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RESUMEN

Se determinó la concentración letal media (CL50) y la eficacia como anestésico de
eugenol a diversas dosis sobre el pez espada Xiphophorus helleri (Heckel, 1848). Para la
determinación de la CL50 se trabajó con 10 individuos en el control y en cada una de las
concentraciones con réplicas por triplicado. El estimado del CL50 a las 96 h para eugenol
fue de 22.12 mg.L-1. La eficacia de anestesia se llevó a cabo con 20 individuos por cada
dosis de eugenol. La utilización del anestésico resultó efectivo en las dosis de 100, 125 y
150 mg.L-1, con un tiempo de inducción total de la anestesia (T.I.T.) de 265.4 seg a 100
mg.L-1, 229.8 seg a 125 mg.L-1 y 195.9 seg a 150 mg.L-1 y un tiempo de recuperación total
de la anestesia (T.R.T.) de 325.5 seg a 100 mg.L-1, 259.0 seg a 125 mg.L-1 246.7 seg a 150
mg.L-1. Se determinó una mayor eficiencia a la inducción y recuperación a la dosis de 125
mg.L-1 mediante el análisis de correlación. Se obtuvieron ecuaciones logarítmicas para las
dosificaciones de mayor eficiencia: y = 118.1ln(x) + 141.77; R² = 0.5883 (Tiempo de induc-
ción vs Peso a una dosis de 125 mg.L-1), y = 401.33ln(x) - 349.75; R² = 0.5786 (Tiempo de
inducción vs Longitud a una dosis de 125 mg·L-1), y = 172.22ln(x) + 130.69; R² = 0.4285
(Tiempo de recuperación vs Peso a una dosis de 125 mg.L-1), y = 531.62ln(x) - 508.64; R²
= 0.3477 (Tiempo de recuperación vs Longitud a una dosis de 125 mg.L-1). No se observó
efectos letales durante la inducción de la anestesia y posterior recuperación.

Palabras clave: Xiphophorus helleri, eugenol, concentración letal media, anestesia,
dosis

ABSTRACT

The median lethal concentration (CL50) and the anesthetic efficacy of eugenol were
determined to diverse doses on the swordfish Xiphophorus helleri (Heckel, 1848). For
the determination of the CL50 was used 10 individuals in triplicate in the control and in
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each concentration. The estimated CL50 to 96 h for eugenol was 22.12 mg.L-1. The efficacy
of the anesthesia was carried out in 20 individuals per dose of eugenol. The use of the
anesthetic was effective in the doses of 100, 125 and 150 mg.L-1, with a total induction
time (T.I.T.) of 265.4 sec to 100 mg.L-1, 229.8 sec to 125 mg.L-1, and 195.9 sec to 150 mg.L-1

and a total recovery time (T.R.T.) of 325.5 sec to 100 mg.L-1, 259.0 sec to 125 mg.L-1, and
246.7 sec to 150 mg.L-1. A greater efficacy to the induction and to the recovery of the
anesthesia was obtained at the 125 mg.L-1 concentration by correlation analysis.
Logarithmic equations for doses of greater efficiency were obtained: y = 118.1ln(x) +
141.77; R² = 0.5883 (Time of induction vs. Weight to a dose of 125 mg.L-1), y = 401.33ln(x)
- 349.75; R² = 0.5786 (Time of induction vs. Length to a dose of 125 mg.L-1), y = 172.22ln(x)
+ 130.69; R² = 0.4285 (Time of recovery vs. Weight to a dose of 125 mg.L-1), y = 531.62ln(x)
- 508.64; R² = 0.3477 (Time of recovery vs. Length to a dose of 125 mg·L-1). Lethal effects
were not observed during the induction or recovery of the anesthesia.
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INTRODUCCIÓN

La mayoría de especies ícticas, ya sean
peces ornamentales o para consumo huma-
no, son sometidas a condiciones de estrés
como la pesca, manipulación y transporte
para su reproducción en cautiverio y cultivo
comercial (Davis y Griffin, 2004). La investi-
gación destinada a disminuir el sufrimiento
de los peces cultivados es vital para respon-
der a la preocupación por el bienestar de los
peces de cultivo (Ashley, 2007). Varios tipos
de anestésicos se están aplicando para dis-
minuir inconvenientes en el manejo de pe-
ces. La dosis necesaria para inducir la anes-
tesia varía según el tipo de anestésico y fac-
tores como temperatura, dureza, salinidad y
concentración de oxígeno en el agua, así como
la duración de la exposición, peso corporal,
relación del área branquial / cuerpo y la es-
pecie (Ross L y Ross B, 2008).

