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RESUMEN

La ciguatera es una intoxicacion humana provocada por la ingesta de peces arrecifales que
habitan zonas tropicales y subtropicales, los cuales a través de la cadena trofica acumulan
toxinas marinas liposolubles de tipo polieter llamadas ciguatoxinas (CTX). Esta intoxicacion
puede derivarse del consumo de peces herbivoros, carnivoros asi como posiblemente
algunos invertebrados como moluscos y crustaceos. El hombre se intoxica generalmente
por consumir los peces portadores de CTX causandole grave dafio a la salud a nivel
gastrointestinal, cardiovascular y neuroldgico. Estas toxinas son producidas por especies
de dinoflagelados bénticos del género Garmbierdiscus. Los estudios realizados en México
son escasos a pesar de ser un problema de salud muy afiejo. Quintana Roo, por su
ubicacion geografica, es el Unico estado de la Republica Mexicana que se encuentra
influenciado por el Mar Caribe y que alberga parte de la segunda barrera arrecifal mas
importante del mundo. La fauna ictiolégica de la region se caracteriza por presentar una
alta diversidad de especies de escama, incluyendo a la barracuda (Sphyraena barracuda).
Es bien sabido que la barracuda es uno de los principales peces vectores de la ciguatera
en el Caribe, a pesar de ello, su consumo es apreciado debido a su abundancia, tamafio,
palatividad, usos y costumbres como recurso alimenticio y fuente de proteina de la
poblacion costera. En el presente trabajo se realizé un estudio prospectivo sobre la
toxicidad de esta especie para lo cual se analizaron 19 ejemplares de barracuda por medio
del modelo del bioensayo en raton (método oficial en México para el andlisis de este tipo
de toxinas), colectados en los meses de mayo Y julio del 2016 en aguas adyacentes de la
zona noroccidental de Isla Mujeres, a los cuales se le tomardn datos meristicos y se les
diseccion0 para la obtencién de los tejidos: musculo y visceras (higado, intestinos, bazo y
estbmago), a partir de los cuales se obtuvieron un total de 36 extractos. Los extractos fueron
inyectados intraperitonialmente en ratones albinos, certificados (cepa CD-1 de un peso
entre 18-20 g) y los signos clinicos fueron observados en un lapso de aproximadamente 24
horas. Un total de 23 signos clinicos fueron detectados en donde el 38.9% (14) tuvieron
concentraciones subletales de CTX; mientras que, el restante 61.1% (22) no presento signos
de intoxicacion, considerdndose estas muestras como negativas (inocuas). Ninguna
muestra presenté concentraciones letales. Los resultados del presente estudio corroboran
la presencia de las CTX en la barracuda en esta zona del litoral de Quintana Roo con
concentraciones subletales para la temporada de este estudio. Este trabajo sienta las bases
para futuras investigaciones toxinolégicas, epidemioldgicas y ecoldgicas sobre la ciguatera
en el Caribe mexicano. Es importante considerar la implementacién de un mayor nimero
de estudios y divulgacion de la temética, lo cual puede auxiliar a la poblacion a evitar riesgos
en la salud y pérdidas en la economia de los recursos pesqueros de la region.

Palabras clave: Ciguatera, Ciguatoxinas, Sphyraena barracuda, bioensayo en raton, Isla
Mujeres, Quintana Roo.
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1. INTRODUCCION

La ciguatera, también conocida por su acronimo en inglés como “CFP” (de Ciguatera
Fish Poisoning) es una intoxicacion provocada por la ingesta de algunas especies
de peces que contienen toxinas marinas llamadas ciguatoxinas (CTX), capaces de
provocar graves dafios a la salud humana. El cuadro clinico comprende desordenes
a nivel gastrointestinal, neuroldgico y cardiovascular, y en este orden, es la aparicion
y severidad de los signos y sintomas, que; incluso pueden llevar a la paralisis y con

ello el fallo respiratorio y la muerte (Lehane y Lewis, 2000; Vetter et al., 2012).

