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Glosario
Acuatico/Acuicola: Que vive en el agua.

Acuicultura: Conjunto de actividades, técnicas y conocimientos dedicadas al cultivo y
produccién de especies acuaticas.

Hemocele: Cavidad no revestida de peritoneo por donde circula la hemolinfa, caracteristica
de varios invertebrados.

Hemocitos: Células de defensa presentes en la hemolinfa de los crustaceos.
Hemolinfa: Conocida como la “sangre” de los crustaceos.

Estatocistos: Es el érgano responsable del equilibrio en los crustaceos.
Muda: Proceso mediante el cual los artrépodos realizan su crecimiento.

Somitos: Se refiere a la division metamérica del cuerpo de un crustaceo, misma que esta
constituida por somitos, 3 toracicos y 6 abdominales.

Salinidad: Cantidad de sales minerales disueltas en el agua.

Poiquilotermia: Incapacidad de regulacion de la temperatura del organismo, por lo que sus
temperatura depende del medio en el que esté.
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Resumen

El objetivo de este estudio fue establecer un plan de sedacién, anestesia y eutanasia
en juveniles de camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) para manejo
en laboratorio utilizando sales de magnesio (MgCl2) y agua fria (4°C y 18°C). La
investigacion se realizd en Sisal, Yucatan, México. Se utilizaron 150 camarones
juveniles, con un peso de 15 g + 2 g. Se probaron 8 tratamientos; 6 concentraciones
de Sales de Magnesio y 2 temperaturas de agua fria, asi como un grupo control en
el que no se utiliz6 ningun tratamiento, Unicamente se mantuvo a 28°C. Los
animales fueron distribuidos en un disefio completamente aleatorio para todos los
tratamientos. El experimento tuvo una duracion de 30 dias y consté de varias fases:
conductual, bioguimica y eutanasia. En la fase conductual se evaluaron indicadores
visuales de estrés y la etapa lograda de anestesia; En la fase bioquimica se
analizaron los metabolitos glucosa, lactato y proteina. La fase de eutanasia no se
llevé a cabo, debido a lo encontrado en las dos primeros etapas, que permitio definir
que ningun tratamiento era correcto para el proceso de eutanasia en esta especie.
La media para las respuestas conductuales evaluadas con base en el cuadro 2
(Etapas anestésicas en crustaceos decapodos) para los 8 tratamientos
mencionados; 6 concentraciones de Sales de Magnesio (MgClz) (2.5 g/L, 5 g/L, 10
g/L, 25 g/L, 50 g/L y 100 g/L) y 2 temperaturas de agua fria: 18°C y 4°C, fue de 2a
(Pérdida parcial del equilibrio) para todas las concentraciones de Sales de
Magnesio, 3b (Movilidad reducida) para 18°C y 11c (No responde a estimulos
tactiles y de presion) para 4°C. Las medias de las respuestas metabdlicas para el
grupo control a 28°C, Sales de Magnesio a 25 g/L, Sales de Magnesio a 100 g/L,
Agua fria a 18°C y Agua fria a 4°C, siempre en ese orden. La glucosa (mg/L) fue de
0.4670b, 0.4977b, 0.9803ab, 1.1847aby 1.4607a. El lactato (mg/ml) fue de 0.0913a,
0.1713a, 0.2510a, 0.2266a y 0.077a y no mostré diferencia (p > 0.05) entre
tratamientos. La proteina (mg/ml) fue de 100.64a, 107.92a, 88.97a, 49.05b y
80.20ab. Se concluye que la hipotermia a 18°C y 4°C, asi como, el uso de sales de
magnesio (MgClz) se descartan como métodos para la sedacion, anestesia y
eutanasia en juveniles de camardén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) para
manejo en laboratorio ya que MgClz no logra obtener efecto sedativo ni anestésico
y la hipotermia produce respuestas metabolicas de estrés que no garantizan el
bienestar animal y, por lo tanto, no garantizan que no alteren ni enmascaren los
resultados en las investigaciones.

Palabras clave: L. vannamei, anestesia, MgClz, agua fria (4°C y 18 °C).



1. Introduccioén

En las ultimas décadas, la acuicultura se ha convertido en la industria de produccién
animal con el crecimiento mas acelerado en el mundo (Kristiansen y Bracke, 2020).
Entre 1990 y 2020, la produccion animal en la acuicultura a nivel mundial aumento
un 609%, con un crecimiento promedio del 6,7 % anual (FAO, 2022).

La acuicultura moderna es una industria fundamentada en gran medida en la
ciencia, pero aun relativamente joven, y la necesidad de mas investigacion en
diversas areas es evidente puesto que hemos pasado de una cultura de captura a
una cultura de cultivo, lo que también plantea nuevos desafios, asi como
responsabilidades éticas y legales (Kristiansen y Bracke, 2020). Del mismo modo,
el compromiso con el bienestar animal es fundamental para un uso responsable de
los modelos animales acuaticos (Blazquez et al. 2022).

Ala lista de animales de laboratorio se ha agregado el uso de peces y una variedad
de organismos como los invertebrados (Giridharan, 2021), cuyo uso como modelos
experimentales ha ido en aumento en los ultimos afios, pues sus caracteristicas
morfofisiolégicas hacen de ellos organismos unicos para abordar un sinnumero de
cuestiones cientificas, lo que se ha visto respaldado con la adaptabilidad de técnicas
de laboratorio y protocolos experimentales desarrollados (De Girolamo y D'Angelo,
2022).

Los resultados de la investigacion con animales tienen un beneficio directo tanto en
el bienestar de los humanos como en el de los propios animales, sin embargo, se
debe continuar la investigacion sobre la forma adecuada de manipularlos en
procedimientos experimentales (Giridharan, 2021). En consecuencia, los
procedimientos como sedacién, anestesia y eutanasia requieren que el operador y
el método estén autorizados y validado mediante la evidencia cientifica (Ross y
Ross, 2008b).

El desarrollo de planes de sedacién, anestesia y eutanasia son importantes ya que
la anestesia se utiliza principalmente para inmovilizar a los animales, lo que reduce
significativamente el estrés de la manipulacién y facilita procesos habituales en
acuicultura como la clasificacion por tallas, el muestreo de individuos, la
manipulacion de reproductores o la toma de muestras (Cooper, 2011; Zahl et al.
2012; Vasquez, 2013), mientras que la sedacion es comunmente empleada para el
traslado de los animales debido a que reduce la tasa metabdlica, por lo tanto,
también el consumo de oxigeno disminuye, y se reduce la excrecion de productos
metabdlicos al agua, ademas de minimizar las posibles lesiones fisicas y los efectos
del estrés durante dicho traslado (Ross y Ross, 2008f; Sneddon et al. 2016).



Finalmente, la eutanasia es un procedimiento que se tiene que considerar para dar
muerte de manera humanitaria a los animales de investigacién, pero aun falta
informacion sobre este procedimiento en animales invertebrados (Cooper, 2011;
Kdhler y Valentin, 2022).

Secundario a estas preocupaciones antes mencionadas y las posibles areas de
oportunidad, el presente trabajo tiene el propdsito de formular un plan de sedacion,
anestesia y eutanasia para camaron blanco del pacifico (Litopenaeus vannamei).



2. Marco tedrico

2.1 Antecedentes

En los ultimos afios han aumentado los avances en materia de bienestar animal y
cada vez es mas frecuente que todo procedimiento al que se someta un animal en
la investigacion requiera aprobacion previa. No obstante, a pesar del incremento de
informacion cientifica e interés por animales acuaticos aun existe desconocimiento
sobre ciertos procedimientos como la induccién a la anestesia, sedacion y eutanasia
(Ross y Ross, 2008b; De Souza, 2022).

Es de excelencia veterinaria, ciencia de alta calidad y respeto por la bioética
garantizar el bienestar en todas las practicas y procedimientos que involucren
animales, esto abarca ahora el uso de métodos anestésicos y analgésicos para
invertebrados como los crustaceos decapodos que, como procedimiento rutinario
de preparacion antes estaba excluido (Ross y Ross, 2008b; De Souza, 2022).

La inclusion de pautas de métodos humanitarios y éticos para proteger a los
animales durante su uso en la experimentacién es fundamental no solo para
asegurar un bienestar apropiado, sino también para conservar el apoyo de la
ciudadania al uso de animales en la investigacion y educacion (Blazquez et al.
2022).

2.1.1 Camarodn blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei)

El cultivo de camardon ha aumentado debido a la creciente demanda de productos
acuicolas en el mercado (Lara et al. 2015). EI camardon blanco del Pacifico
(Litopenaeus vannamei) es ampliamente conocido por ser uno de los mas cultivados
debido a los altos rendimientos que presenta, la extensién de su distribucion, asi
como su capacidad de adaptacion a factores tales como la temperatura y salinidad
y ademas por presentar elevados precios en el mercado internacional (Diaz et al.
2001; Cobo y Pérez, 2018).

Hoy en dia se produce mas camaron por acuicultura que por captura (Lara et al.
2015), pues es un crustaceo que ha tenido gran éxito en su manejo bajo condiciones
controladas, lo que lo ha convertido en la especie mas cultivada en el mundo
actualmente, en particular desde que China cambio su produccién de camarodn,
dejando atras las especies nativas de Asia (Gaxiola et al. 2006).

Al ser este organismo una de las especies mas demandadas de la acuicultura y por
consiguiente uno de los objetos de estudio mas investigados se ha generado la
necesidad de modificar y refinar los métodos y técnicas de investigacion y
produccion (Lara et al. 2015).



2.1.1.1 Clasificacion taxonémica de L. vannamei

Phylum: Arthropoda
Subphylum: Crustacea
Clase: Malacostraca
Orden: Decapoda
Suborden: Dendobranchiata
Superfamilia: Penaeoidea
Familia: Penaeidae
Género: Litopenaeus
Especie: vannamei

(Pérez — Farfante y Kensley, 1997).

2.1.1.2 Generalidades de L. vannamei

El camaroén blanco del Pacifico también conocido como camarén patiblanco o por
su nombre cientifico; Litopenaeus vannamei, es nativo de la costa oriental del
Océano Pacifico desde Sonora México, hasta Tumbes Peru y se comercializa en el
mercado nacional e internacional, teniendo produccion en México en los siguientes
estados: Baja California, Baja California Sur, Campeche, Chiapas, Colima,
Guerrero, Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, Sinaloa, Sonora, Tabasco,
Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (IMIPAS, 2018).

El camardn blanco se encuentra en habitats marinos tropicales, en aguas cuya
temperatura es superior a 20°C durante el afo, toleran un intervalo de salinidad
entre 2 — 40 unidades practicas de salinidad (ups), con un éptimo de 35 ups. Los
adultos habitan y se reproducen en mar abierto, mientras que las postlarvas se
desplazan hacia las costas para completar la etapa juvenil y pre — adulta en
estuarios, lagunas costeras y manglares (Gucic, 2008; IMIPAS, 2018).



2.1.1.3 Biologia de L. vannamei

Tiene el cuerpo alargado, dividido en cefalotérax (rostro, antena, anténulas y
periopodos), abdomen (6 segmentos abdominales y pleépodos) y cola (telson y
urépodos). Tiene las antenas, periopodos (patas delanteras) y urépodos (cola)
pigmentados de color rojizo. Rostrum moderadamente largo con 7-10 dientes
dorsales y 2—4 dientes ventrales (FAO, 2009; IMIPAS, 2018).

En los machos maduros, el petasma es simétrico y semi abierto, con
espermatéforos complejos, que consisten en una masa espermatica encapsulada
por una vaina. Las hembras maduras presentan el télico abierto. Su coloracion es
generalmente blanca translucida con tonos amarillos, aunque puede variar segun el
sustrato, la alimentacion y la turbidez del agua. Por lo general, las hembras crecen
mas rapido y alcanzan un tamafo mayor al de los machos (FAO, 2009; IMIPAS,
2018).

La Figura 1 muestra el esquema de la anatomia externa del camaron patiblanco, lo
que permite una mejor comprension de su division.

rRostrg Caparazén Abdomgg

\“A (L&Y

Apéndice PIE“PO‘*’S
masc ling

Uropodo

'\

.

Pereiépodo

Figura 1. Anatomia externa del camaron blanco del Pacifico
(Litopenaeus vannamei) (Martinez, 2002).



2.1.1.4 Fisiologia de L. vannamei

La Figura 2 ilustra la anatomia interna del camaron patiblanco, donde se observan
los sistemas digestivo, nervioso y circulatorio. Facilitando la compresion de los
procesos fisioldgicos y la regulacion interna del organismo.

Sistema respiratorio:

Esta constituido por dos camaras branquiales, una en cada lado de la cabeza, en la
region del cefalotorax y por debajo del exoesqueleto. En general tienen de 6 a 20
pares de branquias sensibles a las variaciones de oxigeno del medio (Randall et al.
1998; Rajoy, 2015). Las branquias consisten en un eje central con una serie de
lamelas a lo largo del mismo y cada lamela esta formada por filamentos bifurcados,
las branquias estan recubiertas por una capa de quitina, a través de la cual se realiza
la difusion de los gases (Robles, 2009).

Las camaras branquiales se cierran exteriormente por una extension del
exoesqueleto, esta extension es mas flexible, lo que permite la circulacion del agua
(Rajoy, 2015). El proceso de respiracion se lleva cabo en varias etapas, primero
ocurre la captacion de oxigeno del medio hacia el interior del organismo a través de
las branquias, posteriormente el transporte de oxigeno a los tejidos por medio de la
hemolinfa, y finalmente la utilizacion del oxigeno en las mitocondrias de las células.
La captacidén de oxigeno (O2) y la eliminacion del dioxido de carbono (CO:2) se
realizan a través de la superficie respiratoria, esto solo puede ocurrir a través de la
difusion (Robles, 2009).

Sistema circulatorio:

Esta compuesto por un corazén (que se encuentra en posicion dorsal y posterior en
el cefalotérax) y arterias que se subdividen a vasos semejantes a capilares. Uno de
los vasos termina en el érgano linfoide, que es el encargado de filtrar la hemolinfa
(Robles, 2009; Rajoy, 2015).

Luego de que se lleva a cabo el intercambio gaseoso, el oxigeno es transportado a
través de la hemocianina contenida en la hemolinfa, dicha hemolinfa pasa por las
branquias y posteriormente retorna al pericardio para llegar al corazén (por medio
de tres orificios, los ostiolos, ubicados en las paredes del corazon), el cual se
encarga de realizar el bombeo que facilitara el transporte de oxigeno al resto de los
organos (Robles, 2009; Rajoy, 2015).

La circulacion se denomina abierta, ya que la hemolinfa circula del corazon,
distribuyéndose por el cuerpo y al llegar a los tejidos se difunde por el hemocele,
para posteriormente regresar al corazon pasando por las branquias, en donde se
oxigena (Randall et al. 1998; Robles, 2009).



Sistema digestivo:

Esta constituido por boca, eséfago, estomago, hepatopancreas e intestino (Ayala,
2014). Inicia en la boca, que se ubica en posicion ventral, acompanada de
mandibulas (apéndices masticadores), se continua con el eséfago que es corto y
ancho y conecta al estbmago, este ultimo esta dividido en dos camaras: estomago
cardiaco y estomago pilérico (Randall et al. 1998; Rajoy, 2015). El estdmago
cardiaco tiene un complejo de piezas quitinosas, el molinillo gastrico que tritura el
alimento (accion previamente iniciada por las piezas bucales) y el estdmago pilérico
presiona y filtra los alimentos. Después sigue el intestino que tiene varios ciegos y
desemboca en la cara ventral del telson. El hepatopancreas es la glandula digestiva,
se localiza en la region anterior del torax, es lobulado y esta formado por diverticulos
del intestino (Rajoy, 2015).