Un anestésico emergente y eficaz para
el uso en peces es el aceite de clavo. Es un
producto vegetal con muchas aplicaciones en
la medicina popular. Su ingrediente activo
(IA) es el eugenol (4-alil-2-vaselina) (Munday
y Wilson, 1997), que constituye el 70-95%
del peso total de la base de aceite de clavo.
Se obtiene de la destilación de las flores, ta-

llos de las flores y las hojas de los árboles
Syzygium aromaticum (L.) Merrill y Perry,
Eugenia aromatica (L.) Baillon y Eugenia
caryophyllata Thunberg (Soto y
Burhanuddin, 1995; Kun et al., 1998; Jirovetz
et al., 2006); se le utiliza en odontología como
anestésico tópico, y es una alternativa a
anestésicos tradicionales como metomidato,
quinaldina y metanosulfonato tricaína (Sladky
et al., 2001). El eugenol es considerado como
mutagénico no cancerígeno. También se ha
encontrado que posee propiedades antivirales,
antibióticas y antimicóticas (Grush et al.,
2004).

El mecanismo exacto de acción del
eugenol no está totalmente dilucidado; sin
embargo, estudios in vitro indican que el
eugenol interactúa con los neurotransmisores
involucrados en la sensación de dolor, con
efecto agonista del ácido gamma-
aminobutírico (GABA) y antagonistas de
glutamato, que actúa sobre los receptores N-
metil-D-aspartato (NMDA), ambos de gran
importancia en la transmisión del dolor
(Aoshima y Hamamoto, 1999; Yang et al.,
2003; Oliveira et al., 2008).

Los ensayos biológicos de toxicidad son
eficaces para determinar el efecto de agen-
tes físicos y químicos sobre organismos de
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prueba bajo condiciones experimentales es-
pecíficas (Fanta et al., 2003). Las conse-
cuencias se evalúan por la reacción de los
organismos, tales como muerte, crecimiento,
proliferación y multiplicación, así como por
cambios morfológicos, fisiológicos e
histológicos (Castillo, 2004; Napán et al.,
2010). Las pruebas letales o de toxicidad
aguda (CL50) permiten evaluar los principa-
les efectos de los contaminantes calculando
la concentración que resulta letal para el 50%
de individuos expuestos a corto plazo
(Calabrese et al., 1977). Por tanto, es nece-
saria la evaluación de compuestos que pue-
dan representar alternativas para el estudio
en peces, ya sea por su importancia como
recurso biológico o por el valor económico
que representan.

Xiphophorus helleri (Heckel, 1848)
(Poecilidae), comúnmente conocido en la
acuariofilia como pez espada, es una espe-
cie dimórfica cuya distribución geográfica se
extiende desde el norte de México hacia el
centro y occidente de Guatemala y Hondu-
ras en América Central (Axelrod y
Wischnath, 1991). Una de las característi-
cas principales en esta especie es la varia-
ción en las aletas (por ejemplo, aleta dorsal
alta, aleta caudal lira o combinaciones de
ambos) (Tamaru et al., 2001).

El objetivo de presente estudio fue ob-
tener la concentración letal media del eugenol
(CL50) a las 96 h y determinar una concen-
tración eficaz como anestésico sobre peces
de la especie X. helleri.

MATERIALES Y MÉTODOS

Localización

Las pruebas se realizaron en el Labo-
ratorio de Mejora Genética y Reproducción
Animal de la Facultad de Ciencias Naturales
y Matemática de la Universidad Nacional
Federico Villarreal, ubicado en el distrito de
El Agustino, Lima, Perú.

Organismos Experimentales

Los 330 especímenes juveniles
(sexualmente activos) de X. helleri proce-
dieron del stock del laboratorio. Los peces,
capturados al azar e indistintamente del sexo,
fueron distribuidos y aclimatados durante tres
semanas en dos acuarios de 280 L (100 x 70
x 40 cm).

