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Evaluacion de la actividad depresora del mentol en trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en diferentes condiciones de pH

Evaluation of menthol depressant activity in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
under different pH conditions

Natalia Urzaa'?, Miguel Mancini', Carlos Liiders?, Carlos Errecalde!,
Guillermo Prieto!

RESUMEN

Se evaluo6 la accidon de mentol sobre variables fisiologicas y anestesiologicas en
truchas arcoiris. Se trabajo con truchas juveniles clinicamente sanas, de ambos sexos,
conformadas en grupo A (n=20) de 201.4 £ 60.1 g de peso sometidas a 100 ppm/L de
mentol en agua a pH 6.4 y en grupo B (n=20) de 187.3 = 48.6 g de peso expuestos a
idéntica concentracion de mentol con el agua ajustada a pH 8.0 con bicarbonato de
sodio. Los peces se ubicaron en recipientes con agua a 16.7 °C y conductividad eléctri-
ca de 0.10 mS cm’. La metodologia de trabajo fue: 1) aclimatacion de peces en un
recipiente sin farmaco y registro de la frecuencia respiratoria basal (FR) tras adoptar un
comportamiento normal de natacion; 2) transferencia a un segundo recipiente con men-
tol y registro de tiempos de pérdida de equilibrio lateral y de anestesia; 3) traspaso de
peces anestesiados al tercer recipiente sin farmaco y registro de FR y su comportamien-
to durante el periodo de recuperacion. En el grupo A la anestesia se logrd en 127.7+46.3 s
con fuerte reduccion de la FR basal de 132.4 + 12.6 a40.4 £ 14.4 mov/min y la recupera-
cion total se produjo en 189.7 + 64.2 s. En el grupo B se observo tiempo de anestesia'y
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recuperacion a los 93.4 = 34.3 y 181.7 = 68.0 s, respectivamente, y reduccion de la FR
desde 137 + 14.3 a 43.6 + 10.4 mov/min. Los resultados indican que mentol en agua
ajustado a pH 8.0 es una buena alternativa para las practicas de piscicultura de truchas
arcoiris.
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ABSTRACT

The action of menthol on physiological and anesthesiological variables in rainbow
trout was evaluated. Clinically healthy juvenile trout were used, of both sexes, formed in
group A (n=20) 0f201.4 + 60.1 g of weight subjected to 100 ppm/L of menthol in water at
pH 6.4 and in group B (n=20) of 187.3 +48.6 g of weight exposed to identical concentration
of menthol with the water adjusted to pH 8.0 with sodium bicarbonate. The fish were
placed in containers with water at 16.7 °C and electrical conductivity of 0.10 mScm . The
work methodology was: 1) acclimatization of fish in a container without drug and recording
ofthe basal respiratory rate (RR) after adopting a normal swimming behavior; 2) transfer
to a second container with menthol and recording of times of loss of lateral balance and
anesthesia; 3) transfer of anesthetized fish to a third container without drug and record of
RR and its behavior during the recovery period. In group A, anesthesia was achieved in
127.7+46.3 s with a strong reduction in baseline RR from 132.4 +12.6 t0 40.4 + 14.4 mov/min
and total recovery occurred in 189.7 + 64.2 s. In group B, anesthesia and recovery time
were observed at 93.4 +34.3 and 181.7 +68.0 s, respectively, and a reduction in RR from
137+ 14.3t0 43.6 + 10.4 mov/min. The results indicate that menthol in water adjusted to
pH 8.0 is a good alternative for rainbow trout fish farming practices.
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INTRODUCCION

El empleo de farmacos anestésicos en
piscicultura facilita procedimientos propios de
la actividad como inseminacion artificial, in-
duccidn del desove, determinacion del peso y
medidas corporales, biopsias, transporte y
técnicas reproductivas, ademas de reducir la
incidencia de traumas (Sneddon et al., 2016;
Mazandarani y Hoseini, 2017). La eleccion
del agente anestésico contempla parametros
como la eficacia, costos, disponibilidad, faci-
lidad de uso y ausencia de efectos adversos
sobre peces, humanos y medio ambiente
(Ross y Ross 2008; Neiffer y Stamper, 2009;
Msangi y Batka, 2015).

Recientemente, algunos aceites esen-
ciales de origen vegetal han sido considera-
dos como posibles anestésicos en peces de-
bido su origen natural y beneficios tales como
la accion antioxidante, la mitigacion del estrés
y los efectos inmunoreguladores (Zahl et al.,
2012; Mazandarani y Hoseini, 2017; Freitas
Souza et al., 2019; Hoseini et al., 2019).