Esta intoxicaciébn es comun en la zona intertropical entre los paralelos 35° Norte y
35° Sur, pricipalmente en el Océanos Pacifico, indico y las regiones tropicales del
Caribe debido a la presencia de los ambientes arrecifales (Barton et al., 1995;
Legrand, 1998).

El término “ciguatera” que se usa para distinguir la intoxicacion a nivel internacional,
tuvo su origen en La Habana, Cuba, cuando el naturista Portugués Don Antonio
Parra, en el afio 1787, describi6é en detalle este sindrome, que su familia y el mismo
la padecieron por el consumo de pescado en la isla (De Fouw et al., 2001; FAO,
2005).

El grupo de toxinas marinas involucradas en la intoxicacion es conocido como
ciguatoxinas (CTX), que son compuestos no proteicos de tipo polieter en forma de
escalera, de afinidad lipofilica, formadas por 13-14 anillos unidos por enlaces éter
(figura 1), formula molecular (Css, H77,024) y de bajo peso molecular (941 a 1111,7
Daltons). Debido a su naturaleza quimica, son termoestables, es decir, se degradan
muy poco después de someterse a bajas o altas temperaturas y a condiciones
acidas y basicas suaves (Lehane y Lewis, 2000; FAO, 2005).

Actualmente se han descritos mas de 20 tipos de CTX. En el Pacifico, las principales
son identificados como P-CTX-1, P-CTX-2 y P-CTX-3 (Lehane y Lewis, 2000); en el
Caribe C-CTX-1 y C-CTX-2 (Lewis et al., 1998). La toxina tipo CTX-1 es la mas
potente en ambas regiones, encontrandose en peces carnivoros y representa un
riesgo para los seres humanos a niveles superiores a 0,1 pg/kg de pescado (De
Fouw et al., 2001).



P-CTX-1: R1 = 'CH,OHCHOH; R2 = OH Me
P-CTX-3 (P-CTX-2): R1 = "CH,0HCHOH; R2 =H
P-CTX-4B (-CTX-4A): A1 = 'CH,CH; R2 = H

P-CTX-3C

Figura 1. Principales estructuras de las ciguatoxinas (CTX). Las del Océano Pacifico, precedidas
por la letra “P”: P-CTX-1 (Murata et al., 1990), P-CTX-3 (Lewis et al., 1991, 1993), P-CTX-4B
(Murata et al., 1990), P-CTX-3C (Satake et al., 1993) y las del Mar Caribe, precedidas por la letra
“C”: C-CTX-1 (Lewis et al., 1998). Para el Océano indico existe otra familia de estas toxinas, sin
embargo aun no se cuenta con especificacion de las estructuras quimicas (Hamilton et al., 2002).
Cada una de ellas presentan estructuras quimicas similares, , pero varian principalmente por los
radicales que tienen en sus extremos, cambiando su estructura y su actividad.

Las microalgas que producen las CTX pertenecen al grupo de los dinoflagelados
bentdnicos, del género Gambierdiscus cuya principal especie implicada hasta unos
afios solo era G. toxicus (Yasumoto y Satake, 1996; figura 2) descubriendose
posteriomente 13 especies mas de este género (G. toxicus, Adachi y Fukuyo,
1979; G. belizeanus, Faust, 1995; G. pacificus, G. australes y G.
polynesiensis, Chinain et al., 1999; G. caribaeus, G. carolinianus, y G.
carpenteri, Litaker et al., 2009; G. excentricus, Fraga et al., 2011; G. scabrosus,
Nishimura et al., 2014; G. silvae, Fraga y Rodriguez, 2014; G. balechii, Fraga et
al., 2016 y G. cheloniae Smith et al., 2016), de las cuales cinco de ellas se ha
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corroborado su toxicidad. Las CTX resultan de la biotransformacion en los peces

de sus precursoras, las gambiertoxinas (Lehane y Lewis, 2000).