Se usó agua de grifo acondicionada con
Aqutan Sera® 0.3 mL.L-1 por 24 h. Se insta-
ló un aireado continuo y se controló diaria-
mente la temperatura (24.4 ± 0.17 °C), pH
(7.6 ± 0.18), conductividad eléctrica (0.53 ±
0.05 mS/cm) y promedio de solutos disueltos
en el medio (262 ± 17.89 mg.L-1). Además,
el fotoperiodo fue controlado (12L/12D).

La toma de peso y longitud de los peces
se hizo según Llanos y Scotto (2010), con
uso de anestesia para evitar el estrés, toman-
do las medidas en un corto periodo de tiempo
(30 s como máximo). Los peces recibieron
alimento en hojuelas Sera® en forma diaria;
sin embargo, no recibieron alimento 24 horas
antes ni durante el ensayo, para evitar conta-
minación del medio e interferencias con el
tóxico presente.

Protocolo Bioético

El manejo de los animales de laborato-
rio se realizó teniendo en cuenta los siguien-
tes principios básicos: evitar el sufrimiento
innecesario de los animales, evitar riesgos del
manipulador y fomentar la aplicación de la
regla de las 3R (Reducción, Refinamiento y
Reemplazo) (OIE, 2011).

El experimento se realizó de acuerdo a
los lineamientos propuestos por la European
Medicines Agency (2007): (a) se seleccionó
a los animales de apariencia más saludable y
de peso similar, (b) se utilizó el mismo núme-
ro de machos y hembras, y (c) se aseguró el
mínimo número de peces por tratamiento, te-
niendo conocimiento previo sobre los rangos
de las variables a estudiar en la especie, y (d)
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se obtuvo un alto nivel de la cría de animales.
Las condiciones ambientales fueron contro-
ladas. La dieta y el agua fueron estan-
darizadas en su calidad y composición du-
rante todo el periodo de estudio.

Preparación del Eugenol

Las concentraciones del anestésico par-
tieron de una solución de reserva del 10%
(eugenol 5 mL + 45 mL de agua del grifo). De
esta manera, al hacer una solución de trabajo
de 100 mg.L-1, se tomó 1 mL de la solución
madre mezclándolo con 1 L de agua del grifo.

CL50 de Eugenol a las 96 h

Se utilizaron 27 acuarios de vidrio de 20
L (50 x 26 x 30 cm), mantenidos a una tem-
peratura de 24 ± 2 °C durante las 96 h del
periodo experimental, y saturado con oxíge-
no durante 24 h antes de la introducción de
los peces. Se realizó la mezcla de solución
reserva de eugenol en agua, diluida con un
factor 0.6 para obtener concentraciones de 0
(control), 3.9, 6.5, 10.8, 18.0, 30.0, 50.0, 83.4
y 139.0 mg.L-1, respectivamente, en nueve
acuarios, con tres réplicas por cada concen-
tración. Se colocaron 10 peces por acuario.

Se registró el número de muertes a las
3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h del estudio. Los
peces fueron considerados muertos cuando
no había movimiento opercular durante 15 min
de observación (o sin que ocurra movimiento
ante el estímulo de un estilete).

Inducción del Anestésico

Se empleó el método de «anestesia por
inmersión» (Brousse, 1974), donde los peces
fueron sumergidos en 2 L de solución
anestésica (eugenol mezclado enérgicamen-
te y agua acondicionada a la misma tempe-
ratura del agua de donde fueron extraídos los
animales [Hicks, 1989], sin uso de algún di-
solvente orgánico [Durville y Collet, 2001]).
Se emplearon dosis de 100, 125 y 150 mg·L-1,

colocando 20 individuos por dosis. Se obser-
vó el comportamiento de los peces y se re-
gistró el tiempo en alcanzar las distintas fa-
ses de anestesia (I: pérdida de equilibrio; II:
pérdida de movimiento corporal, pero con
continuo movimiento opercular; III: igual que
en la fase II pero con cese de movimiento
opercular) (García-Gómez et al., 2002; Lla-
nos y Scotto, 2010), con un cronómetro digital
Hanhart CR001.