El mentol es un alcohol terpeno
monociclico mayoritario en el aceite esencial
de Mentha spp que posee propiedades
antiespasmoddicas, antiinflamatorias y
anestésicas (Rozza et al., 2014; Mazandarani
y Hoseini, 2017). Su actividad depresora es
mediada por la modulacion de receptores de
tipo acido y-aminobutirico A (GABA A) (Watt
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et al., 2008; Kasai et al., 2014), mientras las
propiedades analgésicas son originadas por
la activacion selectiva de receptores opioides
€ (Galeotti et al., 2002) y por bloqueo de ca-
nales de sodio (Haeseler et al., 2002).

El mentol es seguro en humanos
(Facanha y Gomes, 2005; Yadegarinia et al.,
2006), se consume como saborizante de ali-
mentos, es ingrediente en productos farma-
céuticos antiinflamatorios de venta libre y en
articulos de higiene bucal (Teta y Kaiser,
2019). El metabolismo rapido del mentol y la
excrecion completa dentro de las 48 horas
posteriores a la exposicion de los peces
(Botrel et al., 2017), lo posicionan como un
anestésico con ventajas en acuicultura
(Barbosa et al., 2017). Su uso como anesté-
sico ha sido evaluado en invertebrados mari-
nos (Simdes y Gomes, 2009) y en algunas
especies de peces (Kasai et al., 2014;
Mazandarani y Hoseini, 2017; Martins et al.,
2018; Hoseini et al., 2019; Teta y Kaiser,
2019). Los ensayos realizados demostraron
sus propiedades anestésicas, aunque revelan
tiempos de induccién y de recuperacion dis-
pares que oscilan entre 1 y 6 minutos y entre
0.95 y 16.6 minutos, respectivamente, segiin
la dosis utilizada y la temperatura del agua
(Mazandarani y Hoseini, 2017; Martins et al.,
2018; Hoseini et al. 2019).

En ejemplares juveniles de truchas
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se demos-
traron efectos anestésicos en bafios de in-
mersion con 80 ppm de mentol (Teta y Kai-
ser, 2019). Estos autores refieren tiempos de
induccion y recuperacion de 100+ 21 s y de
94 + 13 s, respectivamente, y ausencia de
efectos colaterales, aun en aplicaciones de
150 ppm en truchas arcoiris. Existen varia-
ciones sustanciales interespecificas en res-
puesta a los agentes anestésicos (Harmon,
2009; Readman et al., 2017), ademas de gran-
des diferencias individuales dentro de cada
especie; variaciones que pueden ser el resul-
tado de las dosis aplicadas (Harmon, 2009)
asi como por diferencias farmacocinéticas o
farmacodinamicas (Teta y Kaiser, 2019).
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En los peces, estas diferencias pueden
estar influenciadas por factores biologicos
como edad, sexo, etapa de la vida, peso cor-
poral, tasa de crecimiento, composicion cor-
poral, estado fisiologico y estado de salud, asi
como por factores ambientales como la tem-
peratura del agua, salinidad, pH y nivel de
oxigeno (Sneddon, 2012; Zahl et al., 2012).
El objetivo de este estudio fue evaluar la efec-
tividad anestésica y sedante del mentol y su
seguridad en truchas arcoiris. Los escasos
antecedentes del uso de mentol como depre-
sor en truchas arcoiris motivaron esta expe-
riencia con el proposito de evaluar su accion
depresora por inmersion sobre ciertas varia-
bles fisiologicas y anestesiologicas en esta
especie con y sin ajuste de pH, considerando
que el pH de las soluciones anestésicas de
inmersiéon influye en su eficacia;
especificamente, un descenso en el pH redu-
ce la eficacia por mayor ionizacion (Neiffer
y Stamper, 2009).

MATERIALES Y METODOS

Animales

En el criadero de Boca del Rio, ubicado
en la provincia de Coérdoba, Argentina, se
seleccionaron al azar 40 truchas juveniles
clinicamente sanas, de ambos sexos, de un
estanque de cultivo de 1200 ejemplares de
O. mykiss.

Con base en los datos de peso y talla de
los peces, se calculo el indice de condicion
de Fulton (K) de los dos grupos experimen-
tales. Este indice se utiliza para comparar la
«condicién» o «bienestar» de los peces
(Cifuentes et al., 2012; Ndiaye et al., 2015).
Su calculo se realiza a partir de la ecuacion
K =100 * W/L3, donde: W = Peso total en
gramos y L = longitud total en centimetros.

Agentes Anestésicos y Equipos
Se prepar6 una solucién madre de men-

tol (250 mg/l) disolviendo los cristales de
mentol en etanol absoluto (Biopack®, Argen-



N. Urzaa et al.

tina), esencial para facilitar su emulsificacion
y solubilidad en el agua (Teta y Kaiser, 2019).
Las concentraciones finales de las solucio-
nes de exposicion se prepararon incorporan-
do un volumen apropiado de solucion madre
de mentol en 30 L de agua, mezclando hasta
obtener una emulsion homogénea.