La variabilidad de las poblaciones de estos dinoflagelados es afectada por factores
fisicos como la temperatura, salinidad y la irridiancia aunque no es claro si estos
factores también afectan la produccion de las toxinas (Chinain et al., 2010a; Kibler
et al., 2012).
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Figura 2. Gambierdiscus toxicus Adachi & Fucuyo 1978. a) vista ventral, b) epiteca c)
hipoteca. Tomado de Adachiy Fucuyo (1978).



Al transferirse por herbivoria y depredacion a través de la cadena tréfica, las toxinas
también se bioacumulan llegando a su mayor concentracion en los depredadores
tope (figura 3).

Bioacumulacion de CTXs en la Cadena Tréfica

El hombre se intoxica cuando ingere
cualquiera de ellos (Consumidor final).

o

Las algas sirven de alimento a los peces
herbivoros y especies que se alimentan
de restos coralinos o algas epifitas o
sésiles (Transvector primario).

Los peces herbivoros a su vez sirven de presa a otros
peces carnivos (Transvector secundario) como la
Baracuda, Meros, Jureles yTiburén, lo que resultan mas
peligrosos por recibir una dosis agrupada de la toxina la
cual se concentra con cada presa toxica consumida.

4)s) siendo estos los productores primarios.

Figura 3. Bioacumulacién de CTX en la cadena tréfica. La toxina proviene de los dinoflagelados
toxicos del género Gambierdiscus (principalmente G. toxicus) siendo estos los productores
primarios que alimentan a los peces herbivoros y especies que se alimentan de restos coralinos
o0 algas epifitas o sésiles (Transvector primario), y que estos a su vez sirven de presa a otros peces
carnivos (Transvector secundario) como la Baracuda, Meros, Jureles y Tiburén, lo que resultan
mas peligrosos por recibir una dosis agrupada de la toxina la cual se concentra con cada presa
téxica consumida. El hombre se intoxica cuando ingiere cualquiera de ellos (Consumidor final).
Imagen compuesta y elaborada a partir de imagenes parciales de la web.



Las CTX se pueden encontrarse en el musculo, visceras, sangre, cerebro e incluso,
en algunas especies de peces herbivoros y carnivoros, en los huesos, pero alcanza

una concentracion de hasta nueve veces mas en el higado (Jiang et al., 2012).

Se ha descrito que el mecanismo de accion de las CTX ocurre en la membrana
celular de las células del sistema nervioso. La afinidad de las toxinas para unirse al
sitio 5 del canal de sodio provoca que la membrana se despolarice y permita un flujo
descontrolado de iones Na+ dentro de las células y al no haber un balance en el
potencial de accion celular, el ambiente interno se altera, causando hinchamiento

celular y la aparicién de “ampollas” (Lehane y Lewis, 2000 y De Fouw et al., 2001).

Esta intoxicacion tiene un impacto en la salud publica porque los pescadores o
consumidores no pueden descartar peces contaminados con la simple revisidn
externa ya que el pez muestra un aspecto sano; solamente se puede confirmar la
toxicidad una vez analizada la muestra en un laboratorio a través de métodos
especificos (Laurent et al., 2005); como son los de tipo biolégico (bioensayos en
modelos animales y ensayos celulares), analiticos (fisico-quimicos como la
cromatografia) y bioquimicos. Destaca entre estos, por su relativa simplicidad el
bioensayo en modelo en raton. Estudios en ratones han demostrado una signologia
caracteristica siendo entre otros los signos clinicos de neurotoxicidad acompafiados
con diarrea asi como la hipotermia una respuesta caracteristica de las ciguatoxinas
(Legrand, 1998; Nicholson y Lewis, 2006). Este método permite diagnosticar la
intoxicacion administrando una dosis del extracto purificado o crudo al ratén por via
oral o inyeccion intraperitonial. Dicho extracto es obtenido previamente mediante un
proceso de extracciones, y evaporaciones con distintos solventes organicos en el
laboratorio. Inmediantamente después de la inoculacion se evallan
minuciosamente los signos clinicos en el raton durante las primeras dos horas,
luego, se hacen observaciones recurrentemente hasta finalizar la prueba en 24 h;
los resultados de letalidad se representan en unidades ratéon (UR) y/o en
microgramos (g) equivalentes de toxinas con base a los tiempos de muerte (Blythe