Sistema nervioso:

Es similar al de otros artropodos. Es ganglionar, estd conformado por un par de
ganglios supra esofagicos (estos son los mas grandes y funcionan como cerebro),
y un cordon nervioso ventral doble con ganglios a lo largo del cuerpo hasta el
abdomen (Randall et al. 1998; Rajoy, 2015). Estos ganglios varian en cuanto a su
complejidad (Elwood et al. 2009).

Del par de ganglios supra esofagicos parten nervios a los 6rganos sensoriales (0jos,
estatocistos, antenas y anténulas), también parten dos ramas que se unen en un
ganglio sub esofagico, del cual parten nervios a la boca, apéndices masticadores,
esofago y glandulas antenales, de este ganglio sub esofagico parte el cordén
nervioso ventral doble que tiene un par de ganglios en cada somito, cada par de
ganglios conecta la masa muscular con cada apéndice y el par de ganglios del sexto
somito abdominal transmite a los urépodos, telson y la parte final del tracto digestivo
(Rajoy, 2015).



Osmorregulacion:

La mayoria de los organismos acuaticos son osmoconformadores, es decir que
todos sus fluidos corporales estan en equilibrio osmético con el agua del medio en
el que se encuentran (Bradley, 2008). En el caso de los crustaceos de la zona
costera donde la salinidad del medio puede variar, la osmorregulacion es
particularmente importante (Chong, 2015).

Los crustaceos marinos respiran mediante branquias que poseen epitelios delgados
y permeables por lo que tienen que permanecer en contacto con el medio acuoso
exterior, la mayoria de estos animales son osmoconformadores y su hemolinfa tiene
la misma concentracion osmoética que el medio en el que estan, aunque la
composicion iénica puede diferir (Bradley, 2008). Sus 6rganos excretores son las
glandulas antenales (Randall et al. 1998).

La facultad de un organismo para regular en distintas salinidades (eurihalinidad) es
una adaptacion evolutiva de los crustaceos que les permite mantener en equilibro
la osmolalidad de la hemolinfa dentro de sus patrones de osmorregulacion. Estas
especies eurihalinas tienen mecanismos de adaptacion que incluyen estructuras y
epitelios con células especializadas que poseen un mecanismo molecular
especializado para el transporte ionico (Chong, 2015).

L. vannamei es una especie osmoconformista eurihalina, es considerada un buen
osmorregulador, puesto que se osmoconforma, pero puede tolerar cambios
sustanciales en un amplio intervalo de salinidad (Arzola et al. 2008; Bradley, 2008).
Puede adaptarse a aguas con baja salinidad (1 — 2%) hasta aguas con alta salinidad
(40% o mas). Estos animales varian su patron de osmorregulacion dependiendo de
la salinidad del medio, son hiper — osmorreguladores en bajas salinidades, hipo —
osmorreguladores en salinidades altas e iso — osmoéticos en salinidades
intermedias, teniendo un punto iso — osmdtico alrededor de una salinidad de 25 —
27% (Diaz et al. 2001; Valdez et al. 2008).



Termorregulacion:

La temperatura corporal es un factor universal que afecta el funcionamiento de los
organismos al tener efecto sobre células, tejidos y 6rganos (Lagerspetz y Vainio,
2006; Ewart, 2020). Los animales tienen diferentes tipos de relaciones con la
temperatura del medio ambiente en el que viven y, por consiguiente, utilizan varias
estrategias para regular su temperatura corporal, asi como el intercambio de calor
entre ellos y el medio en el que se encuentran (Hernandez, 2008; Ewart, 2020).

El término poiquilotermo proviene de poikilos que significa multiple, varios o variado
y se refiere a la variacion de temperatura corporal que pueden tener estos
organismos, dicha variacion abarca un rango considerable de temperatura. A los
animales poiquilotermos se les puede denominar también ectotermos, debido a que
su temperatura corporal depende de las condiciones térmicas del entorno, siendo
asi ambos términos correctos (Monteith y Unsworth, 2013; Ewart, 2020).

Los poiquilotermos tienen menor control fisiolégico de su equilibrio térmico por lo
que usan estrategias conductuales como desplazamiento a zonas con temperaturas
Optimas que favorezcan su homeostasis, evitando los extremos de calor y frio
(Hernandez, 2008; Monteith y Unsworth, 2013), ademas los animales
poiquilotermos ahorran considerablemente energia al no gastarla en mantener el
desequilibrio térmico entre ellos y el medio ambiente (Ewart, 2020).

Los crustaceos son considerados poiquilotermos acuaticos dado que su
temperatura corporal varia con la del exterior, y por ello, su temperatura corporal se
equipara a la del agua que los rodea. De forma natural producen metabdlicamente
calor interno y lo almacenan, lo que puede llevar a un aumento de la temperatura
corporal respecto a la del agua, sin embargo, tienen tasas metabdlicas
relativamente lentas y su produccion interna de calor metabdlico es en cierta medida
baja, ademas de esto, el agua absorbe dicho calor, lo que hace que la diferencia
entre ambas temperaturas sea escasa (Largerspetz y Vainio, 2006; Monteith y
Unsworth, 2013; Ewart, 2020).

Ahora bien, la conductancia térmica de los crustaceos es alta, es decir, son
ectotermos y por lo tanto su temperatura interior depende de la del exterior (su
temperatura es baja en entornos frios y alta en entornos calidos) (Largerspetz y
Vainio, 2006; Ewart, 2020), por tal motivo, recurren a mecanismos de
termorregulacion para sobrevivir tales como el traslado a temperaturas mas
convenientes y adecuadas, y la capacidad de adaptacion térmica (Largerspetz y
Vainio, 2006; Hernandez, 2008).
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Figura 2. Anatomia interna del camaron blanco del Pacifico
(Litopenaeus vannamei) (Pérez Farfante, 1969).
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2.1.2 Normatividad

La creciente importancia de la acuicultura, el aumento de animales acuaticos
utilizados en experimentacion, la investigacion sobre el bienestar animal y una
mayor proteccion legal de los animales, en general, demandan que se requiera un
marco normativo que sea una guia de accidn en practicas que involucren
organismos acuaticos (Bovenkerk y Meijpboom, 2020; Kristiansen y Bracke, 2020).

El bienestar de organismos acuaticos como los peces se considera en la legislacion
y recomendaciones internacionales desde hace varios afos, por ejemplo: en la Ley
de Protecciéon Animal de Noruega (1974), la Ley de Bienestar Animal del Territorio
de la Capital Australiana (1992), la Ley de Bienestar Animal de Nueva Zelanda
(1999), la Ley de Proteccion y Cuidado de los Animales del Gobierno de Queensland
(2001), el Consejo de Europa (2005) y la Ley de Bienestar Animal de Noruega
(2009) (Kristiansen y Bracke, 2020).

Lo mismo que organizaciones internacionales que han incluido en sus regulaciones,
estandares y certificaciones, medidas sobre el bienestar de los peces, basadas en
las leyes ya mencionadas, es el caso del Cédigo de Conducta emitido por la
Federacion Europea de Productores Acuicolas (FEAP por sus siglas en inglés;
Federation of European Aquaculture Producers), esquemas de certificacion emitidos
por el Consejo de gestion de la acuicultura (ASC; Aquaculture Stewardship Council),
la Alianza Mundial de Productos del Mar (GSA: Global Seafood Alliance) y su
divisién Mejores Practicas Acuicolas (BAP: Best Aquaculture Practices) (Kristiansen
y Bracke, 2020).

Ahora bien, desde el siglo XX los animales han sido incluidos en las leyes
occidentales. La Directiva de la Unién Europea que se encarga de regular el uso de
animales en procedimientos experimentales cientificos y con fines educativos es un
ejemplo de la proteccion legal a los animales (Pollo y Vitale, 2019; Ponte et al. 2019).

La Directiva 2010/63/UE establece que cada criador, proveedor y usuario debe
contar con personal suficiente y capacitado con la educacion y formacion adecuada
sobre la realizacidn de procedimientos en animales, disefio de proyectos vy
procesos, cuidado de los animales y eutanasia de los mismos, asi como ser
supervisado antes de realizar alguna de las actividades mencionadas y se haya
corroborado la competencia necesaria, del mismo modo los estados miembros
estan obligados a publicar los requisitos minimos de educacién y formacion para
realizar las funciones mencionadas anteriormente, dicha formacion incluye temas
como ética, legislacién, biologia, etologia, anestesia, analgesia, eutanasia y disefo
experimental (Utne — Palm y Smith, 2020).
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Esta Directiva también declara como umbral “cualquier procedimiento que pueda
causar dolor, sufrimiento, angustia o dafo duradero equivalente o superior al
causado por la insercion de una aguja hipodérmica de acuerdo con las buenas
practicas veterinarias”, cubriendo tanto procedimientos invasivos como no
invasivos, por lo que las investigaciones que involucren intervenciones
conductuales pueden alcanzar este umbral, estableciendo de esta forma que si un
procedimiento alcanza el nivel de malestar y estrés que pueda causar la insercion
de una aguja, entonces se aplicara dicha legislacion (Ricceri y Vitale, 2011; Ponte
et al. 2019).

Anteriormente las leyes y bioética no les prestaban atencion a los invertebrados, y
al no estar protegidos por la legislaciéon quedaban en manos de la voluntad de los
cientificos que los usaban experimentalmente, sin embargo, debido al aumento de
la investigacion cientifica y el uso de invertebrados en el laboratorio, se deben
empezar a considerar cada vez mas (Pollo y Vitale, 2019).

A su vez, la Directiva de la Union Europea anteriormente no consideraba a los
invertebrados, pero la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA por sus
siglas en inglés; European Food Safety Authority) solicitdé que se incluyeran algunos
invertebrados como lo son los cefalépodos entre los animales cuyo bienestar se
debe tener en cuenta si se utilizan con fines cientificos por lo que actualmente la
Directiva 2010/63/UE que entré en vigor en Enero del 2013 los incluye y estan
protegidos legalmente en la Union Europea en todos los Estados miembros al igual
que todos los vertebrados. No obstante, ya habia una norma sobre el bienestar de
los cefalopodos en la legislacion britanica (Pollo y Vitale, 2019; Ponte et al. 2019).

Cabe destacar que la Comisién Técnica de Salud y Bienestar de los Animales
(AHAW por sus siglas en inglés; Animal Health and Welfare) de la EFSA solicit6é que
se incluyeran en la Directiva de la UE los crustaceos decapodos, a pesar de ello,
dicha solicitud no fue incluida en la version final de la ultima Directiva (EFSA, 2005).

Mientras que en algunos paises ahora estan considerando en sus legislaciones (que
regulan la investigacion en laboratorio), la inclusion y proteccion del bienestar de
algunos invertebrados acuaticos: Suiza regula los experimentos con cefalépodos y
crustaceos decapodos, Noruega de igual forma con calamares, pulpos, crustaceos
y abejas meliferas, por su lado, Australia regula el uso de cefalépodos por medio
del Cédigo del Consejo Nacional de Salud e Investigacion Médica y Nueva Zelanda
incluye en sus normativas al pulpo, calamar, langosta y cangrejo de rio (Pollo y
Vitale, 2019). Esto es un avance fundamental en la inclusién y consideracion de
invertebrados acuaticos en la investigacion, experimentacion y educacion (Ponte et
al. 2019).
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Por su lado, la OMSA en 1985 publicé por primera vez el Cédigo Sanitario para los
Animales Acuaticos en el que se establecen las normas para mejorar la sanidad de
los animales acuaticos (anfibios, crustaceos, peces y moluscos) en el mundo
(OMSA, 2023b), y en 2008 implemento principios de bienestar animal para algunos
organismos acuaticos, tal es el caso de los peces (Kristiansen y Bracke, 2020;
OMSA, 2023Db).

La Directiva 2010/63/UE incluye también directrices sobre el bienestar, alojamiento,
cuidado, enriquecimiento ambiental, sanidad, manejo, transporte y describe los
meétodos aceptables de eutanasia, incluyendo animales acuaticos como los peces,
pero sin mencionar a ninguna especie en especifico (Utne — Palm y Smith, 2020).

En 2020 la Asociacion Americana de Medicina Veterinaria (AVMA: American
Veterinary Medical Association) actualizé por ultima vez su guia con pautas para la
eutanasia de los animales, esta guia esta dirigida al gremio veterinario, asi como al
personal que realice 0 supervise la eutanasia de animales, también aborda la
sedacion y anestesia (AVMA, 2020b). La version anterior emitida en 2013 ya incluye
a los invertebrados acuaticos, pero ambas versiones son similares con respecto a
estos, pues no mencionan un método en concreto como estandar, ni de ninguna
especie en especifico, si no que recomiendan extrapolar los métodos utilizados en
peces, refiriéndose a ellos en general (AVMA, 2013; AVMA, 2020b). Siendo lo
anterior un problema, ya que gran parte de la legislacion actual que regula la
investigacion con animales hace referencia a los invertebrados acuaticos y a los
peces como si fueran una sola especie (Utne — Palm y Smith, 2020).

En México se cuenta con las Normas Oficiales: NOM-033-SAG/Z00-2014, Métodos
para dar muerte a los animales domésticos y silvestres, en la que se incluyen a los
invertebrados terrestres y mamiferos marinos, pero no a otros organismos acuaticos
como peces y crustaceos (DOF, 2015) y la NOM-062-Z00-1999, Especificaciones
técnicas para la produccidn, cuidado y uso de los animales de laboratorio, en la que
se aborda el perfil del personal responsable de los animales, la obtenciéon de los
animales, alojamiento, métodos de identificacién, alimentacion, movilizacién,
técnicas experimentales, analgesia, anestesia y eutanasia, no obstante, no incluye
organismos acuaticos (DOF, 2001).

Dado que los animales acuaticos son un grupo tan diverso de especies con
necesidades, requerimientos y adaptaciones especificas, es complicado formular
directrices generales, por ello existe la necesidad de aumentar los esfuerzos tanto
generales como especificos para mejorar y regular la calidad de la investigacion que
se realiza en ellos formulando directrices especificas para cada una de las especies
y posibles situaciones, al menos para las especies mas utilizadas en la investigaciéon
(Utne — Palm y Smith, 2020).
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Por el momento, a causa de la falta de informacion detallada y especifica de las
especies acuaticas, su uso se debe regir con la normatividad general aplicable y es
por ello por lo que existe un gran potencial para perfeccionar y detallar los criterios
de evaluacién en las investigaciones y experimentos con estas especies (Utne —
Palm y Smith, 2020), actualmente la legislacion mundial se encuentra en un
momento oportuno para proteger bajo la normatividad a aquellos animales que hoy
en dia no lo estan, como los crustaceos, tanto en el area de la investigacion,
experimentacion y educacion, como en el area de la industria de produccion
(Giménez y Jiménez, 2019).
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2.2 Acuicultura en el mundo

La acuicultura tiene un alto nivel de importancia a nivel mundial (Einarsson y Dis
Oladaéttir, 2021). Ha contribuido crucialmente a la seguridad alimentaria, la nutricién
y la economia de cada pais. Se prevé un crecimiento en su produccién en los
siguientes afos, mismo que debe procurar la salud de los ecosistemas acuaticos,
el bienestar de los animales, la biodiversidad, asi como no aumentar la
contaminacion (FAO, 2022). En este crecimiento, se enfrentan importantes
desafios, ya que, con el aumento de la demanda de estos productos, aumentan
también las exigencias (Hicks, 2016).

La acuicultura moderna sustentable tiene como retos proveer al mercado y
satisfacer el incremento mundial del consumo de productos acuicolas generando
productos de alta calidad y funcionales, mismos que deben estar sustentados en el
manejo integral de los recursos acuicolas, su conservacion, restauracion y
proteccion, considerando los factores ambientales, productivos, bioldgicos,
culturales, sociales, economicos, tecnologicos, juridicos, normativos e
institucionales (DOF, 2007; Magallén et al. 2007).

Por lo tanto, la sostenibilidad y sustentabilidad se caracterizan por la
implementacion de acciones encaminadas al desarrollo de la acuicultura de forma
equilibrada, definiendo proyectos viables econdmicamente, soportables por el
medio ambiente, compatibles con los ecosistemas y equitativos para la sociedad
(DOF, 2007; Espinds, 2011).