La eficacia del anestésico fue dada por
la pérdida total del equilibrio, sin una visible
respuesta o reacción durante su extracción y
manipulación (Munday y Wilson, 1997). Los
animales anestesiados fueron extraídos de la
pecera para ser pesados y medidos (Ross L
y Ross B, 2008).

Recuperación de la Anestesia

La pecera de recuperación contenía una
alta aireación, tal como lo menciona Hicks
(1989). Se observaron las distintas fases de
recuperación (I: cuerpo inmovilizado con ini-
cio de movimiento opercular; II: movimien-
tos operculares regulares e inicio de movi-
miento corporal; III: recuperación del equili-
brio y comportamiento similar al de
preanestesia) (García-Gómez et al., 2002;
Llanos y Scotto, 2010).

La eficacia del anestésico se evaluó en
base a un tiempo de inducción igual o inferior
a 3 minutos y de recuperación dentro de 5
minutos (Marking y Meyer, 1985).

Análisis de Datos

La eficacia de las dosificaciones se eva-
luó a través de un análisis de varianza
(ANDEVA). Se determinó el CL50 a 96 h
mediante el uso del método de ajuste
Spearman-Karber v. 1.5 (Spraque, 1990;
Akbari et al., 2010). No hubo mortalidad en
los contenedores de control. El análisis de
datos se hizo con el programa estadístico
Minitab v. 16.1.0 (Llanos y Scotto, 2010).
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RESULTADOS

En el Cuadro 1 se observa la mortali-
dad ocurrida por efecto de la anestesia a di-
ferentes concentraciones de eugenol. Se ob-
tuvo una alta mortalidad inicial en la concen-
tración de 139 mg.L-1, muriendo más de la
mitad dentro de las tres primeras horas y una
mortalidad total a las 24 horas. Asimismo, la
mortalidad fue total a las 72 h en la concen-
tración de 83.4 mg.L-1.

El valor de la CL50 a 96 horas (95% de
límites de confianza) del eugenol fue 22.12
mg.L-1 con un límite mínimo de 15.86 y máxi-
mo de 30.85 mg.L-1 (Cuadro 2). Se determi-
nó una ecuación logarítmica utilizando el
diagrama de dispersión para dos variables
dependientes de los tiempos controles y las
concentraciones utilizadas para la prueba:
y = -25.94 ln(x) + 135.61; R² = 0.8687 (CL50
vs tiempo del CL50) (Fig. 1).

El eugenol resultó efectivo como anes-
tésico en X. helleri a concentraciones de 100,
125 y 150 mg.L-1 en todos los animales. Los

tiempos de inducción variaron según el peso
y la longitud de los peces anestesiados (Cua-
dro 3, Fig. 2). La dosis de 125 mg.L-1 resultó
con mayor efectividad en la inducción de la
anestesia según el análisis de correlación
mostrado en la Cuadro 4.

La recuperación de los animales en con-
centraciones de 100, 125 y 150 mg·L-1 fue
total. Los tiempos de recuperación variaron
según el peso y la longitud de los peces
anestesiados (Cuadro 3, Fig. 2). La mayor
efectividad en la recuperación fue a la dosis
de 125 mg.L-1 (Cuadro 4). No se observaron
efectos adversos posteriores a la recupera-
ción de los animales.

Las ecuaciones logarítmicas, utilizando
diagramas de dispersión para dos variables
dependientes de la dosificación con mayor
correlación para el tiempo de inducción, fue-
ron: y = 118.1 ln(x) + 141.77; R² = 0.5883 (peso
corporal vs tiempo de inducción a una dosis de
125 mg.L-1) (Fig. 3), y = 401.33 ln(x) - 349.75;
R² = 0.5786 (longitud corporal vs tiempo de
inducción a una dosis de 125 mg.L-1) (Fig. 4).

