadro 1) fueron determinados de
acuerdo con ensayos preliminares (Soto y
Burhanuddin, 1995; Keene et al., 1998; Walsh
y Pease, 2002; Woody et al., 2002; Cunha y
Rosa, 2006). Una vez alcanzada la ultima fase
de induccion, los animales fueron inmediata-
mente transferidos a acuarios con agua libre
de anestésico para evaluar la recuperacion
de la anestesia de acuerdo a los descrito por
Walsh y Pease (2002) y Keene et al. (1998)
(Cuadro 1).

La evaluacion del efecto anestésico se
realizo en exposiciones individuales para fa-
cilitar la observacion de los diferentes planos
de anestesia. Se realizo el registro en video. El
tiempo fue medido mediante un cronémetro de
precision (CASIO, Stopwatch® HS-3, Japon).
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Cuadro 1. Caracteristicas del estado de anestesia y recuperacion de Pterophyllum scalare
inmersos en eugenol
Estadio 'de Caracteristica Estadio de Caracteristica
anestesia recuperacion
I Pérdida parcial del eje de I Recuperacion del movimiento
nado opercular
o . Recuperacion del movimiento
11 Pérdida total de eje de nado I
de aletas
1 Colapso medular I Recuperacion total del eje de
nado
v Recuperacion del reflejo de

huida

El etanol (99.9%) se utilizd6 como
diluyente del anestésico, de modo que se ex-
pusieron los animales a la concentracion mas
alta de etanol utilizada en las cuatro concen-
traciones de anestésicos (0.4 ml de etanol por
litro) durante 10 minutos, con el fin de deter-
minar si la exposicion al etanol gener6 alguna
de las caracteristicas asociadas con la anes-
tesia de los peces. Las condiciones experi-
mentales (i.e. volumen de agua, calidad de
agua) fueron las mismas a las descritas para
la exposicion al anestésico.

Analisis Estadistico

Se utiliz6 un disefio experimental com-
pletamente aleatorizado efecto fijo balanceado
con la prueba de ANOVA y MANOVA [Yijj
=+ goi + gi(I)], donde p es la media, fgpi el
efecto tratamiento y gj(i) el error experimen-
tal. La variable respuesta fue el tiempo ex-
presado en segundos.

Se utilizaron las pruebas de contraste
de Tukey y analisis canoénico de indice
ortogonal con un 95% de confiabilidad. Se
validaron los supuestos del modelo y se em-
pled un analisis descriptivo exploratorio
unidimensional para hallar media, desviacion
y coeficiente de variacion. Los datos fueron
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transformados como Log  para el cumpli-
miento de los supuestos estadisticos. Los da-
tos son presentados como promedios y error
estandar de la media (ESM). Los resultados
fueron analizados mediante el software SAS/
STAT®v 9.0 y graficados mediante SPSS v
19 para Windows.

No se presentaron casos de mortalidad
en los individuos inducidos a anestesia con
eugenol, ni estadios anestésicos en los ani-
males expuestos a la mayor concentracion
del diluyente etanol. En todas las concentra-
ciones, antes de la fase II de induccion de la
anestesia, los animales evidenciaron episo-
dios de nado rapido y de corta distancia
(hiperactividad inicial) por periodos cortos de
tiempo. Este caracter explosivo de nado no
se evidencio en las fases de recuperacion.

No hubo diferencias estadisticas entre
tratamientos para los tiempos de induccion I
y II de anestesia; sin embargo, durante el ter-
cer estadio de induccion se registré un me-
nor tiempo para las concentraciones de 40 y
50 mg/L en relacion 20 y 30 mg/L (p<0.05,
Fig. 1).
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Figura 1. Tiempos de induccién a diferentes concentraciones de eugenol en peces escalares
(Pterophyllum scalare). Planos de anestesia: (a) Induccion I, (b) Induces deno-
tan diferencias estadisticas (p<0.05)
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Figura2. Tiempos de recuperacion a diferentes concentraciones de eugenol en peces escalares
(Pterophyllum scalare). Planos de recuperacion: (a) Recuperacion |, (b) Recu-
peracion 11, (c) Recuperacion Ill, (d) Recuperacion IV. Letras diferentes deno-
tan diferencias estadisticas (p<0.05)
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Figura 3. Tiempo total de anestesia (induccidon y recuperacion) a cuatro concentraciones de
eugenol en peces escalares (Pterophyllum scalare). Se evidencian diferencias entre
tratamientos (p<0.05). La barra indica la desviacion estandar.
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Figura4. Tiempo total de induccion (a) y recuperacion (b) a diferentes concentraciones de
eugenol en peces escalares (Pterophyllum scalare). Regresion linear (p<0.05)