Dado que, la acuicultura ha crecido sin contar con suficientes conocimientos
basados en la investigacion cientifica, es crucial priorizar su desarrollo,
especialmente en aquellas areas donde el potencial de profundizacion sigue siendo
en gran medida inexplorado (FAO, 2022), pues, si se busca optimizar los recursos
acuicolas, es necesario impulsar estrategias y capacidades cientifico -
tecnoldgicas, de gestidn y logisticas que contribuyan a la diversificacién de las
especies y mejora de procesos practicos con el propdsito de garantizar el progreso
sustentable y sostenible de la actividad acuicola (Magallon et al. 2007; Espinds,
2011).

Por ello, para atender los retos de una actividad relativamente nueva como es la
acuicultura, es necesario la generacion de nuevo conocimiento y su aplicaciéon. De
esta forma, es posible la transmisién del conocimiento para generar valor. Del
mismo modo, incluir nuevos enfoques en el cuidado de los entornos ambientales y
sociales donde se desarrolla la acuicultura, a fin de prevenir conflictos y malas
practicas (Berger, 2020).
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2.3 Acuicultura en México

Actualmente de acuerdo con la FAO, México se posiciona dentro del top 10
ocupando el séptimo lugar a nivel mundial y el segundo lugar en Latinoamérica en
la produccién pesquera y acuicola de camaron, siendo sus principales estados
productores Sinaloa, Sonora y Tamaulipas (CONAPESCA, 2024).

En el sector acuicola de nuestro pais, el conocimiento se genera principalmente en
las universidades y centros de investigacion, por lo que dichas instituciones son
parte fundamental del sistema de innovacién, ademas de contribuir al desarrollo
econdmico y social del pais mediante la formacion de capital humano, la generacion
de investigacion basica y aplicada, la formacién de un ambito de trabajo cooperativo
entre universidad, gobierno e industria y la transferencia de conocimientos (Casas
et al. 2007).

En los Estados Unidos Mexicanos, la acuicultura ha alcanzado niveles de desarrollo
que van desde la escala experimental, hasta la produccion comercial. Entre las
acciones que se han desarrollado para incentivar el crecimiento de la acuicultura,
se incluye el mejoramiento de lineas genéticas, apoyo y desarrollo a la investigacion
aplicada y ordenamiento acuicola destinado a seguir impulsando el potencial
acuicola nacional (SADER, 2022).

Por sus caracteristicas fisicas, naturales y sociales, asi como su ubicacion
geografica, el pais cuenta con uno de los potenciales acuicolas mas importantes del
mundo, lo que lo coloca en una posicion estratégica para que sea uno de los lideres
mundiales en la producciéon acuicola tanto de agua dulce como marina (Rosales y
Acevedo, 2012; Platas y Vilaboa, 2014). No obstante, se requiere invertir y
desarrollar infraestructura, investigacion cientifica y tecnolégica, transferencia de
tecnologia, financiamiento y manejo del riesgo, ademas de politicas, leyes, normas
y reglamentos que proporcionen certeza juridica y estimulen la introduccion,
permanencia y ampliacion en este sector. Con el soporte anterior la acuicultura
mexicana estara en posibilidades de contribuir significativamente a la produccién de
alimentos, crecimiento econdémico, cientifico y generacién de empleos que el pais
necesita en el corto, mediano y largo plazo (Platas y Vilaboa, 2014).

La republica mexicana posee todas las condiciones necesarias y suficientes para
desarrollar el potencial de la acuicultura, dicho desarrollo dependera de la aplicacion
exitosa de los conocimientos generados, tecnologias eficientes, procesos de
innovacion, modernizacion y reconversion para satisfacer las demandas del sector
(Platas y Vilaboa, 2014; FAO, 2024). Ya que es precisamente la utilizacion de las
ciencias basicas y aplicadas lo que permitié que la acuicultura saltara en el tiempo
miles de afios en comparacion con la agricultura y ganaderia como actividad
productiva. Sin embargo, se requiere de una estrategia de investigacion cientifica y
tecnoldgica en acuicultura para aumentar la productividad y competitividad del pais
(Platas y Vilaboa, 2014).
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2.4 Uso de animales en investigacion y educacion

La investigacion con animales es ampliamente reconocida como parte integral de la
ciencia, cuyo objetivo es resolver las problematicas que se plantean (Aller et al.
2000), pues la respuesta a muchas preguntas se ha obtenido a través de la ciencia
(Blasco, 2011). Contribuyendo de manera decisiva al bienestar de las personas
(OMSA, 2023a).

En general, muchas areas de la ciencia se han apoyado en la experimentacion
animal (Aller et al. 2000), en disciplinas como fisiologia, parasitologia, virologia,
toxicologia, farmacologia, microbiologia, inmunologia, nutricién, entre otras, lo que
ha permitido contribuir a aumentar las expectativas de vida de muchas personas a
nivel mundial (Barrios et al. 2011).

El uso de modelos animales cuando no puedan ser sustituidos por otras técnicas
alternativas es esencial para el progreso de la ciencia, ya que la experimentacién
animal ha contribuido a investigaciones que benefician tanto al hombre como a los
animales, constituyendo un medio de aprendizaje al permitir la docencia, generacion
de conocimiento y el ensayo de nuevas técnicas (Aller et al. 2000)

Frente a los desafios de la investigacién actual, el uso de animales no puede
omitirse por completo, sin embargo, se debe garantizar el trato digno de los mismos
(Blazquez et al. 2022). Del mismo modo, la utilidad de los resultados es
indispensable para justificar el uso de los animales (Jar, 2014), y su utilizacién
siempre sera regida por principios éticos, buscando la aplicacion de métodos
alternativos para reducir la utilizacién de los animales (Aller et al. 2000).

De acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio se define a un animal de
laboratorio como todo aquel animal usado en la investigacion cientifica, desarrollo
tecnolégico e innovacion, pruebas de laboratorio y ensefianza (DOF, 2001). A lo
largo de la historia se han utilizado diferentes modelos animales, pues su estudio
en si mismo requiere investigarlos a todos (Cardozo y Osorio, 2008). Usualmente
se emplean en la investigacion y docencia diversas especies de vertebrados que
incluyen animales de granja (cerdos, cabras, borregos, pollos, vacas, entre otros),
perros, gatos, ratas, ratones, cobayos, conejos, hamsteres, primates no humanos y
animales no convencionales (Cardozo y Osorio, 2008; Cafiete, 2016).
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No obstante, uno de los animales cuyo uso como animal de laboratorio esta
aumentando en todo el mundo son los peces (Bovenkerk y Meijboom, 2020; Utne —
Palm y Smith, 2020). Los peces se utilizan en diversas areas de la investigacion,
por ejemplo, biologia, ecologia, genética, produccion de vacunas, fisiopatologia,
etologia y toxicologia, ademas en las ultimas décadas han aumentado las
investigaciones relacionadas con el medio ambiente y la medicina tanto veterinaria
como humana (Utne — Palm y Smith, 2020).

Asimismo, en los ultimos afos ha incrementado el numero de estudios relacionados
con la pesca, ciencia y tecnologia de los alimentos, donde se utiliza una diversidad
de especies acuicolas tanto en campo como en laboratorio buscando mejorar la
salud de las especies a través del desarrollo de vacunas y mejoras en las
condiciones ambientales, produccion y manejo, estas investigaciones conllevan el
beneficio humano, puesto que se buscar potencializar la eficiencia de la produccién,
de ahi el interés como objetos de investigacion y docencia (Utne — Palm y Smith,
2020).

Dentro de las especies acuicolas que se han sumado a lista de animales de
laboratorio, destaca el uso de invertebrados como los crustaceos, pues, hoy en dia
es imposible enumerar las aportaciones que el estudio de estos animales ha
aportado, pues forman parte de la vida humana como sujetos de investigacion,
alimento e incluso como animales de compania. Por consiguiente, los cientificos,
docentes e investigadores, son muy conscientes de los avances logrados en la
investigacion cientifica con el uso de invertebrados acuaticos (Pollo y Vitale, 2019).

Es probable que el uso de organismos acuaticos como animales de investigacion
siga aumentando y de manera mas apresurada en un futuro préximo, ya que, la
acuicultura ha influenciado y se ha vuelto parte importante del enfoque de la
investigacion, este crecimiento implica un conjunto de dilemas éticos y cientificos
(Pollo y Vitale, 2019; Utne — Palm y Smith, 2020).

La sociedad hoy en dia esta cada vez mas preocupada sobre el trato que reciben
los animales en los experimentos. Este tema estd ganando relevancia, y los
cientificos, investigadores, estudiantes y docentes van a estar en el punto de mira
de los comités de ética y de los legisladores (Blasco, 2011). Tanto la legislacion,
como la sociedad, exigen que se aseguren las condiciones de bienestar animal, lo
que hace necesario refinar los procedimientos actuales para atender dicha
demanda (Jerez et al. 2019).
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La variedad de especies que pueden ser utilizadas en experimentacion requiere que
se tomen en cuenta las necesidades especificas de cada una de ellas, siendo que
cualquier especie del reino animal puede ser aprovechada en la ciencia, hay dos
abordajes que deben implementarse: la reduccion de acciones negativas que
pueden producir dolor o distrés, y el aumento de las acciones positivas que mejoran
el confort de los animales (Jar, 2014).

Para que los experimentos con animales cumplan con los estandares éticos,
cientificos y de bienestar actuales, se debe evaluar un disefio experimental de
calidad en todas sus etapas, desde la planificacion y ejecucién hasta la
interpretacion de resultados y su publicacion, por ello, el uso de organismos
acuaticos plantea retos adicionales, debido entre otras cosas al hecho de que viven
en un medio diferente al nuestro, al conocimiento inconcluso de sus necesidades
de bienestar, a la percepcion del estrés y al hecho de que tienden a ser tratados
como si fueran una sola especie (Utne — Palm y Smith, 2020).

Agregando a lo anterior, no es posible establecer pautas generales para la
investigacion con especies acuaticas, por tanto, existe una necesidad urgente de
orientacion especifica para cada una de las especies, sobre todo en temas como
manejo, sedacion, anestesia y eutanasia, al menos de las especies mas utilizadas,
al enfocarnos en la elaboracion de pautas, planes y protocolos detallados para estas
especies, se podra aumentar con relativa premura la calidad de sus investigaciones
y condiciones para laboratorio (Utne — Palm y Smith, 2020).
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2.5 Bienestar animal y las 3Rs en investigacidon con animales

El término bienestar animal designa el estado fisico y mental de un animal en
relacion con las condiciones en las que vive y muere (OMSA, 2023a). En la
actualidad, el bienestar animal, es un tema de vital importancia a tomar en cuenta,
cuya relevancia esta relacionada con el trato que el hombre les proporciona a los
animales en cualquier parte del mundo (Cérdova et al. 2009).

El bienestar animal es un asunto complejo que abarca diversas dimensiones
cientificas, éticas, econdmicas, culturales, sociales, religiosas y politicas. Es un
tema que esta generando un interés creciente en la sociedad (OMSA, 2023a). Para
identificarlo, medirlo, comprenderlo y protegerlo se requieren integrar conocimientos
especializados de diversas areas como ética, derecho, biologia, etologia,
neurofisiologia, endocrinologia, inmunologia, medicina veterinaria, entre otras
(Huntingford y Kadri, 2008).

El Farm Animal Welfare Council (FAWC) o Comité de Bienestar de los Animales de
Granja por su traduccién, un érgano asesor del gobierno britanico sobre asuntos
relacionados con el bienestar de los animales de granja, en 1992 propuso que el
bienestar animal se asegura cuando se cumplen cinco condiciones: Ausencia de
hambre y sed crdnicas, ausencia de incomodidad fisica y térmica, ausencia de dolor,
enfermedades y lesiones, expresién de conductas normales y ausencia de miedo y
distrés (Manteca, 2012).

Un animal goza de un buen bienestar si se encuentra sano, comodo, bien
alimentado, seguro, libre de sensaciones desagradables como dolor, miedo o
distrés, y es capaz de mostrar conductas que son esenciales para su bienestar fisico
y mental. Lo anterior se logra cuando se previenen enfermedades, se proveen los
cuidados veterinarios apropiados, asi como alojamiento, manejo, nutricion,
enriquecimiento ambiental, se realiza una manipulacion correcta de los individuos y
el sacrificio o matanza de manera humanitaria (OMSA, 2023a).

Centrarse en el bienestar de los animales ademas de las razones morales también
aporta una gran ventaja cientifica, pues los animales dentro de un estudio deben
estar en buenas condiciones y sin estrés, proporcionando asi resultados
cientificamente validos, entonces, un buen bienestar es al mismo tiempo buena
ciencia (Utne — Palm y Smith, 2020).

Los cientificos e investigadores a cargo de animales de laboratorio se enfrentan
actualmente al desafio del uso de métodos como la sedacién, anestesia y eutanasia
que controlen mejor el manejo de los animales, pues tanto el estrés como los
métodos en si pueden afectar los resultados de la investigacion (Carbone y Austin,
2016).
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De acuerdo con la normatividad y politicas como la UE, los animales bajo cuidado
humano deben ser tratados y mantenidos de acuerdo con las “Cinco Libertades”
emitidas por la Comisién Brambell en 1965, es decir los estados ejemplares de
bienestar animal (Ponte et al. 2019).

Las cinco libertades se derivan fundamentalmente en relacién con el bienestar de
los animales de granja, por lo que, el concepto puede tener una utilidad limitada
cuando se aplica a otros animales como los animales silvestres o de laboratorio, asi
para la evaluacion de los aspectos biolégicos, resulta mas conveniente evaluar la
capacidad adaptativa del animal (Ohl y Van der Staay, 2012).

Las cuestiones de bienestar en acuicultura radican en torno a parametros
fisicoquimicos de la calidad del agua, la densidad de poblacion, estrategias de
alimentacion y el transporte, no obstante, si se tomaran las cinco libertades como
una medida de bienestar resultaria una posible tensién entre ellas (Bovenkerk y
Meijboom, 2020).

Ahora bien, a los cientificos, investigadores y académicos se les ha delegado la
tarea de definir parametros objetivos y cuantificables del estado de bienestar de un
animal en condiciones especificas y proporcionar solucion a los problemas
identificados por la sociedad, sin embargo, no existe consenso alguno sobre como
medir objetivamente el estado de bienestar de un animal y las implicaciones de
cualquier manejo en si (Ohl y Van der Staay, 2012). Lo anterior, aunado a la
suposicidén de que no solamente se tiene conocimiento sobre lo que es el bienestar
animal, sino que ademas se sabe como implementarlo y medirlo (Bovenkerk y
Meijboom, 2020), cuando es notable que no es trabajo facil encontrar avances en el
bienestar de los organismos acuaticos en la investigacion, pues, seguido forma
parte secundaria de otras investigaciones haciendo falta trabajar especificamente
en el bienestar de organismos acuaticos (Utne — Palm y Smith, 2020).

Cuantificar el bienestar de las especies acuaticas es inclusive mas complejo que en
otras especies, puesto que, su fisiologia es diferente a la de otros organismos bien
conocidos y aun se tiene poca informacién respecto al tema. Mas aun, hay muchas
especies diferentes conocidas y no conocidas y las diferencias entre ellas pueden
ser considerablemente grandes, lo que plantea la cuestion sobre como medir el
bienestar de cada una, evidenciando la extension del trabajo sobre el bienestar de
estos organismos (Bovenkerk y Meijpboom, 2020).
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Se deben explorar diversos indicadores de bienestar, ya sean parametros internos
o externos cuantificables, tales como caracteristicas externas (infecciones, heridas,
pérdida de escamas, erosion de las aletas, pigmentacién), metabolitos (niveles de
glucosa, lactato o toxinas), o indicadores de comportamiento (suspension del
consumo de alimento, pérdida o ausencia de reflejos, cambios en los patrones de
actividad o del nado). Para poder utilizar dichos indicadores de bienestar e
implementar nuevos se necesita el conocimiento basico sobre los parametros
normales en las especies y de esta forma poder validar los cambios presentados en
ellos (Utne — Palm y Smith, 2020).