et al., 1994; Lewis, 1995). Este modelo es confiable, ademas, de ser usado como
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método de referencia en laboratorios certificados por la Comision Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) y en centros de investigacion

cientifica.

Los signos clinicos manifestados en pacientes con esta intoxicacion son diversos
(se han descrito alrededor de 170), resumiéndose en afectaciones a nivel
gastrointestinal, neuroldgico y cardiovascular (Lehane y Lewis, 2000; Pottier et al.,
2001 y Dikey y Plakas, 2010).

Algunos reportes muestran que este padecimiento, puede durar largos periodos y
puede ser recurrente al reactivarse por el consumo de peces y/o mariscos, algin
alergeno, factores de estrés y bebidas alcohodlicas asi como por disminucion de
peso. Existe riesgo de contagio de madre a hijo a través de la lactancia (Bagnis y
Legrand, 1987) o via trasplacentaria (Pearn et al., 1982) y en parejas mediante

relaciones sexuales causando un coito doloroso (Ruff y Lewis, 1994).

Cabe mencionar que la variabilidad de los sintomas, dependera de la cantidad y
tipo de toxinas, de la genética del individuo, edad, peso, estado de salud y sexo
(Bagnis et al.,1979; Lehane, 1999; Maya-Entenza et al., 2007 y Senthilkumaran et
al., 2010). La ciguatera se ha conviertido en un problema de salud a nivel mundial,
afectando entre 10,000 y 50,000 personas cada afio (Lewis, 2001; Friedman et al.,
2008). Debido al poco conocimiento popular y médico, se puede confundir la

intoxicacion con otras enfermedades afectado los registros de casos.

No obstante, la FDA (Food Drug Administracion de los E.U.A) encargada de regular
el consumo, exportacion e importacion de peces en muchos paises del Caribe
establece que el limite maximo permisible de toxina es de 0.1 pg de C-CTX-1 0 2
UR/100g (FDA, 2011). En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-242-SSA1-2009
establece un limite maximo permisible de 2.5 UR/100g de pescado. Sin embargo,
tan solo se requieren 5 nanogramos (ng) de CTX por gramo de musculo de pez para
gue pueda ocurrir la intoxicacion en humanos (Legrand, 1998).

Méas de 400 especies de peces herbivoros y carnivoros son consideradas como

vectores potenciales de las CTX a nivel mundial; destacando la barracuda



Sphyraena barracuda Walbaum, 1792, por ser un gran depredador de peces. Lo
cual debido a su caracteristico sabor, tamafio, usos y costumbres como recurso
alimentico esta especie es ampliamente explotada a pesar de los numerosos casos

de intoxicacion por ciguatoxinas (Olsen et al., 1984).

El estado de Quintana Roo, por su ubicacién geogréfica, es el unico estado de la
Republica Méxicana que se encuentra influenciado por el Mar Caribe,
caracterizandolo como una entidad rica en ecosistemas naturales marinos; forma
parte de la segunda barrera de coral mas grande del mundo, albergando una gran
riqueza de peces (Carriquiriborde-Harispe, 1994). La fauna ictiolégica de la region
se caracteriza por presentar una alta diversidad de especies de escama, entre los
gue destacan la sierra (Scomberomorus maculatus y S. regalis), la chihua (Eugerres
plumieri), el pargo gris (Lutjanus griseus), el sdbalo (Megalops atlanticus), el jurel
(Caranx hippos), el macabi (Albula vulpes), la palometa (Trachinotus falcatus), el
robalo (Centropomus undecimalis) y la barracuda (Sphyraena barracuda)

(Carriquiriborde-Harispe, 1994).