No se observaron diferencias estadisti-
cas entre tratamientos en el estadio de tiem-
po de recuperacion; sin embargo, hubo dife-
rencias estadisticas entre tratamientos
(p<0.05) en los demas estadios, requiriendo
menores tiempos de recuperacion en las con-
centraciones mas bajas (Fig. 2).
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Al analizar el tiempo total de anestesia
(induccion y recuperacion; Fig. 3), la concen-
tracion de a 20 mg/L de eugenol registro el
menor tiempo (p<0.05), aunque fue similar a
la concentracion de 40 mg/L. Teniendo en
cuenta los tiempos totales de induccion y re-
cuperacion para cada concentracion, fue evi-
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dente una variacion de los datos en forma
lineal. Se present6 una disminucion del tiem-
po de induccion (R?*=0.606, p<0.05), asi como
un aumento en el tiempo de recuperacion (R?
=0.805, p<0.05) amedida que se aumentaba
la concentracion del anestésico (Fig. 4).

En los parametros fisico-quimicos del
agua no se evidenciaron diferencias ni varia-
ciones significativas entre los grupos someti-
dos bajo las mismas condiciones experimen-
tales por cada tratamiento. Tampoco se ob-
servo un efecto anestésico del alcohol
diluyente.

La ausencia de enfermedades y morta-
lidad en los individuos inducidos a anestesia
con eugenol estuvo acorde con reportes pre-
vios (Guénette et al., 2007). Asimismo, la
hiperactividad inicial durante la fase de in-
duccioén de la anestesia puede ser atribuida al
propio eugenol ya que se ha descartado el
efecto del alcohol diluyente (Mylonas et al.,
2005).

El eugenol surge como una alternativa
para la sedacion y anestesia de peces, dado
su reducido costo, escasa toxicidad y baja
bioacumulacion en los tejidos (Cooke et al.,
2004; Kildea et al., 2004; Guénette et al.,
2007); sin embargo, se dispone de reportes
que seflalan un bajo indice terapéutico
(Iversen et al., 2003; Velisek et al., 2006) y
resultados dependientes de la especie induci-
da a anestesia (Oliveira et al., 2008). Asi, en
salmonidos se ha encontrado que bajas con-
centraciones pueden ser toxicas (Hussein et
al., 2000), mientras que los caracidos pre-
sentan mayor tolerancia (Naranjo et al.,
2010); asimismo, factores como temperatu-
ra, salinidad y conductividad pueden afectar
el efecto del eugenol. Por otro lado, Hikasa
et al. (1986) sefalan que el periodo de recu-
peracion es mas corto a temperaturas altas,
de alli la importancia de brindar atencion es-
pecial a la temperatura del agua (Iversen et
al., 2003).
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Puede ocurrir mortalidad en peces con
el empleo de eugenol si el tiempo de exposi-
cion o la concentracion superan el margen
de seguridad (Sladky et al., 2001); por ello,
se debe tener en cuenta factores como la
especie, la etapa del ciclo de vida en que se
encuentra, la edad, tamafio y peso, contenido
lipidico, condicion corporal y estado de salud,
pues estos factores afectan la tasa
metabolica; ademds de cambios provocados
en la captacion de oxigeno a través de las
branquias y el incremento o disminucion de
la eficiencia del agente anestésico (Burka et
al., 1997).

Velisek et al. (2007) definieron tres cri-
terios que debe cumplir un anestésico aplica-
do en acuicultura: debe ser efectivo, seguro
y econdmico. La eficacia se consigue cuan-
do la sedacion se debe lograr en un periodo
menor o igual a tres minutos y la recupera-
cion del nado normal en un periodo no mayor
a 10 minutos (Oliveira et al., 2007, 2008).
Bajo estos parametros, la concentracion
anestésica mas efectiva fue de 40 mg/L, acor-
de con lo sugerido por Griffits (2000) y cer-
cano a las recomendaciones de 30 mg/L de
Prince y Powell (2000) en truchas arcoiris y
de Svoboda y Kolaeova (1999). Concentra-
ciones mas elevadas han sido reportadas en
percas plateadas (Bidyanus bidyanus) don-
de con 50 mg/L perdian el eje de nado y el
equilibrio, entrando en una plano medio de
anestesia (Kildea et al., 2004), asi como de
100 mg/L en Siganus lineatus (Soto y
Burhanuddin, 1995) y 100 y 120 mg/L para
trucha arco iris (Anderson et al., 1997). De
la misma manera, Akbulut et al. (2011) de-
mostraron en el esturion ruso (Acipenser
gueldenstaedtii), que concentraciones ma-
yores de 200 mg/L y hasta 750 mg/L poseen
un efecto anestésico acorde con los
parametros de anestesia Optimos para peces.
Por otro lado, Briozzo et al. (1989) reportan
bajas concentraciones anestésicas (5 a 8.5
mg/L) para el manejo y transporte de
Micropterus salmoides.