Al hacer falta informacién en cuanto a los indicadores de bienestar y la aplicabilidad
de las cinco libertades a todos los animales, los investigadores, revistas cientificas
y agencias de financiamiento estan adoptando algunos principios como la aplicacién
de las “3R” (Reemplazo, Reduccion y Refinamiento) a la investigacion con animales
(Ponte et al. 2019).

En los afios 50°s la Federacion de Universidades para el Bienestar Animal (UFAW,
Universities Federation for Animal Welfare) encomendé a William Russel y Rex
Burch la tarea de realizar una encuesta entre cientificos e investigadores sobre
experimentacion con animales, quienes se enfocaron en métodos para reducir el
estrés y crueldad, lo cual llevaria a mejorar el trato humanitario de los animales en
la investigacion. Encontraron que el estrés podia ser causado de forma directa
(causado por un procedimiento) o indirecta (factores externos a la experimentacién
como transporte, mantenimiento, dominancia, entre otros). Finalmente, los
resultados de la encuesta fueron presentados en su libro titulado “Los principios de
la técnica experimental humana” que se publicé en 1959 (Russell y Burch, 1959;
Utne — Palm y Smith, 2020).

En este libro describieron el concepto que se conoce mundialmente como las “Tres
R de la experimentacion animal” y consiste en Reemplazo, Reduccion y
Refinamiento: El reemplazo se refiere a técnicas alternativas que no involucren el
uso de animales y que estos sean sustituidos por modelos informaticos, cultivos
celulares o moléculas bioldgicas, la reduccidn se entiende como cualquier estrategia
que tenga como resultado la disminucién del numero de animales utilizados para
obtener una determinada cantidad de datos suficientes que respondan a la pregunta
de investigacion en cada caso y el refinamiento hace alusién a la modificacion de
procedimientos para minimizar el estrés y/o posible dafno que se pueda causar,
procurando asi el bienestar animal de los animales utilizados (Russell y Burch,
1959).
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La consideracion del bienestar animal y el uso de las Tres R, ahora se utilizan tanto
de forma especifica como indirecta en la legislacion actual de todo el mundo que
regula la investigacion con animales, siendo importante hoy en dia ya que
anteriormente los cientificos e investigadores lo pasaban por alto al planificar sus
experimentos. Ademas, la planificacion integral de un experimento aumenta la
probabilidad de éxito y el bienestar animal suma ventajas, puesto que los animales
que se adaptan mejor a su entorno y experimentan un estrés minimo, proporcionan
datos mas validos (Utne — Palm y Smith, 2020).

En resumen, se deben mejorar las diferentes areas de la investigacion (adquisicion,
transporte, mantenimiento y manejo) para mejorar la reproductibilidad,
transparencia y reducir al minimo el estrés de la investigacion, no sélo por motivos
de bienestar sino porque todo en conjunto aumentara la validez de los datos
recopilados, pues los resultados cientificos validos dependen de que los animales
utilizados en la investigacion muestren un comportamiento normal representativo de
su especie, sin cambios fisicos, lesiones u alteraciones causadas por factores
estresantes, y todos los cientificos, investigadores y docentes deberian compartir el
objetivo de realizar, reproducir y comunicar solo investigaciones reproducibles y
confiables (Crabbe, 2016; Utne — Palm y Smith, 2020).
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2.6 Importancia de bienestar animal en investigacion en la acuicultura

En los ultimos afos, se ha notado un aumento en trabajos sobre bienestar animal
en todas las especies animales (Cordova et al. 2009). El uso de estos conocimientos
cientificos relacionados con bienestar animal debe estar enfocado a proporcionar
mejor preparacion y concientizacion del personal que esta en contacto directo con
los animales, ya que la buena calidad de la interaccion entre los animales y las
personas responsables de su manejo tiene un efecto muy importante sobre el
bienestar, lo que lleva a obtener mejores resultados (Cérdova et al. 2009; Manteca,
2012).

A partir de que se iniciaron los primeros estudios sobre el tema de bienestar animal,
la Comunidad Cientifica Internacional, ha considerado que este tema, esta
intimamente asociado a la presencia de ciertos procesos fisioldgicos, especialmente
aquellos relacionados al estrés en los animales (Del Campo, 2006), pues el
bienestar de los animales se puede ver alterado por multiples causas que generan
estrés en los individuos y principalmente relacionadas con el manejo (Vasquez,
2013). Desde este punto de vista, las respuestas del estrés pueden generar efectos
negativos sobre su estado fisiolégico, comprometiendo asi su bienestar (Jerez et al.
2019).

Actualmente a nivel mundial, la normatividad legal, los aspectos éticos, la proteccion
del medio ambiente y el bienestar animal son de gran relevancia, por lo que en
acuicultura y sus diferentes ramas de investigacion se deben desarrollar practicas
de manejo que reduzcan el estrés y sus efectos potencialmente dafinos, ya que
pueden provocar repercusiones no deseadas en los animales (Vasquez, 2013).
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2.7 Estrés en crustaceos

Desde una perspectiva fisioldgica, el bienestar animal esta relacionado al concepto
de estrés, en los crustaceos al igual que en otros animales, cuando la intensidad,
duracion y frecuencia de las situaciones estresantes, superan la capacidad de
adaptacién de los animales, las respuestas al estrés pueden generar efectos
negativos en su estado fisioldgico, comprometiendo asi su bienestar (Jerez et al.
2019).

2.7.1 Definicion de estrés

El estrés se define como el conjunto de respuestas fisiolégicas que buscan
restablecer el equilibrio interno de un organismo (homeostasis), tras la interferencia
de estimulos intrinsecos o extrinsecos (agentes estresantes) que alteran el estado
fisiologico natural (Jerez et al. 2019; Wuertz et al. 2023).

2.7.2 Fisiologia del estrés

En el caso de los crustaceos es claro que su sistema nervioso central y endocrino
es bastante distinto al de los vertebrados, aunque realizan funciones similares
(Elwood et al. 2009). Por ello, aun cuando los crustaceos carecen de la complejidad
del sistema endocrino de los vertebrados, poseen una respuesta fisioldgica al estrés
analoga a la respuesta al estrés en los vertebrados (Lorenzon, 2005; Manfrin et al.
2016).

La respuesta al estrés en los vertebrados desencadena una cascada de cambios
hormonales que llevan a la produccién de cortisol y/o corticosterona, teniendo como
efectos estas hormonas la conversion de glucégeno en glucosa que puede utilizarse
en una respuesta de huida o lucha, y a su vez los niveles de estas hormonas
glucocorticoides a menudo sirven como indicador del estado de bienestar de los
vertebrados (Elwood et al. 2009).

Similar que, en los vertebrados, la respuesta al estrés en los crustaceos comprende
dos aspectos estrechamente interconectados, por un lado, una respuesta
conductual mediada por cambios en las regulaciones del sistema nervioso y por otro
lado una respuesta metabdlica dirigida principalmente por un eje neuroendocrino
(Fossat et al. 2015).
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De manera que, la respuesta al estrés en crustaceos se puede explicar de la
siguiente forma: en una respuesta primaria se liberan factores neuroendocrinos que
a su vez inducen la respuesta secundaria al estrés, en la cual se producen cambios
metabdlicos (alteracion de glucosa, glucégeno y lactato) para restaurar la
homeostasis y finalmente la respuesta terciaria (causada por estrés cronico) en la
que puede haber afectaciones en los parametros bioldgicos y zootécnicos del
animal, por ejemplo menor rendimiento, crecimiento disminuido, cambios de
comportamiento, disminucién de la resistencia a enfermedades, entre otros (Manfrin
et al. 2016).

Estresor quimico
(Ej. Oxigenao, didxido
de carbono)

Estresor social
(Ej. Dominancia)

Estresor fisico
(Ej. Transporte)

Respuesta primaria al estrés
t Serotonina (5HT)
t Hormona hiperglucémica de los crustaceos

Respuesta secundaria al estrés
t Glucosa t Ventilacién
t Lactato I Hemocitos
t Frecuencia cardiaca I Glucdgeno

Respuesta terciaria al estrés
1 Actividad I Muda
I Resistencia a enfermedades | Crecimiento
I Conversion alimenticia I Reproduccion

Figura 3. Respuestas fisioldgicas al estrés en crustaceos
decapodos (Lorenzon et al. 2005 y Manfrin, 2016).
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2.7.3 Clasificacion del estrés, causas y consecuencias

Los factores estresantes se pueden clasificar segun su duracion: si estos se
presentan de manera prolongada ya sea repetitiva o continuamente (dias,
semanas), se considera que producen estrés cronico. En cambio, cuando solo se
presentan brevemente y de manera puntual (minutos, horas) se considera que
producen un estrés agudo (Aguilar, 2009; Boonstra, 2013).

En la practica acuicola, la respuesta aguda es causada principalmente por
perturbaciones a corto plazo, como la captura, escape, manipulacién por parte de
personas, manejo, biometrias, transporte, entre otros factores; mientras que el
estrés crénico es causado por agentes persistentes y de larga duracion, como las
altas densidades de cultivo, la variacion en la calidad de agua, la exposicion a
nuevos ambientes y la dominancia social (Auro y Ocampo, 1999; Zamora, 2012;
Schreck y Tort, 2016).

Como resultado frente a los agentes estresantes o estresores, el organismo
reacciona con una serie de cambios de comportamiento, bioquimicos y fisiolégicos,
con el propdsito de compensar y/o adaptarse a la nueva situacién (Zamora, 2012).

Las situaciones levemente estresantes pueden tener efectos beneficiosos o
positivos (eustrés), mientras que las consecuencias a largo plazo de las
exposiciones repetidas o prolongadas al estrés que inducen respuestas adaptativas
también pueden tener consecuencias negativas o desadaptativas (distrés) al afectar
negativamente otras funciones vitales necesarias (crecimiento, desarrollo,
resistencia a las enfermedades, comportamiento y reproduccion), en gran parte
debido al costo energético asociado con el aumento de la respuesta al estrés
(Schreck y Tort, 2016).
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2.8 Indicadores de respuesta al agente estresor en crustaceos

Algunos investigadores han propuesto diferentes métodos para cuantificar las
respuestas de estrés en los crustaceos (Stentiford et al. 2001). Por lo tanto, la
evaluacion del estrés en crustaceos necesita una combinacion de parametros
conductuales y fisiologicos (Wuertz et al. 2023), ya que el organismo pone en
marcha respuestas colectivas de estrés (Koscinczuk, 2014).

Por otro lado, es necesario remarcar la complejidad de evaluar desde un criterio
fisiolégico, pues la determinacion de las respuestas frente a situaciones de estrés
puede ser crucial para estimar el grado de estrés en las investigaciones en
acuicultura ya que en los animales estresados sus respuestas se alteran despueés
de intervenciones experimentales en comparacion con los individuos no estresados
(Ralph y Tilbrook, 2016; Jerez et al. 2019; Schroeder, 2022).

2.8.1 Indicador conductual

Al igual que en los mamiferos, la respuesta al estrés en los crustaceos implica una
respuesta conductual que se debe a cambios en las regulaciones del sistema
nervioso (Fossat et al. 2015), por lo que las observaciones de comportamiento son
importantes (Wuertz et al. 2023). Si bien se han mencionado los movimientos de
cola como respuesta de escape y por tanto como sefial de estrés en crustaceos
(Fregin y Bickmeyer, 2016), especificamente para el caso de Litopenaeus
vannamei, unicamente se ha reportado el reflejo de huida, caracterizado por el
encorvamiento del abdomen para nadar subitamente hacia atras, conocido como el
sindrome del camarén acalambrado (Albines, 2019).

2.8.2 Indicadores bioquimicos

La respuesta metabdlica al estrés en los crustaceos esta controlada principalmente
por un eje neuroendocrino (Fossat et al. 2015) que induce la liberacién de la
hormona hiperglucémica de los crustaceos (CHH), la cual es analoga a la hormona
del estrés (cortisol) (Elwood et al. 2009; Wuertz et al. 2023). La CHH desempena
funciones en diversos procesos bioldgicos, sin embargo, su importancia radica
especialmente en la respuesta al estrés como efector de un sistema de control
homeostatico (Fanjul, 2006; Xu et al. 2019).

La CHH actua a través de la movilizacion de las reservas de glucogeno intracelular
para restaurar la homeostasis, produciendo asi cambios metabdlicos, un efecto
importante son los niveles elevados de glucosa y lactato en la hemolinfa, que
pueden usarse como indicador de estrés (Elwood et al. 2009; Wuertz et al. 2023).
En general, estos cambios metabdlicos tienen la finalidad de producir la energia
necesaria para restablecer la condicion de equilibrio, alterada por la exposicion a
agentes estresores (Carrefio, 2009).
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2.9 Principios de sedacion, anestesia y eutanasia en crustaceos

Los animales invertebrados han desempefiado durante mucho tiempo un papel
importante en la investigacién (Cooper, 2011), pues los crustaceos se utilizan como
modelos experimentales en una amplia gama de estudios que pueden ser invasivos
y causar dano tisular (De Souza, 2022; Rotllant et al. 2023). Sin embargo, salvo
pocas excepciones, los cientificos, veterinarios y técnicos han prestado poca
atencion a la sedacion, anestesia y eutanasia de estos organismos (Cooper, 2011).

La sedacion, anestesia y eutanasia de animales acuaticos invertebrados es un tema
bastante reciente y motivo de creciente preocupacion (Gressler et al. 2021). Ahora
se requiere un manejo humano y eficaz de estos organismos, ya que se han incluido
en las regulaciones de bienestar en muchos paises (Butler — Struben et al. 2018).
Ademas, es parte fundamental de la practica veterinaria y técnica animal monitorizar
y garantizar que se protejan los aspectos de salud y bienestar animal, incluido
cualquier estimulo adverso en los animales invertebrados, incluso si todavia no es
un requisito legal en todo el mundo (De Souza, 2022).

Dado que existen multiples inductores de estrés al manipular animales acuaticos, la
anestesia es una estrategia necesaria durante los estudios cientificos en biologia y
ecologia, trabajos veterinarios y procedimientos de acuicultura (Gressler et al.
2021). Se han utilizado distintos métodos para inducir la anestesia en crustaceos
con fines de investigacion, manipulacion y transporte (Rotllant et al. 2023). Dichos
métodos incluyen: métodos fisicos, térmicos, mecanicos, eléctricos y quimicos,
estos ultimos abarcan sustancias sintéticas, aceites naturales y sales (De Souza,
2022; Rotllant et al. 2023).

Al igual que en los peces, estos animales suelen ser sometidos a anestesia por
inmersion, absorbiendo el anestésico a través de las branquias (Gressler et al.
2021). También se utilizan habitualmente inyecciones en el cuerpo, inhalacién,
anestesia local e inyeccion intracardiaca (De Souza, 2022; Rotllant et al. 2023).

Por otro lado, a pesar de que se han recomendado diversos métodos (0 una
combinacion de ellos), a menudo para una técnica o método solo se han investigado
unas pocas especies y la mayoria de los métodos no se han estudiado
adecuadamente en condiciones de laboratorio y algunos podrian resultar
problematicos en el contexto de los procedimientos de investigacion, por lo tanto,
se necesita mas investigacion para evaluar una gama mas amplia de especies y
condiciones, ya que existen diferencias sustanciales entre especies, edad, etapa de
desarrollo, sexo, temperatura, pH y la salinidad, que pueden influir en la eficacia de
un método elegido (Cooper, 2011; Rotllant et al. 2023).
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2.9.1 Sedacion

Puede definirse como la depresion del sistema nervioso central, resultando en
somnolencia, relajacion muscular y depresién de la conciencia (DOF, 2015;
Seymour, 2017), que se logra con el uso de sedantes que alivian el malestar, el
estrés y ansiedad del animal (Morita et al. 2002).