La barracuda Sphyraena barracuda ha sido descrita como uno de los principales
vectores de este sindrome (Tosteson, 1988). Algunos autores incluso han descrito
gue hasta un 90% de los casos reportados por el sector salud a nivel mundial han
ocurrido por consumir este pez (Bourdeau y Bagnis, 1989; Vernoux y Talha, 1989;
Matta et al., 1999; Martinez-Orozco y Cruz-Quintero, 2013). No obstante, la
barracuda ocupa el tercer lugar en pesca de escama en el sur de Quintana Roo,
mientras que en el norte su comercializacién esta prohibida por los casos de

ciguatera reportados por la Secretaria de Salud del estado.

Sin embargo, sigue siendo objeto de consumo popular debido al apreciado sabor
de su carne, ya que de un ejemplar de buen tamafio pueden comer varias personas,
a su captura en la pesca deportiva, a los usos y costumbres arraigadas de la
poblacién local, asi como por ser fuente de proteinas. Muchos evitan comerlo
durante los meses de mayo a agosto, debido a que durante este periodo se ha
registrado la mayor incidencia en los casos de intoxicacion por ciguatera segun la
base de datos de la Secretaria de Salud del Estado de Quintana Roo (SESA-QR)



gue ha reportado casos de ciguatera entre los afios 2010-2014 en Cancun, Playa
del Carmen e Isla Mujeres observandose los mayores picos en los meses referidos.
Por ello, el objetivo de este trabajo, es determinar la presencia asi como la
concentracion de CTX en especimenes de barracuda, colectados entre los meses
de mayo y julio en aguas adyacentes de la zona noroccidental de Isla Mujeres,

Quintana Roo.



2. ANTECEDENTES

La ciguatera es una enfermedad con impacto a nivel internacional, si bien, es muy
comun en regiones tropicales y subtropicales entre 35 °N y 35 °S de latitud, por
albergar las condiciones ecolégicas adecuadas para el establecimiento de los
dinoflagelados bénticos del género Gambierdiscus(temperatura calida del agua,
presencia de sistemas arrecifales, entre otros). Resultan interesantes los reportes
de casos de esta enfermedad en otros paises ajenos a los hébitat donde existen
estos organismos. Esto implica que el esparcimiento de las intoxicaciones se debe
al aumento del flujo turistico y a la exportacion de productos pesqueros que
contienen las toxinas (Legrand, 1998; Lehane y Lewis, 2000; FAO, 2005) que no
son facilmente detectadas por sus caracteristicas inodoras e incoloras; ademas de
que el origen del pescado en el momento de la venta o ingestion es a menudo
desconocido (Lewis, 1986). Sin embargo, las investigaciones realizadas a nivel
internacional sobre la presencia de CTX en peces aun son escasas y en algunas

regiones incipientes, particularmente en la barracuda.

Entre los principales paises en América que se han visto afectados por la ciguatera
en el Oceano Atlantico se encuentra los Estados Unidos (Texas, Luisiana y Florida),
asi como Las Antillas Francesas, Colombia, Cuba, Dominica, Haiti, Islas Virgenes
Americanas y Britanicas, Jamaica, México (Peninsula de Yucatan), Montserrat,
Puerto Rico, St. Martin y Venezuela (Farstad y Chow, 2001; Pottier et al., 2001;
Tosteson, 1996, tabla 1).