Cuadro 1. Mortalidad de Xiphophorus helleri (n=30) expuestos a varias concentraciones de 
eugenol durante la prueba de CL50 a 96 horas  

 

Concentración de  
eugenol (mg.L-1) 

Número de muertes durante las horas de control (h) 

3 6 12 24 48 72 96 

139.0 20 3 5 2 - - - 

83.4 11 1 3 5 5 5 - 

50.0 5 1 4 1 5 4 2 

30.0 0 3 2 1 4 1 2 

18.0 0 3 1 1 3 2 2 

10.8 0 1 1 2 2 1 2 

6.5 0 0 1 2 0 2 2 

3.9 0 0 0 0 0 0 0 

Control (0) 0 0 0 0 0 0 0 
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Las ecuaciones logarítmicas, utilizando
diagramas de dispersión para dos variables
dependientes de la dosificación con mayor
correlación para el tiempo de recuperación
fueron: y = 172.22 ln(x) + 130.69; R² = 0.4285

(peso vs tiempo de recuperación a una dosis
de 125 mg.L-1) (Fig. 5), y = 531.62ln(x) - 508.64;
R² = 0.3477 (Longitud vs Tiempo de recupera-
ción a una dosis de 125 mg.L-1) (Fig. 6).

Cuadro 2. CL50 del eugenol y límites de confianza mínimo y máximo para Xiphophorus 
helleri entre las 3 y 96 horas1  

 
Tiempo 

(h) CL50 (mg.L-1) Límite mínimo de 
confianza 

Límite máximo de 
confianza 

3 109.21 63.62 140.96 

6 94.67 68.12 131.89 

12 64.73 46.39 90.56 

24 46.80 34.17 64.09 

48 33.89 24.36 47.16 

72 26.21 19.02 36.11 

96 22.12 15.86 30.85 
1 Los datos son la media de las repeticiones por triplicado 
 

Cuadro 3. Tiempo de inducción y recuperación (promedio ± d.e.) empleando eugenol 
como anestésico, a una temperatura de 24 °C, en peces Xiphophorus helleri 
(n=60) 

 

 

Dosis 100 mg.L-1 125 mg.L-1 150 mg.L-1 

Peso medio (g) 2.24 ± 0.67 2.18 ± 0.58 2.24 ± 0.67 

Longitud (cm) 4.3 ± 0.35 4.25 ± 0.33 4.31 ± .31 

Tiempo de 
inducción 
(seg) 

Fase I 41.5 ± 13.4 26.2 ± 9.0 19.7 ± 7.9 

Fase II 33.7 ± 19.4 27.3 ± 17.2 19.0 ± 10.6 

Fase III 190.3 ± 65.6 176.3 ± 36.0 157.2 ± 34.9 

Total 265.4 ± 66.8 229.8 ± 41.7 195.9 ± 32.3 

Tiempo de 
recuperación 
(seg) 

Fase I 22.1 ± 15.0 12.5 ± 3.7 9.9 ± 3.5 

Fase II 188.1 ± 78.4 167.0 ± 63.8 172.9 ± 42.9 

Fase III 115.3 ± 84.7 79.6 ± 33.8 66.0 ± 25.6 

Total 325.5 ± 102.3 259.0 ± 71.3 246.7 ± 50.7 
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DISCUSIÓN

El CL50 a las 96 horas del eugenol en X.
helleri de 22.12 mg.L-1 fue similar al obser-
vado en peces Danio rerio (Grush et al.,
2004) de 21 mg.L-1, pero muy diferente al
observado en truchas Ocorhynchus mykiss
(Keene et al., 1998) de 9 mg.L-1. X. helleri
mostró mayor resistencia al eugenol, donde
se observó el 100% de mortalidad a las 96
horas a una concentración de 50 mg.L-1 en
comparación a D. rerio a 30 mg.L-1 y O.
mykiss a 15 y 30 mg.L-1. Para el caso de X.
helleri a las 96 horas en la concentración de
30 mg.L-1 se obtuvo aproximadamente la mi-
tad de individuos muertos, indicando que los

peces de esta especie son más resistentes a
concentraciones superiores de eugenol.

El eugenol resultó efectivo como
anestésico a concentraciones de 100, 125 y
150 mg.L-1 en todos los individuos, siendo
proporcional el peso y tamaño con el tiempo
de inducción y tiempo de recuperación (Figs.
3 a 6). Según los criterios que deben reunir
los anestésicos (Marking y Meyer, 1985), la
duración razonable de la exposición debe ser
alrededor de tres minutos o menos y permitir
la recuperación dentro de los cinco minutos.
Las concentraciones tomadas en este ensa-
yo cumplen con este criterio, siendo la con-
centración de 125 mg.L-1, la que presentó la
mayor correlación en tiempo de inducción y
recuperación.