La sedacién es un estado previo de la anestesia (Ross y Ross, 2008a; DOF, 2015).
En términos generales, la sedacion en organismos acuaticos tiene un efecto
calmante, con una respuesta sensorial disminuida, pero en el que no hay una
pérdida total del equilibrio (Ross y Ross, 2008a).

2.9.2 Anestesia

Este término se deriva de la palabra griega que significa insensibilidad (Kelz y
Mashour, 2019). Por lo que se define como la supresién total, reversible y
controlable, de la sensibilidad y la conciencia de los seres vivos sin comprometer
sus funciones vitales (DOF, 2015; Seymour, 2017), logrando un estado en el que la
percepcion sensorial y las respuestas motoras estan deprimidas (pérdida del
equilibrio e inmovilidad) (Flecknell, 2016), y por tanto el organismo ya no es
susceptible a los estimulos del medio exterior (Kelz y Mashour, 2019). Esto
mediante la accion de métodos especificos (DOF, 2015).

2.9.3 Eutanasia

Deriva de los términos griegos eu, que significa bien, y thanatos, que significa
muerte, dicho término se utiliza normalmente para describir el final de la vida de un
animal en donde una buena muerte equivale a la terminacién humanitaria de su vida
(AVMA, 2020a). De este modo se define como el acto de inducir la muerte usando
un metodo que ocasione una pérdida rapida e irreversible de la conciencia, seguida
de paro cardiorrespiratorio, sin dolor y distrés para el animal (DOF, 2015; OMSA,
2023d).

En algunos casos es necesario terminar con la vida de los animales de forma
compasiva, ya sea para poner fin a un procedimiento experimental, recoger tejidos
0 muestras y eliminar animales sobrantes o con el fin de aliviar el sufrimiento por
lesiones o enfermedades graves e incurables (Ross y Ross, 2008a; DOF, 2015).
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2.10 Métodos utilizados para la sedacion, anestesia y eutanasia en crustaceos

Se recomienda la sedacion y anestesia en crustaceos decapodos para disminuir el
distrés causado por practicas y manejos que conllevan las investigaciones
realizadas con dichos ejemplares, tales como restriccion a largo plazo,
procedimientos quirurgicos, examenes, diagnosticos, muestreos, tratamientos y
transporte. La profundidad anestésica (evaluada mediante indicadores visuales)
dependera del procedimiento a realizar, asi mismo se recomienda que se lleve a
cabo un método de eutanasia, garantizando una muerte sin distrés al animal (De
Souza, 2022).

En este sentido, la AVMA menciona en su ultima actualizacion de la guia con pautas
para la eutanasia de los animales que la sobredosis de un anestésico general es
una estrategia de eutanasia apropiada para invertebrados acuaticos, no obstante,
dado que es complicado confirmar la muerte de la mayoria de los invertebrados
(puesto que es dificil medir las constantes fisiolégicas en ellos y tienen tasas
metabdlicas lentas que pueden dar la apariencia de muerte cuando estan en un
estado de latencia) se recomiendan procedimientos de eutanasia en dos pasos en
los que la induccidén quimica de la anestesia, la ausencia de respuesta a estimulos
o la muerte van seguidas por un método complementario que destruya el cerebro o
bien los ganglios principales ya sea fisicamente (por congelacion, ebullicion o
descortezamiento) o quimicamente (por alcohol o formalina), considerando que
estos ultimos por si solos no cumplen los criterios establecidos para la eutanasia
(AVMA, 2020b).

De acuerdo con la clasificacion para los procedimientos de eutanasia en dos pasos
los métodos se clasifican en tres categorias: métodos aceptables como primer paso,
métodos aceptables como segundo paso y métodos inaceptables, contemplando
dentro de estos ultimos a aquellos métodos que no causen una muerte rapida o que
causen un traumatismo antes de la muerte en si, estos incluyen la hipoxia
secundaria a la desecacion del tejido branquial, la anoxia por falta de oxigenacién
adecuada, la exposicion a productos quimicos causticos o lesiones traumaticas
(AVMA, 2020b).

El uso de estos métodos es fundamental para procurar el bienestar animal y
garantizar que el estrés no altere ni enmascare los resultados obtenidos en las
investigaciones. Usualmente se usa la inmersibn en bafos anestésicos,
inyecciones, inhalacion, anestesia local y la inyeccion intracardiaca (De Souza,
2022). Sin embargo, el uso de métodos anestésicos en organismos acuaticos esta
limitado por la falta de informacion sobre la eficacia y los posibles efectos
secundarios en varias especies de interés en la investigacion y experimentacion
(Chatigny et al. 2018).

32



2.10.1 Sales de magnesio

El cloruro de magnesio (MgClz2) es un relajante muscular que se utiliza generalmente
como sedante en vertebrados (Sung et al. 2018) pues es viable para uso comercial
y de investigacion (Butt et al. 2008).

Es eficaz como solucion saturada en agua destilada para crustaceos de agua dulce
y puede diluirse con un volumen igual de agua de mar para su uso con crustaceos
marinos. El proceso mas habitual es afadir MgCl2 al medio que contiene al animal,
controlando el nivel de la dosis observando cuando el animal no responde a
estimulos tactiles (Ross y Ross, 2008e). En invertebrados marinos cumple los
criterios necesarios para ser considerado como un auténtico agente anestésico
(Abbo et al. 2021). Su aceptacion se debe a que se puede administrar faciimente,
no causa mortalidades, no se reporta como una sustancia toxica para el usuario, no
requiere permisos especiales para su compra (dependiendo del pais), es
econdmico, accesible, ademas se considera mas ecoldgico que otras sustancias
utilizadas como anestésicos (Butt et al. 2008; Sprecher et al. 2022) y se encuentra
dentro de la categoria métodos aceptables como primer paso de procedimientos de
eutanasia en dos pasos en invertebrados acuaticos en la ultima actualizacion de la
guia con pautas para la eutanasia de la AVMA (AVMA, 2020b).

El magnesio es un antagonista del calcio, que interviene en varios procesos, como
la contraccion muscular, actividad neuronal, excitabilidad cardiaca y liberacion de
neurotransmisores. El magnesio disminuye la liberacion de acetilcolina en la union
neuromuscular, inhibiendo asi la transmisién de impulsos nerviosos causando
relajacion muscular. Su principal mecanismo de acciéon es bloquear los receptores
N-metil-D-aspartato (NMDA) haciendo que la respuesta excitatoria disminuya, este
proceso es amplificado por la accién de los receptores del acido y-aminobutirico
(GABA), pues el magnesio extracelular estimula esos receptores, provocando una
hiperpolarizacion neuronal que se traduce en la detencion de la liberacion de
glutamato a la neurona presinaptica por inhibicibn de los canales de calcio
dependientes de voltaje (Fawcett et al. 1999; Rodriguez y Beltran, 2016).

Se ha utilizado como anestésico en varios invertebrados, como lo son: la ostra de
roca de Sydney Saccostrea glomerata (Butt et al. 2008), mejillon de labios verdes
Perna canaliculus (Azizan et al. 2021), cangrejo de lodo Scylla paramamosain (Zhu
et al. 2023), erizos de mar Paracentrotus lividus (Arafa et al. 2007) y cefaldpodos:
Octopus bimaculoides, Sepia officinalis (Abbo et al. 2021), Loligo vulgaris (Sprecher
et al. 2022), Octopus vulgaris (Pugliese et al. 2016; Di Cosmo et al. 2023) y Sepia
pharaonis (Yang et al. 2020). En estos estudios no se han reportado efectos
adversos, pese a ello, como cualquier quimico, no esta exento de presentar efectos
no deseados (Rodriguez y Beltran, 2016).
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De este modo, es un anestésico no toxico adecuado cuando se utiliza en
concentraciones anestésicas optimas (Arafa et al. 2007), por lo que su uso deberia
fomentarse como medio de promover el bienestar de los invertebrados en los
laboratorios de investigacion (Abbo et al. 2021). Sin embargo, pocos estudios lo han
utilizado en crustaceos decapodos (Sung et al. 2018).
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2.10.2 Hipotermia

En organismos acuaticos ectotermos la hipotermia se puede definir como una
disminucién aguda en la temperatura ambiente que tiene la capacidad de ocasionar
un descenso rapido de la temperatura corporal, lo que resulta en una serie de
respuestas fisioldgicas, conductuales y de aptitud (Donaldson et al. 2008). Pues
temperaturas bajas incrementan la capacidad de transporte de oxigeno del agua y
disminuyen el consumo de oxigeno y la tasa metabodlica de los organismos
acuaticos (Ross y Ross, 2008d).

La disminucion de la temperatura del agua se puede lograr mediante refrigeracion
o agregando hielo, siendo preferible la disminucion gradual puesto que las rapidas
disminuciones en la temperatura del agua pueden provocar un shock frio causando
estrés en el animal, este choque frio ocurre cuando el animal se ha adaptado a una
temperatura especifica o bien a un determinado rango de temperaturas (los grados
de disminucion de la temperatura que se pueden aplicar dependen de la especie) y
posteriormente se expone a un cambio brusco de la temperatura, produciendo asi
alteraciones conductuales vy fisiologicas, por ejemplo en el proceso de
osmorregulacion de algunas especies, lo que podria suscitar desequilibrios i6nicos
en un periodo corto de tiempo y en algunos casos la muerte. No obstante, para
efectos practicos los cientificos, investigadores y docentes prefieren la disminucién
rapida de la temperatura (Donaldson et al. 2008; Ross y Ross, 2008d).

La hipotermia es uno de los métodos mas antiguos utilizados para sedar, anestesiar
y llevar a cabo la eutanasia de organismos acuaticos, en general se ha observado
que es eficaz para inmovilizar, reducir la sensibilidad a los estimulos y deprimir el
metabolismo, permitiendo la manipulacion y el transporte. Ahora bien, se debe tener
en cuenta que es probable que no se logre una adecuada anestesia con este
meétodo por lo que no es conveniente para procedimientos invasivos, ademas se
debe considerar la relacion adversa entre la hipotermia y la osmorregulacion en
algunas especies, lo que impide su uso en ellas, igualmente cabe recalcar que se
ha notado cierta mortalidad asociada al uso de este método (Ross y Ross, 2008d).
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Este método no se menciona en la ultima actualizacion de la guia con pautas para
la eutanasia de la AVMA en ninguna de las categorias de la clasificacion para los
procedimientos de eutanasia en invertebrados acuaticos (AVMA, 2020b) y aunque
este método es frecuentemente utilizado en peces y crustaceos, no hay un soporte
cientifico ni se ha demostrado que atenue la respuesta de estrés por manipulacion
(Zamora, 2012). Pues hoy en dia esta linea de investigacion ha estado
desenfocada, siendo pocos los estudios que vinculan la fisiologia de laboratorio con
la practica y datos de campo, sin embargo, durante los ultimos afos se ha producido
un giro en la investigacidn y ahora el centro de atencion de las investigaciones sobre
hipotermia es determinar los efectos en términos de respuesta al estrés causados
por dicha hipotermia en estos organismos. De modo que dichas lagunas de
conocimiento existentes presentan la oportunidad para el desarrollo de preguntas
de investigacion en futuros experimentos (Donaldson et al. 2008; Reid et al. 2022).
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2.10.3 Eugenol

El Eugenol (4-alil-2-metoxifenol) es un compuesto fendlico y es un liquido de color
marrén oscuro, principal componente y obtenido mayormente del aceite de clavo,
que, se extrae de las flores, tallos y hojas de Syzygium aromaticum y debido a su
gran numero de propiedades biologicas, tiene muchas aplicaciones y se ha usado
por mucho tiempo en distintas areas, por ejemplo, como anestésico desde 1929
(Ross y Ross, 2008c; Ulanowska y Olas, 2021).

Dado que la eficacia de su actividad anestésica es bien conocida se ha vuelto uno
de los anestésicos mas utilizados para especies acuicolas en procedimientos de
investigacion, lo que resulta benéfico para disminuir las respuestas a los factores
estresantes durante procedimientos como la manipulaciéon y el transporte,
optimizando las respuestas bioquimicas y disminuyendo el porcentaje de mortalidad
(Cooke et al. 2004; Tang et al. 2022), ademas se encuentra dentro de la categoria
meétodos aceptables como primer paso de procedimientos de eutanasia en dos
pasos en invertebrados acuaticos en la ultima actualizacion de la guia con pautas
para la eutanasia de la AVMA (AVMA, 2020b).

Pese a que es un anestésico de uso comun en acuicultura, su mecanismo de accion
no se comprende por completo, aun asi, se ha indicado que afecta a los receptores
de membrana, neurotransmisores y la sefalizacion idnica (Zeng et al. 2024). Inhibe
la actividad nerviosa de forma reversible, pues reduce la transmision sinaptica en la
unién neuromuscular y bloquea la excitabilidad celular de las neuronas nociceptivas.
Las inhibiciones de los canales de calcio y sodio dependientes de voltaje pueden
ser la base de su mecanismo de accidon (Gonzalez, 2002; Park et al. 2009). Al
deprimir el sistema nervioso, restringe el centro respiratorio provocando bradipnea
y por tanto una disminucion del aporte de oxigeno en la circulacion (Ayala Soldado,
2014).

Una de sus caracteristicas notables es que es facilmente soluble en agua a
temperaturas altas mediante agitacion y a temperaturas bajas se puede preparar
como una solucion al 10% en etanol (Lllanos y Scotto, 2010). También una de sus
ventajas es que la farmacocinética mostré una rapida absorcién y eliminacién en
invertebrados como los camarones (Tang et al. 2022). Si bien con el Eugenol se
puede alcanzar una anestesia eficaz y controlada, una de sus desventajas es que
no se recomienda para animales destinados a consumo humano por los problemas
de sabor que puede causar, no obstante, esta autorizado por la FDAy los productos
comerciales mas purificados no tienen este problema (Ross y Ross, 2008c).
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A pesar de su habitual uso en la acuicultura, aun no hay muchos trabajos que
muestren sus efectos en animales invertebrados. Algunos autores mencionan que
es una alternativa de origen natural, ecoldgica, rentable, no aversiva y que no causa
efectos secundarios negativos (Sorroza et al. 2020; Espinosa y Rosado, 2021),
pero, como todo producto, su uso debe realizarse tomando en cuenta la forma de
administracion, dosis y tiempo de exposicion, ya que puede llegar a provocar
lesiones causticas o quemaduras superficiales cuando es colocado en forma directa
y en altas concentraciones (Gonzalez, 2002). En acuicultura se recomienda su
dilucién en etanol y su agitacion en el agua con el objetivo de disminuir el tamano
de las gotas que puedan depositarse en las branquias y causar dafos severos
(Chacon et al. 2019).

Ahora bien, hay diversos estudios de su uso como anestésico en animales tanto
vertebrados como invertebrados, sin embargo, pocos trabajos han explorado el uso
de bajas y altas concentraciones para lograr la sedacion y eutanasia
respectivamente en organismos acuaticos (Cooke et al. 2004).
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2.10.4 Limoncillo

El uso de productos naturales esta incrementando, pues existe una tendencia en
acuicultura hacia la busqueda de productos naturales y ecoldgicos, que sean mas
respetuosos con los animales y con el medio ambiente para que se puedan utilizar
de forma segura, por ello varios anestésicos a base de componentes vegetales para
crustaceos decapodos son aceites esenciales (Aydin y Barbas, 2020; De Souza,
2022).

La planta Cymbopogon citratus es también conocida como limoncillo, es una
especie de pasto y es rica en aceite esencial, después de la destilacion al vapor de
sus hojas secas, se obtiene un liquido de color amarillo y con un olor caracteristico,
este liquido es el aceite de limoncillo, que es usado como anestésico debido a las
propiedades que le confiere su composicién quimica (Aluyor y Oboh, 2014; Hacke
et al. 2020).