2.1.Estudios sobre CTX en peces del género Sphyraena a nivel

internacional

Tosteson et al.,, (1988) realiz6 un estudio de la variacion estacional de la
ciguatoxicidad en la barracuda (Sphyraena barracuda) en Puerto Rico entre marzo
de 1985 y mayo de 1987, encontrando que las barracudas durante los meses de
junio, julio y diciembre son menos toxicas, mientras que los periodos de enero-mayo

y agosto-noviembre son mas téxicas, habiendo mayor toxicidad en la cabeza y



visceras, por lo que concluyeron que las barracudas tienen la capacidad de depurar

las ciguatoxinas.

Tosteson, (1996) demostré que los periodos con mayor rango de barracudas toxicas

en Puerto Rico fueron febrero-abril y agosto-diciembre.

Gamboa et al. (1992), realizaron estudios de extraccion y purificacion de la toxinas
a partir de tejidos de barracuda en Puerto Rico. Para su purificacion por medio de
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) y el bioensayo en raton (BR). Este
tltimo actualmente es utilizado como método operativo y de monitoreo en la
regulacion sanitaria por varios paises incluyendo México, que a pesar de no tener
una alta especificidad permite reconocer la toxicidad total de una muestra. Este se
ha convertido en el protocolo de referencia por la comunidad cientifica por ser su
relativa facilidad, aunque el proceso de extraccion exige largas jornadas (entre 3 a

5 dias) asi como su evaluacion por 24 h.

Bottein-Dechraoui et al. (2002), en su investigacion realizada en los Cayos de
Florida (EE.UU), confirmaron la presencia de CTX en el higado de ejemplares de
barracuda que pesaron entre 4.8 a 15.5 kg utilizando método de ensayo de
citotoxicidad en la linea de neuroblastoma N2A (cuyo ensayo permite detectary
cuantificar ciguatoxinas), el 60% de las muestras indicaron la presencia de CTX, el
30% presentd concentraciones por encima del limite de deteccion (0.25ppb), los
cuales son de riesgo a la salud publica si se consumiera este tejido. La barracuda
mas toxica peso 2.1 kg con aproximandamente 1.8 ng/g C-CTX-1, mientras que la
barracuda de mayor peso (15 kg) no present6 actividad, lo que se contrapone a la

hipo6tesis generalizada de que los peces mas grandes son los mas toxicos.

Pottier et al. (2003) utilizaron las técnicas del BR y el HPLC para analizar una
muestra de barracuda que produjo una intoxicacion y que se mantuvo en
congelacion (-20°C) desde julio de 1998, perteneciente a las Antillas Francesas,
ambos métodos mostraron la participacion de C-CTX-1, ademas confirmaron que
es un inhibidor competitivo igual que las brevetoxinas, y que su potencia es dos

veces menor que la ciguatoxina-1 del Pacifico (P-CTX-1).
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Oshiro et al. (2010) en un estudio realizado en Okinawa, Japon, revisaron un total
612 especimenes de peces mediante el BR y HPLC-MS, de los cuales 108 fueron
toxicos (L. bohar, L. monostigma, V. loutiy E. fuscoguttatus), encontrando en este
caso que latoxicidad de los peces analizados en este estudio si estaba relacionada
con su tamafo. Por lo que en estos autores describen que las ciguatoxinas se
acumulan en los peces a través de la cadena tréfica, siendo los peces mas grandes

los mas toxicos .

O'Toole et al. (2012) realizarén un estudio en la costa del Cabo Eleuthera de las
Bahamas, en donde evaluaron diversos tejidos (higado, musculo y sangre)
utilizando el ensayo N2A en 38 especimenes de barracuda. Las tallas medianas de
80, 84 y 94 cm resultaron las de mayor toxicidad con 167.77, 98.83 y 211.74 pg/TE
(picogramos por tejido de pez) respectivamente, mientras que las barracudas de
menor (60 cm) y mayor (120 cm) talla no presentaron registros de toxicidad,
determinando que las concentraciones de toxinas no se correlacionan con la

longitud total de los peces.

