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ABSTRACT

Trials were performer with ethanol in order to test their effect as anaesthetic in Octopus vulgaris paralarvae. Ethanol was an effective anaesthetic with limited toxic or stressing effect only
at high concentrations (4%). Anesthetized specimens show relaxed musculature, non-active chromatophores and normal respiratory processes. Specimens’ recovery after anesthesia is
good and no adverse effects were observed after.

INTRODUCCION

El uso de anestésicos en la experimentacion con cefalépodos para una correcta manipulacion, bajo una adecuada conducta ética evitando su sufrimiento, es un aspecto obligatorio desde la
aprobacion de la directiva de la UE 2010/63/EU. En la cual se incluye, por primera vez, a todos los cefalépodos vivos (Andrews et al., 2013). Varios han sido los anestésicos utilizados en estos
moluscos (principalmente cloruro de magnesio, aceite de clavo y etanol), sobre todo para realizar experimentos fisiologicos o para el transporte de especies (Messenger et al., 1985;
Mooney et al., 2010; Estefanell, 2010; Gleadall, 2013; Polese et al., 2014). Sin embargo, las investigaciones realizadas sobre el uso y el efecto de los anestésicos en los cefalopodos se han
centrado en especimenes adultos y juveniles, pero no en las paralarvas, existiendo un gran desconocimiento sobre este tema en los estadios larvarios. En este trabajo se analizo el uso del
etanol como anestésico para la sedacion de paralarvas del pulpo comun, O. vulgaris Cuvier, 1797. Asi mismo, se evaluo su efecto sobre las paralarvas y su eficacia a la hora de realizar
mediciones y estudios sobre individuos vivos de la especie.

MATERIALY METODOS

Grupos de 5 paralarvas de O. vulgaris de 3 dias de vida fueron sometidas al efecto del
etanol. El procedimiento consistio en extraer, individualmente mediante sifonado, los
ejemplares del tanque de cultivo y depositarlos en un frasco con 40 mL de agua de mar.
Posteriormente se agregd etanol al 96%, evitando que caiga directamente sobre las
paralarvas, hasta percibir |la detencidén de su natacion, momento en el que se establece el
inicio de los efectos sedantes. Las concentraciones finales del etanol utilizadas en los
grupos fueron de 0,50%, 1%, 2% y 3%. Los individuos fueron mantenidos bajo sedacion
durante 5 minutos, fotografiados, filmados y medidos con una lupa binocular (Nikon SMZ
1500). Pasado el tiempo de sedacion, los ejemplares se traspasaron a un frasco con 100 mL
de agua de mar filtrada a temperatura ambiente, donde se registré su tiempo de
recuperacion, anotando el inicio de la funcionalidad de cromatoforos, natacion libre y
respuesta a un estimulo externo (Flujo de agua con pipeta). Para determinar el efecto del
etanol como anestésico se siguieron los criterios utilizados por Andrews et al. (2013) vy
Gleadall (2013) para detectar efectos toxicos, dolor, sufrimiento y angustia en cefalopodos:
irritacion en piel y ojos, cambios anormales en coloracion y textura de la piel, contracciény
postura corporal. Ademas se observo la aparicion de respuestas conductuales indicadoras
de estrés, como la liberacion de tinta, tanto al aplicar el anestésico como durante su
recuperacion después de la anestesia.

Figura 1. Paralarvas anestesiadas con etanol. a) Brazos bien extendidos sin
efectos negativos por el etanol; b) Brazos contraidos por el efecto del exceso de

etanol.

RESULTADOS Y DISCUSION

El uso de etanol como anestésico demostro ser método muy eficiente para la sedacion de las paralarvas de O. vulgaris. En todos los casos, las paralarvas fueron anestesiadas sin observarse
en ellas signos de efectos toxicos o de dolor. Con la correcta aplicacion del etanol y considerando las concentraciones utilizadas en este experimento, los ejemplares no mostraron cambios
significativos de coloracion o contraccion muscular, ni irritacion de piel y ojos (Figura 1). Sélo cuando la concentracion de etanol fue alta (2 y 3%) se observaron signos de estrés durante la
recuperacion, determinados por la liberacion de tinta en las paralarvas al comenzar a nadar (Tabla 1). También se observaron signos de estrés cuando, al nadar, la paralarva atravesaba una
zona donde se agregaba una gota de etanol, reflejado en una reaccion de escape, liberacion de tinta y contraccidon del cuerpo. Sin embargo, estos efectos no se observaron si el etanol era
aplicado correctamente y en dosis menores. Los ejemplares se recuperaron normalmente después de la sedacion y no se observaron efectos posteriores en el cultivo.

Tabla 1. Observaciones obtenidas durante el proceso de anestesiado y recuperacion. Los tiempos de observacion son
referidos al porcentaje de los individuos analizados. T: Tiempo, Seg: segundos, N/E: No existente.
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OBSERVACIONES DURANTE SEDACION OBSERVACIONES DURANTE RECUPERACION

T Recuperacion

.. - , Expulsic
Concentracion , 0. ., Actividad (Seg) Cromatoforos xp.u >1oN
Cromatoforos  Ventilacion  Natacion Brazos : : tinta
Etanol (%) cardiaca activos (seg) (%)
60% 100% °
Activos Normal Erratica Activos Normal 0) 0 0 0
Activos Disminucion Erratica No activos Normal 41 0 32 0
No aCtIV?S Disminucion N/E No activos Disminucion 66 87 76,5 0)
tras 2 min
: : : Muy
No activos No existente N/E No activos oL 250 355 241,5 30
T disminuida
Figura 2. Paralarvas de 3 dias anestesiadas Muy
con etanol. No activos  No existente N/E Contraccion disminuida 417,25  625,5 453 50

CONCLUSIONES

En conclusion, el uso de etanol como anestésico es un método muy eficaz para el estudio de las paralarvas de pulpos. Suministrado correctamente no parece producir efectos nocivos,
estrés, dolor o sufrimiento en las paralarvas analizadas, permitiendo el estudio de los animales bajo condiciones controladas.
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