Los aceites esenciales estan constituidos por distintos compuestos en distintas
concentraciones, generalmente su efecto sedante y anestésico se debe a un
compuesto activo principal, aunque también puede derivarse del efecto sinérgico de
sus diferentes componentes (Aydin y Barbas, 2020). Es el caso del mecanismo de
acciéon de Cymbopogon citratus, que esta relacionado principalmente al efecto de
sus sustancias activas (citral, citronelal, citronelol, geraniol, geranial y mirceno) por
sus propiedades neuroconductuales (Rojek et al. 2021; Cortes-Torres et al. 2023).
Estos compuestos actuan en receptores neuronales (Sattayakhom et al. 2023),
incluidos los receptores muscarinicos (Cortes-Torres et al. 2023) y GABAérgicos
(Hacke et al. 2020).

Se han examinado diversos productos derivados de plantas utilizados como
anestésicos en organismos acuaticos, aun asi, se desconocen los posibles efectos
secundarios de la mayoria de estos productos (Aydin y Barbas, 2020). En particular,
cuando se utilizan agentes oleosos con una exposicidn prologada, estos pueden
cubrir las branquias causando una insuficiencia respiratoria. Para ayudar a eliminar
el agente anestésico de las branquias y la superficie corporal, se recomienda
enjuagar a los animales rapidamente con agua limpia antes de colocarlos en el area
de recuperacion y evitar la sobreexposicion (Matulovic y Oshiro, 2016), otros efectos
adversos incluyen irritaciéon superficial cuando se aplica directamente (Tibenda et
al. 2022).

De igual manera, una de sus desventajas es la falta de estandarizacién
metodoldgica, pues muchos de estos aceites esenciales se han probado en
condiciones experimentales especificas y en un numero reducido de especies
acuaticas (Aydin y Barbas, 2020).
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El limoncillo se ha utilizado en especies como el camaron blanco del Pacifico
teniendo como resultado una anestesia eficaz, siendo asi indicado para su uso en
procedimientos que requieran una anestesia prolongada y evitar el estrés por
manipulacion en crustaceos (Becker et al. 2021). Sin embargo, este método no se
menciona en la ultima actualizacion de la guia con pautas para la eutanasia de la
AVMA en ninguna de las categorias de la clasificacién para los procedimientos de
eutanasia en invertebrados acuaticos (AVMA, 2020b) y aunque se ha demostrado
el efecto anestésico del aceite de limoncillo, se necesita la realizacion de
investigacion adicional para la estandarizacion de este método anestésico, ademas
de evaluar sus efectos en otras especies de interés en la investigacién (Aydin y
Barbas, 2020).
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2.10.5 MS-222

El Metanosulfonato de tricaina conocido como MS-222 (3-aminobenzoato de etilo
metanosulfénico) es un anestésico de tipo éster que se utiliza cominmente en un
amplio margen de concentraciones para la anestesia y eutanasia de especies
acuaticas. Es un anestésico autorizado en paises como Estados Unidos, Canaday
el Reino Unido (Carter et al. 2011; Vazquez et al. 2013; Gressler et al. 2021).

El MS-222 es un polvo acido, blanco, cristalino y facilmente soluble en agua,
pudiéndose disolver tanto en agua dulce como salada, generalmente se expende
como polvo, pero se pueden preparar soluciones madre que son estables si se
mantienen en recipientes oscuros, cerrados y a temperaturas bajas, estas
soluciones conservan su eficacia hasta por 3 meses, aunque con el tiempo
cambiaran de color y perderan su potencia. Por otro lado, no se tiene el
conocimiento de que sea toxico para los humanos en las concentraciones utilizadas
mas aun los operadores deben adoptar medidas de precaucion como el uso de
guantes, gafas y el lavado inmediato en caso de derrame sobre la piel (Ross y Ross,
2008c).

Su formula quimica es CoH11NOg, tiene una cadena lateral sulfonada, lo que lo hace
naturalmente acido (Weber, 2011). Debido a la acidez que provoca en el agua se
tiene que mezclar con soluciones amortiguadoras, como imidazol, hidrogenofosfato
de sodio, hidroxido de sodio o el mas utilizado bicarbonato de sodio (Popovic et al.
2012).

Aunque su mecanismo de accion aun no se comprende por completo, se ha referido
que actua bloqueando los canales de sodio dependientes de voltaje, impidiendo el
desarrollo de los potenciales de accion (Dos Santos, 2018; Leyden et al. 2022) vy,
por lo tanto, inhibiendo las respuestas motoras y sensoriales (Ramlochansingh et
al. 2014).

Este anestésico sintético se utiliza ampliamente en diferentes especies acuaticas
para inmovilizarlas o transportarlas (Carter et al. 2011). Es absorbido y metabolizado
a través de las branquias y excretado a través de la orina (Weber, 2011), se elimina
del organismo en 24 horas y el tiempo de espera requerido por la FDA para los
animales destinados a consumo humano es de 21 dias, a pesar de ello, se han
encontrado diversas consecuencias fisiolégicas relacionadas con su uso, por
ejemplo, hipoxia, hipercapnia, hiperglucemia, cambios en los electrolitos,
alteraciones hormonales, colesterol y lactato (Ross y Ross, 2008c). Estos efectos
secundarios perjudiciales hacen que sea importante considerar su administracion
como anestésico en animales acuaticos (Ayala Soldado, 2014) y no se menciona
en la ultima actualizacion de la guia con pautas para la eutanasia de la AVMA en
ninguna de las categorias de la clasificacién para los procedimientos de eutanasia
en invertebrados acuaticos (AVMA, 2020b).
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Actualmente se ha puesto a prueba en diferentes especies de peces y crustaceos
obteniendo resultados variables, por lo tanto, su eficacia no esta relacionada con la
taxonomia ni con el habitat, inclusive dentro de un mismo grupo taxonémico la
respuesta varia notablemente entre especies (Rotllant et al. 2023).

A pesar de que es uno de los anestésicos mas utilizados mundialmente para los
poiquilotermos no se han estudiado las aplicaciones practicas, por lo que se
presentan oportunidades de posibles investigaciones a futuro para analizar a
profundidad cuestiones como su preparacion, almacenamiento, uso como sedante,
reduccion del estrés y respuestas de estrés desencadenadas, toxicidad, margenes
de seguridad, tiempos de induccidn, inmersion y recuperacion en las distintas
especies acuaticas, logrando de esta manera una comprensién adecuada y una
utilizacién optima tanto desde una perspectiva cientifica como practica (Popovic et
al. 2012).
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2.10.6 Lidocaina

También conocida como lignocaina o xilocaina, (2-(dietilamino)-N-(2,6-dimetilfenil)
acetamida) (Lemke y Dawson, 2000; Ross y Ross, 2008c) es un aminoamida
derivado del acido acético (Bonet, 2011). Es un polvo cristalino, blanco, sin olor,
insoluble en agua, pero muy soluble en etanol al 96% y en cloruro de metileno
(Caicedo-Gutiérrez y Pérez-Agudelo, 2018; Velazquez et al. 2023).

Es razonablemente barata, facil de obtener, segura para los humanos vy
considerablemente utilizada en la practica médica veterinaria (Lemke y Dawson,
2000; Ross y Ross, 2008c). Actualmente aprobada por la FDA como analgésico no
invasivo, con minima absorcién sistémica y excelente perfil de seguridad (Calderon,
2014). Tiene un inicio de accion intermedio de 10 a 15 minutos y una duracién
intermedia de 60 a 120 minutos (Bonet, 2011; Lemke y Dawson, 2000), pese a ello
en camarones blancos adultos (L. vannamei) se ha reportado un inicio de accion de
3 min y una duracion de 18 a 21 minutos (Guzman-Saenz et al. 2010).

Su mecanismo de accion es bloquear de forma reversible la generacion y
conduccion del impulso nervioso al impedir la propagacion de los potenciales de
accién en las membranas neuronales mediante la inhibicién de los canales de sodio
dependientes de voltaje, reduciendo asi la entrada de Na+ al espacio intracelular, lo
que da lugar a la disminucion de la sensibilidad, recuperando la funcién nerviosa al
finalizar el efecto analgésico (Lemke y Dawson, 2000; Bonet, 2011). Aunque su
funcién principal es impedir la conduccion nerviosa, (Velazquez et al. 2023) no se
limita exclusivamente a la paralisis sensitiva, también posee la capacidad de
promover la paralisis motora (Caicedo-Gutiérrez y Pérez-Agudelo, 2018).

En organismos acuaticos la lidocaina ingresa a través de las branquias y actua
directamente sobre el SNC en lugar de actual localmente cuando se utiliza en bano
de inmersidn, sin embargo, se puede aplicar también via infiltracion para producir
analgesia local e inmovilizacion (Chatigny et al. 2018; Gressler et al. 2021).

Se ha probado que es adecuado para crustaceos, pues se han realizado estudios
con camarones y cangrejos con distintas concentraciones en bafio de inmersion,
via topica e inyeccion intratoracica obteniendo como resultado la analgesia e
inmovilizacién en L. vannamei'y M. americanum mediante bafio de inmersion y via
tépica, descartando asi el uso de la inyeccion intratoracica como forma adecuada
de aplicacién, y se demostrdé que las concentraciones mas altas tienen un tiempo
de induccion menor, es decir que la concentracion influye en el tiempo para lograr
la inmovilizacién y el efecto analgésico (Rotllant et al. 2023). No obstante, este
método no se menciona en la ultima actualizacién de la guia con pautas para la
eutanasia de la AVMA en ninguna de las categorias de la clasificacion para los
procedimientos de eutanasia en invertebrados acuaticos (AVMA, 2020b).
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A pesar de que su uso se ha expandido en la practica veterinaria y hay una baja
incidencia de efectos indeseables, no esta exento de ellos, pues pueden
presentarse complicaciones respiratorias y circulatorias (Velazquez et al. 2023)
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3. Justificacion

El uso de modelos animales en la investigacion ha contribuido a los avances
cientificos en muchos campos como lo es el estudio acuatico (Brown et al. 2018;
Blazquez et al. 2022). La OMSA reconoce el papel esencial del uso de animales
vivos en la investigacion y la educacion ya que aportan una labor importante a la
hora de buscar nuevos hallazgos (Vieira, 2017; OMSA, 2023c).

Las regulaciones, estandares y directivas de bienestar sostienen la incorporacion
del principio de las 3Rs como base general para que un experimento con animales
sea éticamente aceptable (Vieira, 2017; Brown et al. 2018; Blazquez et al. 2022).
Del mismo modo la OMSA enfatiza la importancia del uso de las 3Rs y la
responsabilidad ética de garantizar el bienestar de los animales en la mayor medida
posible (Brown et al. 2018; OMSA, 2023c).

El principio de las 3Rs tiene como objetivo reemplazar (no hacer uso de animales),
reducir (el numero de animales utilizados) y refinar (modificar cualquier condicion
de alojamiento, cria o cuidado con el fin de prevenir, aliviar o minimizar el posible
dolor, distrés, malestar, angustia, sufrimiento, cambios fisiolégicos o dafios
duraderos, mejorando y protegiendo el bienestar animal (Vieira, 2017; Blazquez et
al. 2022; OMSA, 2023c).

Debido al amplio uso de invertebrados en la investigacion, desarrollar cambios de
manejo sera beneficioso y proporcionara mejores condiciones de bienestar (Carere
y Mather, 2019). Ademas de reducir variables indeseables en la investigacion,
ocasionadas por el dolor y el distrés en los animales que pudieran dificultar la
interpretacion de los resultados (Barrios et al. 2011). Por esta razdon esta
investigacion esta dirigida a establecer un plan de sedacion, anestesia y eutanasia
en juveniles de camardn blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) para manejo
en laboratorio.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

e Establecer un plan de sedacion, anestesia y eutanasia en juveniles de
camaron blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) para manejo en
laboratorio utilizando sales de magnesio (MgCl2) y agua fria (4°C y 18°C).

4.2 Objetivos particulares

e Establecer el tiempo con efecto de sedacion, anestesia y eutanasia de MgCl2
(agente sintético) en juveniles de camardn blanco del Pacifico (L. vannamei)
para manejo en laboratorio a través de indicadores conductuales y
respuestas metabolicas.

e Establecer el tiempo con efecto de sedacion, anestesia y eutanasia de agua
fria (4°C y 18°C) en juveniles de camaron blanco del Pacifico (L. vannamei)
para manejo en laboratorio a través de indicadores conductuales y
respuestas metabolicas.

5. Hipotesis
Si utilizamos un adecuado plan de sedacion, anestesia y eutanasia, entonces, se

reducira el estrés generado en juveniles de camardén blanco del Pacifico
(Litopenaeus vannamei) durante el manejo en laboratorio.
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6. Materiales y métodos

6.1 Ubicacion

El estudio se realiz6 en la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion de
la Universidad Nacional Autonoma de México, localizada en Puerto de Abrigo S/N,
CP. 97356, Sisal, Yucatan, México. El area esta situada a una latitud de 21.163981
norte y longitud de 90.047734 oeste, el clima es calido subhumedo con lluvias
regulares en verano. Las precipitaciones son de 300 a 600 mm anuales y la
temperatura media anual es de 25,6 °C (DIGAOHM).

6.2 Obtencion de animales

Se utilizaron 150 camarones juveniles Litopenaeus vannamei, con un peso de 15 g
+ 2 g con un origen de la empresa LA MARCA, los cuales obtienen las larvas de
AquaPacific S.Ade C.V.

6.3 Mantenimiento de los animales y aclimatacién

Los animales fueron distribuidos en un disefio completamente al azar para su
aclimatacion en lotes de 5 organismos por tina en 16 tinas con capacidad de 100
litros y flujo continuo contando con un filtro de lecho profundo y aireacioén continua,
salinidad de 35 ups y una temperatura promedio de 28°C. Las tinas fueron cubiertas
con malla plastica (luz de malla 5 mm) para evitar el escape de los animales. Fueron
alimentados con una taza de alimentacion de 10% de su biomasa en 3 raciones al
dia, a las 8:00, 13:00 y 19:00 hrs. El alimento que se utilizé fue un producto
comercial de engorda de la marca Pedregal Silver Cup.

Antes de comenzar las mediciones, todos los animales estuvieron en dichas
condiciones durante 7 dias. Posteriormente se dio inicio al experimento, el cual tuvo
una duracion de 30 dias.

6.4 Tratamientos

Se utilizaron ocho tratamientos en total y el grupo control en el que no se utilizd
ningun tratamiento. Para los grupos experimentales se utilizaron dos tratamientos
diferentes, uno con sales de magnesio (MgCl2) y otro con agua fria, cada uno en
distintas concentraciones y temperaturas respectivamente, como se muestra en el
Cuadro 1.

47



Cuadro 1. Concentraciones y temperaturas de los tratamientos utilizados.

Tratamientos Concentraciones y temperaturas

Sales de magnesio
(MgCly) 25 5 10 25 50 100

(g/L)

Agua fria

(°C) 18 4

Control

(°C) 28

6.5 Preparacion de los tratamientos

En cada una de las fases el procedimiento para la preparacion de los tratamientos
fue la siguiente:

Para las concentraciones de 2.5 g/L, 5 g/L y 10 g/L de sales de magnesio (MgClz)
la preparacion del acuario fue la siguiente: pesaje del reactivo, disolucion en 200 ml
de agua marina (con las mismas caracteristicas que el agua de las tinas de
mantenimiento) a temperatura ambiente y 300 rpm durante 5 minutos,
posteriormente disolucion en el acuario mediante oxigenacion durante 5 minutos.

Para las concentraciones de 25 g/L, 50 g/L y 100 g/L de sales de magnesio (MgClz)
la metodologia fue la siguiente: pesaje del reactivo, disolucion en 1 litro de agua
marina a temperatura ambiente, durante 30 segundos manualmente y a 300 rpm
durante 10 minutos, posteriormente disolucion en el acuario mediante oxigenacion
durante 5 minutos.