Se utilizo una pesa de escala electroni-
ca de sensibilidad de 0.001 g (Ohaus
Explorer®) y un ictiémetro milimétrico gra-
duado para obtener el peso y la longitud de
cada pez.

Disefio Experimental

La evaluacion del depresor de mentol
se llevo a cabo en recipientes plasticos de 50
Lcon30L deaguaal6.7 °Cy0.10 mS/cmr
" de conductividad eléctrica, dispuestos de tal
manera que se lograra una rapida manipula-
cion de los peces para reducir al minimo el
estrés y el tiempo de permanencia fuera del
agua.

A fin de preservar la aclimatacion de
los peces, se utilizo el agua del canal que abas-
tece a los estanques de cultivo. El agua del
recipiente con la preparacion anestésica se
renovo completamente después del paso de
tres peces y los dos recipientes auxiliares para
el registro de datos se mantuvieron con una
recirculacion continua de agua.

Los peces fueron distribuidos en un gru-
po A (n=20) sometidos a 100 ppm de mentol
en el agua a pH 6.4 y en un grupo B (n = 20)
expuestos a la misma concentracion de men-
tol y pH 8.0 ajustado con bicarbonato de sodio.

Actividad Anestésica

En un primer recipiente, solo con agua
(etapa 1), se colocaron los peces, uno a la
vez, hasta que se observd un comportamien-
to de natacion normal para determinar la au-
sencia o presencia de signos de excitacion y

evaluar la frecuencia respiratoria basal. En
un segundo recipiente con anestésico con o
sinregulacion del pH (etapa 2) se registraron
las respuestas fisiologicas de acuerdo con los
protocolos establecidos por otros autores
(Stoskopf y Posner 2008; Mazandarani y
Hoseini, 2017; Teta y Kaiser, 2019).

Se determinaron los tiempos de pérdida
parcial de equilibrio, de pérdida de equilibrio
lateral y el tiempo de induccion de la aneste-
sia; considerando estado de anestesia cuan-
do los peces perdieron el sentido del equili-
brio, la capacidad de natacion y no presenta-
ron reflejos al recibir la presion tactil de un
operador en el pedunculo caudal (Sneddon,
2012). Una vez alcanzada la anestesia, los
peces fueron retirados para su medicion y
pesaje, e inmediatamente transferidos a un
tercer recipiente libre del anestésico (etapa
3), para registrar la frecuencia respiratoria
de la anestesia y el tiempo de recuperacion
que corresponde al tiempo transcurrido des-
de la salida de los peces del bafio de aneste-
sia hasta su total recuperacion, cuando al-
canzan el equilibrio y la natacién normal acti-
va. Por ultimo, los peces expuestos se colo-
caron en jaulas flotantes etiquetadas y se les
controlo6 diariamente para determinar la mor-
talidad y los cambios en el comportamiento
de alimentacion durante un periodo de 48
horas.

Analisis Estadistico

Se realizo la prueba T para observar si
los peces utilizados en ambos lotes son ho-
mogéneos en peso y longitud, mientras que,
para los momentos de pérdida parcial de equi-
librio, pérdida de equilibrio lateral, induccion
de anestesia, recuperacion, frecuencia respi-
ratoria basal y en la anestesia se realizo un
analisis no paramétrico utilizando la prueba
de Mann-Whitney y la prueba U para deter-
minar las diferencias significativas (p<0.05)
entre el grupo A y B. Todos los analisis se
realizaron en el software SPSS 2.0.
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Figura 1. Tiempo pérdida de equilibrio parcial (A), tiempo de pérdida equilibrio lateral (B) y
tiempo de anestesia (C) en truchas de los grupos A y B (100 ppm de mentol disuelto en
el agua con pH 6.4 y 8, respectivamente (p<0.05) (n=20 por grupo)

RESULTADOS

No hubo diferencias significativas en-
tre el grupo Ay B enrelacion con el peso y la
longitud de los peces. El indice de Fulton (K)
calculado para los grupos A y B dio propor-
ciones de 1.43 y 1.42, respectivamente.