Cuadro 4. Coeficiente de Correlación de Pearson entre longitud (cm) y peso corporal (g) de 
peces Xiphophorus helleri sometidos a pruebas anestésicas con eugenol (p<0.05) 

 
 Coeficiente de correlación 

 Peso vs Tiempo de inducción total 

Dosis (mg.L-1) 100 125 150 

Correlación de Pearson 0.46 0.76 0.40 

Significancia 0.04 0.00 0.00 

 Peso vs Tiempo de recuperación total 

Dosis (mg.L-1) 100 125 150 

Correlación de Pearson 0.46 0.65 -0.12 

Significancia 0.041 0.002 0.62 

 Longitud vs Tiempo de inducción total 

Dosis (mg.L-1) 100 125 150 

Correlación de Pearson 0.49 0.76 0.38 

Significancia 0.027 0.00 0.10 

 Longitud vs Tiempo de recuperación total 

Dosis (mg.L-1) 100 125 150 

Correlación de Pearson 0.4 0.59 -0.077 

Significancia 0.08 0.006 0.75 
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Figura 1. CL50 durante el tiempo de exposición de 3 a 96 horas de eugenol sobre Xiphophorus
helleri. Los puntos representan la CL50 de 10 peces y las líneas punteadas el 95% de
intervalo de confianza

Figura 2. Tiempo total requerido para lograr la inducción y recuperación a la anestesia en peces
Xiphophorus helleri. Los círculos pequeños representan la media y las barras
horizontales representan la variación con el 95% de intervalo de confianza
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Figura 3. Determinación de la ecuación logarítmica entre peso vs tiempo de inducción a una
dosis de 125 mg.L-1 en individuos de X. helleri. Se empleó el mayor coeficiente de
correlación entre estas dos variables, n=20

Figura 4. Determinación de la ecuación logarítmica entre longitud vs tiempo de inducción a una
dosis de 125 mg.L-1 en individuos de X. helleri. Se empleó el mayor coeficiente de
correlación entre estas dos variables, n=20
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Figura 5. Determinación de la ecuación logarítmica entre peso vs tiempo de recuperación a
una dosis de 125 mg.L-1 en individuos de X. helleri. Se empleó el mayor coeficiente
de correlación entre estas dos variables, n=20

 

Figura 6. Determinación de la ecuación logarítmica entre longitud vs tiempo de recuperación a
una dosis de 125 mg.L-1 en individuos de X. helleri. Se empleó el mayor coeficiente
de correlación entre estas dos variables, n=20
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El tiempo de inducción obtenido en este
estudio es menor que en los ensayos de Cos-
tas et al. (2010) con O. mykiss y Carassius
auratus tomando de referencia la concen-
tración de 100 mg.L-1. O mykiss es un pez
con mayor actividad respiratoria en compa-
ración a C. auratus, sugiriendo que X. helleri
tiene una actividad respiratoria más lenta
frente a estos dos individuos, siendo de ese
modo más tolerante al eugenol.

No se observaron efectos letales duran-
te la inducción de la anestesia y la posterior
recuperación, cumpliendo de esta manera el
criterio principal del anestésico ideal (Marking
y Meyer, 1985). Asimismo, es importante
analizar los efectos acumulativos o fisiológi-
co específicos posteriores a la inducción a la
anestesia en X. helleri (Grush et al., 2004;
Ross L y Ross B, 2008), por lo que este fac-
tor debe considerarse en futuros estudios con
esta especie.

Cabe mencionar que el uso de eugenol
representa una gran ventaja financiera debi-
do a su bajo precio comparado con otros
anestésicos convencionales como el MS-222
(Keene et al., 1998; Llanos y Scotto, 2010).

CONCLUSIONES

• La concentración letal media del eugenol
(CL50) a las 96 h ocurrió a una concen-
tración de 20.02 mg.L-1

• La mejor eficacia del eugenol como anes-
tésico sobre Xiphophorus helleri se ob-
tuvo a la concentración de 125 mg.L-1
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