En el caso de las temperaturas para agua fria se colocé agua marina en un
contenedor con bloques de hielo aislados hasta obtener la temperatura deseada,
una vez obtenida se colocd en el acuario. Para el grupo control se colocd agua
marina con las mismas condiciones que las tinas de mantenimiento y no se realizo
modificacion alguna.

6.6 Fase conductual

En esta fase cada tratamiento (cada concentracion y temperatura) tuvo 3
repeticiones. Cada repeticion consistio en un animal colocado en un acuario con
capacidad de 12 litros, utilizado al 50% de su capacidad con el tratamiento
correspondiente en cada caso. Doce horas antes de comenzar las observaciones
conductuales se suspendié la alimentacion y en cada una de ellas se aclimato al
animal durante 10 minutos a partir de su llegada al laboratorio.

Posterior a la aclimatacién del animal se coloc6d al camaréon en el acuario y se
comenzo la observaciéon de la conducta presentada realizando las anotaciones para
cada minuto de acuerdo con el Cuadro 2. La exposicion al tratamiento fue de 30
minutos, excepto en el caso de agua fria a 4°C donde se expusieron durante 30
segundos.
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La observacién y anotaciones correspondientes se llevaron a cabo por un solo
observador, quien debido a la naturaleza del experimento no fue posible que
estuviera ciego a los tratamientos, pues dichos tratamientos exhibian caracteristicas
especificas tales como turbidez y coloracion del agua en el caso de los tratamientos
con MgClz2 y empafiamiento del acuario en los tratamientos con agua fria.

Cuadro 2. Etapas anestésicas en crustaceos decapodos (Adaptado de De Souza,
2022).

ETAPAS Valor Comportamiento
asignado

No anestesiado 1 Comportamiento normal, alerta, responsivo
ETAPA 1 (Sedacion) 2 Pérdida parcial del equilibrio
3 Movilidad reducida
4 Sensible a estimulos visuales
ETAPA 2 (Anestesia 5 Pérdida de equilibrio
inicial) 6 Falta de retirada de extremidades
7 Las antenas se retiran lentamente
8 Respuesta débil a los estimulos tactiles
9 Pérdida del comportamiento de defensa
ETAPA 3 (Anestesia 10 Inconsciencia
quirurgica) 11 No responde a los estimulos tactiles y de
12 presion
Inmovilidad (Incluyendo extremidades y
antenas)
ETAPA 4 (Depresion del 13 Continua inmévil y sin responder a estimulos
SN) tactiles y de presion
14 Muerte

6.7 Fase bioquimica

Una vez terminada la fase conductual se seleccionaron los tratamientos que
tuvieron menos indicadores visuales de estrés, asi como mejor estado anestésico y
se procedio a la fase bioquimica de los mismos. Los tratamientos seleccionados
fueron 25 g/L,100 g/L de sales de magnesio, 18°C y 4°C de agua fria, asi como un
grupo control. Cada tratamiento tuvo 4 repeticiones y cada repeticion consistié en
un animal en estadio C de muda del que se obtuvo la hemolinfa para ser analizada.

Antes del muestreo los camarones permanecieron en ayuno por 12 horas con el
propdosito de evitar la interferencia del alimento en los parametros medidos. Una vez
transcurrido el tiempo, el procedimiento fue similar a la fase conductual. En cada
toma de muestra se aclimato al animal durante 10 minutos a partir de su llegada al
laboratorio, luego se colocd en un acuario con capacidad de 12 litros, utilizado al
50% de su capacidad con el tratamiento correspondiente en cada caso. La
exposicion fue de 10 minutos, excepto en el caso de agua fria a 4°C donde se
expusieron durante 30 segundos.
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6.7.1 Extraccion de hemolinfa

Para tomar la muestra los animales fueron suavemente extraidos del acuario y
colocados en una toalla secante con el objetivo de eliminar el exceso de agua y
evitar su contacto con la hemolinfa. Posteriormente se extrajeron 200 pL de
hemolinfa por camarén. La hemolinfa se extrajo por puncion en el seno ventrolateral
del abdomen, con una jeringa hipodérmica desechable de 1 ml con aguja de 25G x
16 mm, previamente enjuagada con una solucién anticoagulante para camarén SIC
— EDTA preparada de acuerdo con Montalvo et al. (2022).

6.7.2 Obtencién de plasma

La hemolinfa extraida fue colocada en tubos Eppendorf de 1.5 ml previamente
llenados con solucién anticoagulante SIC — EDTA en proporcion 1:2 (hemolinfa:
anticoagulante), posteriormente se centrifugd a 10, 000 rpm a 4°C por 15 minutos
en una centrifuga (Eppendorf AG 5F428), una vez terminado el proceso de
centrifugacion se retird el sobrenadante (plasma + SIC — EDTA) eliminando asi el
paquete celular.

6.7.3 Analisis de metabolitos

Se analizaron los metabolitos glucosa, lactato y proteina. Para la evaluacion de
glucosa y lactato se utilizaron kits comerciales, en el caso de la glucosa se utilizé el
kit GLUCOSE PAP SL, siguiendo las instrucciones del fabricante (ELITechGroup) y
para lactato se utilizo el kit Lactate (Liquid), Reagent set, de la marca (POINTE
SCIENTIFIC, INC), adaptando las mediciones de cada metabolito a las microplacas
utilizadas. La evaluacioén de las proteinas se realizé mediante el método de Bradford
(1976) y albumina bovina como estandar. La absorbancia fue registrada en un lector
de microplacas (BIO — RAD Benchmark Plus) y la concentracion de cada metabolito
fue calculada usando una curva de calibracion.

6.8 Eutanasia

La fase de eutanasia no se llevé a cabo, ya que una vez obtenidos los indicadores
de la fase bioquimica se descartaron los métodos utilizados como posibles métodos
de eutanasia debido a que no cumplen con el estado anestésico o bien generan
estrés en los organismos, siendo de esta manera no viables para el proceso de
eutanasia en esta especie.

Posterior a la toma de muestras, los animales involucrados en este estudio fueron
utilizados en investigaciones adicionales, con propdsitos distintos a los abordados
en esta tesis. Dichas investigaciones fueron llevadas a cabo por otros equipos de
investigacion dentro de la misma institucion. Estos procedimientos complementarios
no intervinieron en los resultados obtenidos para el presente estudio.
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6.9 Analisis estadistico

El disefo utilizado fue un completamente al azar (DCA). El analisis estadistico de
los datos se realiz6 en el programa estadistico SAS (Stadistical Analysis Software),
con el procedimiento GLM (Modelo Lineal Generalizado). Los resultados se
analizaron utilizando un analisis de varianza (ANOVA) de los siguientes indicadores:
conductuales y bioquimicos (glucosa, lactato y proteina) para determinar diferencias
(p < 0.05) entre tratamientos.

La prueba de comparacién de medias que se realizé fue Duncan.
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7. Resultados

7.1 Respuestas conductuales

En el cuadro 3 se presentan los valores promedios obtenidos de las respuestas
conductuales de los ocho tratamientos utilizados para lograr el estado de anestesia
con base en el cuadro 2.

Cuadro 3. Diferencia estadistica de ocho tratamientos para lograr anestesia en
camarones blanco del pacifico expuestos durante 30 minutos.

Sales de Magnesio (MgCl,) en g/L Temperatura en °C
TRATAMIENTOS
2.5 5 10 25 50 100 18°C 4°C
Promedio de
respuesta 2@ 22 22 22 22 2a 3v 11¢*
conductual

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa, mientras que letras
iguales indican que no hay una diferencia estadisticamente significativa.

*Nota: En el caso de 4°C la exposicion fue de 30 segundos.

COMPORTAMIENTO
(Valor asignado)
11.0 o
10.0
9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0

TIEMPO (En minutos)

—e—25¢g/L —8—5¢g/L —4—10g/L —&—25¢g/L =—50¢g/L =100 g/L —8—18°C —@—4°C

Grafica 1. Respuesta conductual de ocho tratamientos para lograr anestesia en
camarones blanco del pacifico expuestos durante 30 minutos.

*Nota: En el caso de 4°C la exposicion fue de 30 segundos. 50



7.2 Respuestas metabdlicas

7.2.1 Glucosa

De los 5 grupos evaluados, el grupo control a 28°C y sales de magnesio a una
concentracion de 25 g/L mostraron una concentracion menor de glucosa, mientras
que el grupo expuesto a 4°C fue el que mayor concentracion de glucosa mostré.
No se mostré diferencia (p > 0.05) entre los grupos de 100 g/L de sales de magnesio
y 18°C respecto a los demas.

Cuadro 4. Promedios de glucosa de cuatro tratamientos y un grupo control.

MgCl, en g/L Temperatura en °C
TRATAMIENTOS Grupo c:mtrol g g
a28°C 25 100 18°C 4°C
Glucosa en 0.4670° 0.4977" 0.9803®  1.1847%  1.4607°
mg/mi

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa, mientras que letras
iguales indican que no hay una diferencia estadisticamente significativa.

GLUCOSA
{mg/ml)

3.000

2.500

2.000

1.500

1.000

0.500 &«

0.000
100 g/L 18°C 25 g/L 4°C Control
TRATAMIENTOS

REP ¢ 1 2 43

Grafica 2. Tendencia de la concentracion de glucosa de cuatro tratamientos y un
grupo control.
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7.2.2 Lactato

En el caso de lactato no se mostré diferencia (p > 0.05) entre tratamientos.

Cuadro 5. Promedios de lactato de cuatro tratamientos y un grupo control.

MgCl; en g/L Temperatura en °C
TRATAMIENTOS  CrUPO control ’
a28°C 25 100 18°C 4°C
Lactato en mg/ml 0.09132 0.17132 0.25102 0.22662 0.0772

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa, mientras que letras
iguales indican que no hay una diferencia estadisticamente significativa.

LACTATO
(mg/ml)

0.500
0.450
0.400
0.350

0.300 S~
\\ )

0.250 " —~

0.200

0.150

0.100 - A
Y
0050 e .

0.000
100 g/l 18°C 25g/L 4°C Control
TRATAMIENTOS

REP + 4 2 43

Grafica 3. Tendencia de la concentracion de lactato de cuatro tratamientos y un
grupo control.
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7.2.3 Proteina

El grupo expuesto a 18°C mostré menor concentracidon de proteina, mientras que el
grupo control y los grupos expuestos a 25 g/L y 100 g/L de sales de magnesio
mostraron una mayor concentracion de proteina y una diferencia (p < 0.05) con
respecto al grupo de 18°C. El grupo expuesto a 4°C no mostré diferencia (p > 0.05)
con respecto a los demas grupos.

Cuadro 6. Promedios de proteina de cuatro tratamientos y un grupo control.

MgCl; en g/L Temperatura en °C
TRATAMIENTOS  CrtPO control
a28°C 25 100 18°C 4°C
Proteina en 100.64° 107.922 88.974 49.05>  80.20®
mg/ml

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa, mientras que letras
iguales indican que no hay una diferencia estadisticamente significativa.

PROTEINA
(mg/ml)

140.000
120.000
100.000
50.000
60.000

40.000

20.000

0.000
100 g/l 18°C 25g/L 4°C Control
TRATAMIENTOS

REP ¢ 1 2 43

Grafica 4. Tendencia de la concentracion de proteina de cuatro tratamientos y un
grupo control.
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8. Discusion

Las concentraciones de sales de magnesio (MgCl2) no presentaron diferencias
estadisticamente significativas (P>0.05) entre ellas, puesto que ninguna logro
inducir el estado de anestesia, esto coincide con lo reportado por McRae et al.
(1999) quienes mencionaron una falta de eficacia similar en el cangrejo de rio
(Cherax destructor) y con Fregin y Bickmeyer (2016) quienes estudiaron la
propagacion de sefales en el sistema nervioso de crustaceos sometidos a
diferentes planes de anestesia, encontrando que la exposicion a MgClz no logré
producir anestesia en ninguna de las especies estudiadas incluso después de una
hora.

Por otro lado, de acuerdo a las respuestas conductuales, la hipotermia a 4°C logré
inducir la anestesia en los primeros 30 segundos de exposicion, lo cual coincide con
el estudio de McRae et al. (1999) quienes indujeron anestesia en el cangrejo de rio
C. destructor al exponerlo a bafio de inmersiéon en agua fria a una temperatura de
0°C y con el trabajo de Premarathna et al. (2016) quienes evaluaron la eficacia de
diferentes métodos anestésicos en cangrejos adultos (Portunus sanguinolentus)
encontrando que la hipotermia causé un estado anestésico en todos los cangrejos
a los pocos segundos de ser expuestos a temperaturas de 0°C.

Sin embargo, no coincide con otros trabajos como el de Fregin y Bickmeyer (2016)
quienes indicaron que con la hipotermia a 0°C no se observé anestesia en términos
de ausencia de respuesta a la estimulacion mecanica y eléctrica después de 60
minutos de exposicidn pues unicamente se logré una reduccion de las respuestas
neuronales pero la transducciéon de sefales aun era detectable después de 1 hora
de hipotermia tanto en langostas juveniles y adultas como en cangrejos de rio.

No obstante, Weineck et al. (2018) reportaron que la hipotermia entre 0°C y 4°C
indujo la anestesia en cuestion de segundos en el cangrejo de rio (Procambarus
clarkii) y el camaron blanco (Litopenaeus vannamei) pero tardo mas tiempo para el
cangrejo azul (Callinectes sapidus), también analizaron la respuesta neuronal y
cardiaca encontrando que la respuesta neuronal se redujo mas rapidamente en los
camarones L. vannamei mientras que los cangrejos C. sapidus mantuvieron un
circuito neuronal, asi como reflejos del musculo cardiaco y esquelético durante el
mismo tiempo en que los camarones y cangrejos de rio P. clarkii no respondian,
pues la capacidad de respuesta de los cangrejos de rio y camarones a los estimulos
sensoriales se detuvo después de unos pocos segundos de ser expuestos al frio
cuando su frecuencia cardiaca habia disminuido sustancialmente, por lo tanto la
exposicion al frio puede inmovilizar a los cangrejos C. sapidus pero los circuitos
neuronales siguen funcionando, en cambio en los camarones y cangrejos de rio las
respuestas neuronales estan ausentes utilizando el mismo procedimiento.
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A pesar de que la hipotermia ha sido utilizada como un método anestésico en
crustaceos, aun persisten lagunas de informacién en torno a su eficacia, ya que
algunos autores mencionan haber logrado anestesia, por ejemplo: McRae et al.
(1999) en el cangrejo de rio C. destructor, Premarathna et al. (2016) en cangrejos
adultos Portunus sanguinolentus y Weineck et al. (2018) en el cangrejo de rio
Procambarus clarkii y el camaron blanco (L. vannamei), mientras que otros autores
sostienen que los efectos observados corresponden a una disminucién de la tasa
metabdlica (Ross y Ross, 2008d), sin evidencias claras de pérdida total de la
percepcion sensorial (Fregin y Bickmeyer, 2016; Weineck et al. 2018) y atenuacién
de la respuesta de estrés (Zamora, 2012). Esta diferencia de resultados pone de
manifiesto la necesidad de estudios adicionales que clarifiquen el mecanismo y los
efectos especificos de la hipotermia en organismos acuaticos (Donaldson et al.
2008).

A su vez, otros autores han sefalado la eficacia de distintos métodos anestésicos
en crustaceos, por ejemplo, con agentes sintéticos, Perrot et al. (2021) probaron
MS-222 en Gammarus pulex concluyendo que a 600 mg/L induce sedacion y
anestesia, sin efectos secundarios y con una tasa de supervivencia del 100% a los
6 dias posteriores a la anestesia. Guzman-Saenz et al. (2010) pusieron a prueba en
bafio de inmersién halotano a dosis de 0.5 — 2.5 ml/L e hidrocloruro de lidocaina a
dosis de 400 — 800 mg/L, notificando su eficacia para la sedacion y anestesia en L.
vannamei con tiempos de induccidén y recuperacion variables dependiendo de la
dosis utilizada.