Gaboriau et al. (2014) en su estudio realizado en la Polinesia Francesa con 45
especies de peces capturadas para analizar la relacion entre la concentracion de
CTX y el tamafio de pez, observaron que 35 especies no mostraron relacion
significativa, sugiriendo que la toxicidad de los peces no esta relacionada a su peso,
siendo entonces realmente azaroso la regulaciéon de este tipo de toxinas con base

en el peso de los peces.

En el caso del Caribe Méxicano, Arcila-Herrera et al. (2001) y Nufiez-Vazquez et al.
(2000); Nufiez-Vazquez 2005; 2014 describen que la ciguatera es un problema
afiejo y poco estudiado. No obstante, que desde esos afios los casos de ciguatera

han ido en aumento en la Peninsula de Yucatan.

Villareal et al. (2007) describieronla presencia de CTX en las muestras de barracuda
capturadas de las plataformas petroleras para el Golfo de México (territorio
estadounidense), siendo los meses de junio y julio cuando se encontraron los

organismos mas toxicos.
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Nufiez-Vazquez et al. (2008 y 2014), reportaron un total de 14 eventos de ciguatera
en el Caribe Mexicano (especificamente en Quintana Roo) y Golfo de México
(Peninsula de Yucatan) con un total de 172 casos, todos provocados por la ingesta
de barracuda. En Quintana Roo, 61 casos ocurrieron en Isla Mujeres, 20 en
Cozumel, 14 en Cancun, 5 en Puerto Aventuras y 29 en Playa del Carmen, En el

estado de Yucatan 26 casos ocurrieron en Mérida, 11 en Progresoy 6 en Kanasin.

Baron-Campis et al. (2014) confirmaron la presencia de CTX en peces de consumo
local como el “canané”, “rubia” y “chacchi” en el norte de la Peninsula de Yucatan
en los meses de mayo a octubre, encontraron algunos extractos con
concentraciones mayores al limite permisible para el consumo humano, sin

embargo, la barracuda no se incluyé en este trabajo.

Martin et al. (2014) report6é 12 casos de ciguatera que fueron diagnosticados con el
método de bioensayo en raton en el Laboratorio estatal de salud publica del estado

de Quintana Roo durante un brote ocurrido en el afio 2009 en Isla Mujeres.

Nufiez-Vazquez et al. (2016) reportd una morbilidad de 464 casos durante 25
eventos en el periodo de 1984-2013: 240 (51.72%) en Baja California Sur, 164
(35.12%) en Quintana Roo, 45 (9.69%) en Yucatan y 16 casos (3.44%) por turistas
mexicanos intoxicados en Cuba. Sin embargo, es probable que los casos en
Quintana Roo estén subestimados debido a la falta de diagnésticos adecuados. En
aguas del Oceano Pé&cifico los peces involucrados fueron los pagos (Lutjanus spp.)
y meros (Epinephelus spp. y Mycteroperca spp.), mientras que para la region del
Atlantico (Golfo de México y mar Caribe) fueron la barracuda (Sphyraena barracuda)

y el pargo (Lutjanus sp.).

Ley-Martinez et al. (2014) en un estudio de bioprospeccion de ciguatoxinas en
peces carnivos del Caribe Mexicano y aguas adyacentes, confirmaron la presencia

de CTX en barracudas capturadas en Puerto Morelos, Quintana Roo.

Finalmente, Barra-Gonzalez (2016) realizo un estudio de ciguatoxinas en barracuda
(29 cm - 1.45m y 500 g a 9.1 kg de peso) y otros peces carnivoros y coralivoros en

Tuxpan Veracruz, Meéxico, reportando 7 ejemplares de barracuda con
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concentraciones letales en sus tejidos (1.1 a 10 UR de CTX) para los meses agosto,

septiembre y octubre, superando el limite maximo permisible (LMP) en la Norma

Oficial Mexicana y la Norma de la FDA de los EU.