La induccion anestésica rapida se pre-
senta en ambos grupos; sin embargo, en el
grupo B (pH 8.0), la pérdida parcial de equi-
librio (15.5+5.1 s) (Figura 1A), la pérdida de
equilibrio lateral (48.5+10.1 s) (Figura 1B) y
el tiempo de anestesia (127.7 +46.3 s) (Figu-
ra 1C) son significativamente inferiores
(p<0.05) a los registrados en el grupo A (de
282 +£945,335+£71sy93.4+£343 s,
respectivamente)
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Figura 2. Tiempos de recuperacion (RT),
en truchas del grupo A y B (100 ppm de
mentol disuelto en el agua con pH 6.4 y 8,
respectivamente (n=20 por grupo) (p> 0.05)

El tiempo de recuperacion de la aneste-
sia en los peces el grupo A fue de 189.7 +
64.2 sy grupo B 181.7 £ 68.0 s (Figura 2), y
las tasas respiratorias basal y de anestesia
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Figura 3. Frecuencia respiratoria (movimientos operculares por minuto) basal y durante la anes-
tesia (An) en peces del grupo A y B (100 ppm de mentol disuelto en el agua con pH 6.4
y 8, respectivamente (n=20 por grupo) (p> 0.05)

(Figura 3) no registraron diferencias signifi-
cativas (p>0.05). La frecuencia respiratoria
basal y en anestesia del grupo A fue de 132.4
+ 12.6 y 40.4 + 14.4 mov/min, respectiva-
mente y de los peces del grupo B fue de 137
+ 14.3 y 43.6 + 10.4 mov/min, respectiva-
mente. Se observo una marcada disminucion
de la tasa respiratoria de la anestesia en am-
bos grupos, alcanzando valores de 69.4% y
68.1%, para A y B, respectivamente. No se
registraron muertes dentro de las 48 horas
de terminada la experiencia.

DiScUusION

En cuanto al indice de Fulton, Cifuentes
etal.(2012) y Ndiaye et al. (2015) proponen
un valor de indice de e»1 como valor de refe-
rencia del estado de bienestar. Con base a
esto, los resultados obtenidos indican que las
truchas estaban en buena condicion corporal
durante el estudio.

El uso de anestésicos de origen vegetal
tiene un gran potencial en la acuicultura so-
bre los agentes sintéticos, que en algunos
casos estan prohibidos por problemas de se-
guridad y de residuos (Purbosari ef al., 2019).

Se han estudiado varios extractos vegetales
esenciales como anestésicos en peces; sin
embargo, existen limitaciones en el caso de
las plantas y especies estudiadas, habiéndo-
se demostrado la eficacia en un pequefio ni-
mero de especies piscicolas, pero, ademas,
se desconocen los mecanismos de accion y
las posibles vias metabolicas, necesitandose
mas datos para apoyar la seguridad y los efec-
tos beneficiosos de estos anestésicos. Solo el
metansulfonato de tricaina ha sido certifica-
do por la FDA y la Unién Europea para su
uso en el pescado destinado al consumo hu-
mano (Mazandarani y Hoseini, 2017).

El mentol a 100 ppm de agua ajustada a
pH 8.0 constituye una buena alternativa para
las practicas de cultivo de trucha arcoiris,
mejorando significativamente la induccion a
la anestesia (p<0.05), sin modificar la fre-
cuencia respiratoria, en comparacion con el
lote sin ajuste de pH. Esto posiblemente como
consecuencia del medio alcalino que reduce
la ionizacidn del farmaco, facilitando el paso
del anestésico a través de las branquias (y
probablemente la piel) y su difusion al siste-
ma nervioso (Neiffer y Stamper, 2009;
Sneddon, 2012; Zahl et al., 2012).

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(4): 19425



Mentol como anestésico en trucha arcoiris

El mentol es seguro, lo que se confirma
por la ausencia de muertes, tanto en este es-
tudio como en otros realizados en peces
(Purbosari et al., 2019; Teta y Kaiser 2019).
Los registros obtenidos son prometedores en
comparacion con los notificados en otras es-
pecies de peces (Mazandarani y Hoseini,
2017; Martins et al., 2018; Hoseini et al.,
2019), y son similares a los reportados en O.
mykiss por Teta y Kaiser (2019). Las dife-
rencias observadas podrian atribuirse a las
dosis de mentol utilizadas (Harmon, 2009);
no obstante, coinciden con los criterios pro-
puestos para que un anestésico pueda ser
utilizado en acuicultura en cuanto a su efecti-
vidad, descrita como la capacidad de produ-
cir un estado de anestesia en un periodo de
tres minutos y que la recuperacion de la na-
tacion no exceda de 10 minutos (Ross y Ross,
2008; Neiffer y Stamper, 2009; Msangi y
Batka, 2015).

CONCLUSIONES

e Elmentol tiene potencial como anestési-
co eficaz para la realizacion de tareas
relacionadas al manejo de truchas de
cultivo y puede considerarselo como una
droga segura en la especie, y de facil
preparacién en condiciones de campo.

e  Elmentol se mostré como un agente efi-
caz para alcanzar la anestesia, indepen-
diente del pH, pero con mejores resulta-
dos aun pH 8.
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