Asimismo, se ha informado la eficacia de aceites esenciales: De Souza et al. (2023)
utilizaron aceite esencial de albahaca Ocimum gratissimum con etanol como
vehiculo para Macrobrachium rosenbergii, teniendo como resultado la sedacion en
2 — 2.5 min, anestesia en 3.5 — 4 min, recuperacion completa en 16 min y tasas de
supervivencia del 100% con una concentracion de 400 uL/L. Becker et al. (2021)
sugirieron las concentraciones de 750 uL/L de Lippia alba y 100 pL/L de Ocimum
gratissimum para el camarén rosado Farfantepenaeus paulensis, mientras que para
el camaron blanco L. vannamei recomendaron las concentraciones de 150, 300 y
500 uL/L de Cymbopogon citratus y 200 pL/L de Origanum majorana para su uso
en procedimientos que requieran un tiempo prolongado de anestesia y evitar el
estrés durante la manipulacion. Li et al. (2018a) demostraron que el mentol a
concentraciones de 300 — 500 mg/L es eficaz, rapido y seguro como anestésico en
Palaemonetes sinensis para todas las tallas de camarén en temperaturas inferiores
a 12°C, no asi en temperaturas superiores a 24°C donde se ha observado una
elevada mortalidad. Parodi et al. (2012) indicaron la eficacia de A. triphyllay L. alba
para la anestesia de L. vannamei en concentraciones de 300 y 750 upL/L para
subadultos y 300 y 500 pL/L para postlarvas, respectivamente, sin observar
mortalidad con ningun anestésico en ninguna de las concentraciones.
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De igual forma, se ha corroborado la utilizacion de Eugenol en diferentes especies:
Soltani et al. (2004) evaluaron su uso en Penaeus semisulcatus y expusieron que
es un anestésico eficaz en un intervalo entre 100 y 150 mg/L. Coyle et al. (2005)
informaron que el producto comercial Aqui-S ® y el Eugenol aplicados a 100 mg/L
son tratamientos anestésicos adecuados para el langostino Macrobrachiurn
rosenbergii. Parodi et al. (2012) comprobaron que las concentraciones de eugenol
a 200 pL/L para subadultos y 175 pL/L para postlarvas son eficaces para la
anestesia de estas etapas de L. vannamei y no se observé mortalidad. Li et al.
(2018b) encontraron que la dosis segura de Eugenol que produjo una anestesia
adecuada y asegurdé una supervivencia mayor al 80% después de 5 dias de
recuperacion en el camardon chino Palaemonetes sinensis fue de 200 pL/L.
Saydmohammed y Pal (2009) experimentaron con una combinacion de eugenol y
mentol en adultos de M. rosenbergii y verificaron que la formulacion anestésica
combinada es segura para anestesiar y mitigar el estrés de la manipulacion,
sugiriendo dosis de 200 — 400 uL/L para lograr anestesia en menos de 30 minutos,
una recuperacion promedio de 21 minutos y eliminacién completa de los residuos
anestésicos en tejidos en 24 horas.

Pese a lo expuesto por diversos autores sobre el uso de anestésicos en crustaceos,
también sugieren realizar mas investigaciones (Donaldson et al. 2008; Reid et al.
2022) asi como estudios preliminares antes de aplicar estos métodos en nuevas
especies, con el fin de evaluar su eficacia y seguridad. Es importante que estos
estudios consideren factores como otras condiciones ambientales, salinidad,
temperatura, pH, oxigenacién, etapas de desarrollo de las especies y los procesos
a realizar, ya que dichos factores podrian influir en los resultados obtenidos y el
bienestar de los organismos (Parodi et al. 2012; Li et al. 2018a; Li et al. 2018b).

En cuanto a las respuestas metabdlicas, la cantidad de glucosa obtenida en la
hemolinfa fue mayor en todos los tratamientos con respecto al grupo control,
teniendo el mayor incremento con los tratamientos de hipotermia a 18°C y 4°C,
similar a lo mencionado por Zamora (2012) quien obtuvo niveles de glucosa en
hemolinfa 24% mayores en los camarones Litopenaeus vannamei sometidos a
hipotermia con respecto a los que no fueron expuestos a hipotermia y coincide
también con Kuo y Yang (1999) quienes observaron elevaciones marcadas de
glucosa en hemolinfa en langostinos Macrobachium rosenbergii, cuando se
expusieron a temperaturas mas bajas cercanas a su limite letal con respecto a los
controles a 28°C, considerando por tanto la hiperglucemia como una respuesta de
estrés en crustaceos, tal como menciona Fanjul (2006).
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El lactato obtenido en la hemolinfa fue menor con respecto al grupo control en el
tratamiento de hipotermia a 4°C, pero mayor en los demas tratamientos con
respecto al grupo control, a pesar de ello, no se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos, incluido el grupo control, esto mismo fue observado
por Carreno (2009) que reporto no haber encontrado ninguna variacion significativa
en la concentracion de lactato en hemolinfa en camarones L. vannamei sometidos
a pruebas de estrés térmico a 32°C y 35°C con respecto al grupo control a 28°C,
sugiriendo que la falta de variacién en los niveles de lactato en pruebas de estrés
térmico se debe a que el metabolismo anaerobio no logra ser activado y por tanto,
el lactato es un indicador menos sensible a estrés agudo por cambios en la
temperatura. Lo mismo que Racotta y Palacios (1998) quienes encontraron que los
niveles de lactato en L. vannamei no presentan un incremento significativo como
respuesta de estrés por muestreo repetitivo y sugirieron que los valores de glucosa
son un indicador de estrés mas sensible que los valores de lactato.

La cantidad de proteina en la hemolinfa fue similar entre los tratamientos, pero
teniendo una disminucion del 51% en el tratamiento de hipotermia a 18°C y una
disminucion del 20% en el tratamiento de hipotermia a 4°C con respecto al grupo
control, esto coincide con otros trabajos, como el de Carrefio (2009) quien indico
que hubo una disminucion significativa en los niveles de proteinas totales en
hemolinfa como respuesta al estrés frente a la hipertermia a 32°C y 35°C en
camarones L. vannamei respecto a su grupo control, estos resultados sefalan que
la respuesta frente al estrés térmico es suficiente para aumentar el consumo de
proteinas utilizandolas como una fuente alternativa que permita satisfacer la
demanda energética del animal y proponen que los niveles de proteinas totales
pueden representar indicadores sensibles de respuesta al estrés o con Chen et al.
(1994) quienes documentaron que los niveles de proteina en hemolinfa
disminuyeron en Penaeus monodon expuestos a condiciones de estrés por baja
salinidad y altos niveles de amonio, lo que concuerda con el trabajo de Mercier et
al. (2006) quienes encontraron concentraciones de proteinas totales en hemolinfa
significativamente menores en L. vannamei expuestos a un estrés constante
inducido por la manipulaciéon diaria durante 4 semanas.

También coincide con Pascual et al. (2003) y Sanchez et al. (2001) quienes
expusieron a Litopenaeus setiferus a diferentes temperaturas para examinar el
efecto del estrés en la respuesta fisioldgica, utilizando variables metabdlicas como
indicadores del estrés y obteniendo una reduccién en los valores de proteinas en
hemolinfa en comparacién con los camarones de referencia en cada caso.
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Los resultados obtenidos se correlacionan directamente con el metabolismo de los
camarones peneidos ya que el estrés ocasiona cambios metabdlicos con el objetivo
de producir la energia necesaria para mantener su homeostasis (Ulaje, 2020).
Recapitulando, en este estudio se obtuvo lo siguiente: una cantidad de glucosa
mayor en todos los tratamientos con respecto al control, teniendo las mayores
elevaciones en los grupos a 18°C y 4°C, un incremento en los niveles de lactato en
todos los tratamientos con respecto al grupo control, a excepcion del grupo expuesto
a 4°C donde la cantidad de lactato fue menor y una diminucién de proteina en todos
los tratamientos con respecto al control, excepto en el grupo expuesto a 25 g/L de
MgClz, teniendo las mayores disminuciones en los grupos a 18°C y 4°C.

Lo anterior se atribuye a que en organismos ectotermos la temperatura es un factor
que modifica los procesos metabdlicos, causando respuestas fisioldgicas con
necesidades energéticas distintas (Logan y Somero, 2010; Schulte, 2015). Al haber
temperaturas mas bajas se incrementa la capacidad de transporte de oxigeno del
agua y disminuyen el consumo de oxigeno y la tasa metabdlica de los organismos
acuaticos (Ross y Ross, 2008d). La importancia del oxigeno radica en que regula
los ciclos metabdlicos (Breitburg et al. 2018) y a nivel fisioldgico interviene en la
demanda de energia, alterando principalmente las tasas de respiracion (Ulaje,
2015).

Esta disminucion en el consumo de oxigeno provoca que los organismos regulen
su balance energético a través de modificaciones en el metabolismo de proteinas y
carbohidratos (Ulaje, 2015) para obtener energia a partir de moléculas energéticas
diferentes (Logan y Somero, 2010).

En camarones peneidos se han utilizado los cambios observados en proteinas y
carbohidratos para evaluar el efecto del estrés (Ulaje, 2020). Con la disminucion del
consumo de oxigeno por estrés o descenso de la temperatura, el metabolismo
aerobico no puede tolerar la demanda de energia y se activa el metabolismo
anaerobico compensatorio (Poértner, 2010). Asi, aunque el uso de carbohidratos en
camarones es limitado, debido a que carecen de sitios de almacenamiento y
capacidad enzimatica para su procesamiento, durante situaciones de estrés estos
organismos recurren a ellos para generar energia (Rosas et al. 2000; Racotta et al.
2002), metabolizando la glucosa a lactato, aumentando la cantidad de ambos
metabolitos en la hemolinfa (Racotta y Palacios, 1998; Ulaje, 2015).

Por otra parte, las proteinas son la fuente primaria de energia para crustaceos, si
bien funcionan como moléculas estructurales y catalizadores biologicos, los
camarones peneidos estan adaptados para utilizarlas como su principal fuente de
energia (Rosas et al. 2000), de ahi que haya una reduccién de los niveles de
proteinas totales en hemolinfa asociada a la utilizacién de las mismas como un
mecanismo de compensacion frente al estrés (Pascual et al. 2003; Ulaje, 2015).
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Estos resultados indican que los métodos utilizados como anestésicos generan
estrés en juveniles de camaron blanco, por lo que no garantizan el bienestar animal
y, por ende, pueden dificultar la interpretacion de los resultados en distintas

practicas experimentales (Barrios et al. 2011; Utne — Palm y Smith, 2020).
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9. Conclusiones

El uso de sales de magnesio (MgClz) se descarta como método para la sedacion,
anestesia y eutanasia en juveniles de camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus
vannamei) para manejo en laboratorio ya que no logra sedar ni anestesiar, aun en
altas concentraciones, teniendo por tanto un costo elevado y al mismo tiempo, las
cantidades utilizadas son impracticables. Dicha falta de eficacia de MgCl2 se
atribuye a la capacidad de osmorregulacion que tiene esta especie.

La hipotermia a 18°C y 4°C se descartan como métodos para la sedacion, anestesia
y eutanasia en juveniles de camaroén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei)
para manejo en laboratorio debido a que las respuestas metabdlicas de estrés no
garantizan el bienestar animal y, por tanto, no garantizan que no alteren ni
enmascaren los resultados en distintas practicas experimentales. Estas respuestas
metabolicas de estrés estan directamente relacionadas con la disminucion del
consumo de oxigeno, lo que genera un cambio en el metabolismo del organismo.

Diversos autores han reportado el uso eficaz de agentes sintéticos y naturales para
la sedacion y anestesia de diferentes crustaceos, asi como la falta de profundizacion
de dichos agentes en otras especies, considerando factores que puedan afectar los
resultados obtenidos y el bienestar de los organismos como salinidad, temperatura,
pH, oxigenacion, condiciones ambientales, etapas de desarrollo y los
procedimientos a realizar.

Las reacciones metabdlicas como respuesta al agente estresor en crustaceos
tienen la finalidad de producir la energia necesaria para reestablecer la homeostasis
del organismo, dentro de estas respuestas de estrés en crustaceos se encuentran
las variaciones en las concentraciones de glucosa, lactato y proteina en hemolinfa,
que han sido evaluadas con el objetivo de monitorear el efecto de estrés en los
camarones frente a diversos estimulos.

Los estudios existentes acerca de sedacion, anestesia y eutanasia en camarones
han sido realizados en su mayoria enfocados hacia la produccion y hacia los
camarones destinados a consumo humano. Sin embargo, hacen faltan mas
estudios con los objetivos de evaluar métodos para la sedacidén, anestesia y
eutanasia en el camarén blanco del Pacifico (L. vannamei) en sus distintas etapas
para manejo en laboratorio y conocer las respuestas metabdlicas que tienen dichos
métodos frente a distintas practicas experimentales pudiendo de esta forma causar
el menor estrés posible al animal garantizando el bienestar animal y la calidad de
los resultados de las investigaciones.
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10. Recomendaciones

De acuerdo con lo encontrado en este estudio y en concordancia con lo mencionado
por otros autores, sobre diversos aspectos, como: la escasez de informacién sobre
la eficacia y los posibles efectos secundarios de los métodos anestésicos en
organismos acuaticos (Chatigny et al. 2018), la falta de estandarizacion
metodoldgica, el uso de condiciones experimentales especificas, el reducido
numero de especies acuaticas que se han utilizado en experimentos sobre
sedacion, anestesia y eutanasia (Cooke et al. 2004; Sung et al. 2018; Aydin vy
Barbas, 2020), la variabilidad de resultados que se han obtenido inclusive dentro de
un mismo grupo taxonémico (Rotllant et al. 2023), asi como la necesidad de realizar
estudios adicionales que permitan aclarar los mecanismos subyacentes de los
métodos anestésicos (Donaldson et al. 2008; Reid et al. 2022) y profundizar en
indicadores mas precisos de bienestar como hormonas involucradas y las tasas de
respiracion (Ulaje, 2015; Utne — Palm y Smith, 2020). Se hacen las siguientes
recomendaciones:

Ampliar la investigacion utilizando una mayor cantidad de animales, diferentes
especies de camaron o condiciones diferentes que permitan corroborar lo
encontrado en el presente trabajo.

Complementar el estudio con otros analisis de laboratorio como la respirometria
para conocer el metabolismo aerdbico y la bioenergética del animal al ser expuesto
a estos tratamientos.

Por ultimo, se recomienda extender la investigacion evaluando otros indicadores
como la hormona CHH y hormonas relacionadas para establecer si existe alguna
relacion entre dichos indicadores y la exposicion a estos tratamientos.
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Anexos

Anexo 1: KIT GLUCOSE PAP SL

El kit GLUCOSE PAP SL del fabricante ELITechGroup es un reactivo para el

ayaladiagnostico in vitro de la determinacién cuantitativa de glucosa en muestras de
suero y plasma de seres vivos.

Su principio se basa en la siguiente reaccion enzimatica.

Glucosa oxidasa )
Glucosa + O2 »  Acido gluconico + H202

2H202 + Fenol + Amino-4-antipirina » Quinoneimina + 4 H20
Peroxidasa

Anexo 2: KIT LACTATE (LIQUID), REAGENT SET

El Kit (Liquid), Reagent set, de la marca (POINTE SCIENTIFIC, INC), se utiliza para
el diagnostico in vitro de la determinacion cuantitativa de lactato en plasma humano.

Su principio se basa en la siguiente reaccion enzimatica.

Lactato oxidasa . . .
Lactato + O2 » Piruvato + Peroxido de hidrégeno

Peroxido de hidrégeno + TOOS + 4-AAP . » Tinte (550 nm)
Peroxidasa
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