La concentracion de 20 mg/L induce
una ligera anestesia que permitiria realizar
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procedimientos tales como morfometria,
pesaje, marcacion, transporte, clasificacion,
etc. De la misma manera, la concentracion
de 50 mg/L permitiria procedimientos de ma-
yor complejidad, incluyendo cirugias o pro-
cedimientos invasivos (como biopsias).

El menor tiempo de recuperacion se
encontr6 con la concentracion de 20 mg/L,
resultado que concuerda con los hallazgos de
Cooke et al. (2004), quienes describieron que
el mayor plano de profundidad de anestesia
incrementaba significativamente al aumentar
la concentracion de eugenol (R?= 0.85,
p<0.001), asi como el registro de mayores
tiempos en la recuperacion cuando los ani-
males alcanzan tales estados profundos de
anestesia. Asimismo, peces en estado 3 de
anestesia requirieron entre 10 a 30 min de
recuperacion (Velisek et al., 2006). Estos
resultados pueden entenderse a partir de los
mecanismos de la farmacocinética del
eugenol, el cual a una concentracion de 75
mg/L presenta una vida media de 12.1 horas
en la sangre, lo que sugiere una acumulacion
en el organismo dado el caso que se requie-
ran repetidas administraciones. La curva
bifasica sugiere una circulacion entero-hepa-
tica, caracteristica de los componentes
fenoles sometidos a la conjugacion, contribu-
yendo al mayor tiempo de eliminacion
(Guénnete et al., 2007).

El efecto anestésico y analgésico del
eugenol ha sido atribuido a su accion
inhibitoria sobre los canales de sodio (Park et
al., 2006) y calcio, especialmente los canales
tipo N-calcio o High voltage activated
calcium channel (HVACC), dado que blo-
quea la generacion del potencial de accion y
produce una disminucion en la liberacion de
neurotransmisores dependientes de calcio en
las terminaciones presinapticas neuronales
(Lee et al., 2005). Estudios in vitro han de-
mostrado el efecto bloqueante del eugenol
sobre los receptores vaniloides (TRPV1-
Transient receptor potential vanilloid 1),
inhibiendo asi la transmision del dolor (Yang
et al., 2003); sin embargo, Lee et al. (2005)
indican que la accion del eugenol no es de-
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pendiente de TRPV1. Ohkubo y Kitamura
(1997) reportan que el eugenol puede activar
los receptores de capsaicina, y sugieren, ade-
mas, que el eugenol posee una accion de tipo
especifica, mediante la induccion de corrien-
te en la membrana de las neuronas sensoria-
les y también puede activar de forma rever-
sible canales permeables al Ca?" y canales
de CI- dependientes de calcio. Adicionalmente,
a este anestésico se le ha atribuido el incre-
mento en la liberacion de sustancia P de las
neuronas nociceptivas polimodales (Bevan y
Szolcsanyi, 1990). Otros autores sustentan
que el efecto analgésico del eugenol esta di-
rectamente mediado por la inhibicion de la
sintesis de prostaglandinas y leucotrienos
(Dohi et al., 1991).

De igual manera, se ha descrito que el
isoeugenol, componente del eugenol, bloquea
la transmision de la informacion sensorial al
hipotalamo a partir de la interaccion con
neurotransmisores relacionados con la sensi-
bilidad al dolor, el efecto agonista en GABA
(acido gamma-amino butirico) y antagonista
de glutamato (NMDA) (Aoshima y
Hamamoto, 1999; Yang et al., 2003).

CONCLUSIONES

e El eugenol (aceite de clavo) resulta ser
una herramienta anestésica importante en
peces escalares (Pterophyllum scalare),
ya que los animales alcanzan adecuada
induccion y recuperacion, garantizando
asi la inocuidad del anestésico.

e La concentracion anestésica mas efec-
tiva fue de 40 mg/L de eugenol, debido a
que se alcanza en menor tiempo (4 mi-
nutos) estadios de anestesia 3 con pe-
riodos de recuperacion total equivalen-
tes a 7 minutos.
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