Tabla 1. Incidencia de casos de Ciguatera en el Caribe.

Pais Incidencia/ Afo Autor
100
hab/afio
Antigua 6
Cuba 0.33
Dominica 1.2
Guadalupe 15
Haiti 0.4
Islas VirgenesBritanicas 40 1973- Bagnis (1981),
Islas Virgenes E.U.A. 23 1983
Jamaica 1.8
Martinica 0.92
Puerto Rico 0.18
San Kitss y Nevis 55
San Martin 100
Trinidad y Tobago 0
E.U.A. 5 1996 Tosteson (1996)
México (Quintana Roo) 0.1 1998- Nufiez-Vazquez et al., (2016)
2013
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3. JUSTIFICACION

La ciguatera constituye un problema de salud publica a nivel internacional, siendo
las especies de barracuda, entre las que se encuentra la “gran barracuda’
Sphyraena barracuda el principal vector de esta enfermedad en el Caribe Mexicano.
Mas del 90% de los casos reportados en el sector salud han ocurrido por consumir
este pez. Dichos registros pertenecen principalmente a la zona norte del estado de
Quintana Roo: Tulum, Puerto Aventuras, Playa del Carmén, Puerto Morelos,
Cancun, Cozumel e Isla Mujeres, aun cuando la pesca de este pez actualmente esta
prohibido por la COFEPRIS. Ahora bien, en la Isla Mujeres, (sitio de interes en este
estudio), los casos de ciguatera han sido recurrentes y es una de las zonas del
Caribe Mexicano que presentan el mayor nimero de casos. Es posible que esto se
deba (entre otros factores) a que es un sitio que presenta una afluencia masiva y
continua de turismo nacional y extranjero cuya economia se debe pricipalmente el
turismo y la pesca deportiva. Ademas su gastronomia incluye los platillos tipicos
como el Tikinchi y el ceviche a base de pescado, exponiendose a adquirir esta
enfermedad. Debido al desconocimiento de la gravedad de la ciguatera, ésta puede
volverse crénica si tiende a acumularse en el organismo por la constante exposicion
a lo largo del tiempo. Ademas, las actividades recreativas y el crecimiento
poblacional acelerado conlleva a la modificacién de los recursos naturales como los
sistemas de arrecife, favoreciendo la proliferacion de dinoflagelados del género

Gambierdiscus.

Por lo tanto, a pesar de la importancia en la salud publica y ecolégica, existen pocos
datos de estudios toxinoldgicos en la barracuda en el estado y particularmente en
la Isla Mujeres, por lo que este estudio tuvo como objetivo evaluar la toxicidad y la
distribucion anatomica (tejidos) de las CTX de esta especie para determinar que
tejidos presentan mayor riesgo al consumidor, y si esta toxicidad tiene una relacion
con el peso. Este trabajo pretende sentar las bases a futuras investigaciones
epidemioldgicas, ecolbgicas y toxinoldgicas, siendo de utilidad a las autoridades

pesqueras, sanitarias e indirectamente al sector turistico.
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo General
e Detectar la presencia de ciguatoxinas en la barracuda (Sphyraena
barracuda) en la zona de Isla Mujeres, Quintana Roo, México durante el

periodo de mayo Yy julio del afio 2016.

4.2.0bjetivos Especificos

e Extraer las cigutoxinas en la barracuda (Sphyraena barracuda) en aguas
adyacentes de Isla Mujeres.

e Determinar la concentracién de CTX y el nivel de concentracién de la
barracuda (S. barracuda) en aguas adyacentes de Isla Mujeres.

e Evaluar si existe una relacion entre el peso y la toxicidad en la barracuda
(S. barracuda).

e Determinar la toxicidad por distribucion anatémica (musculo y visceras)

en la barracuda.
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5. HIPOTESIS
e Existe la presencia de toxinas tipo CTX en las barracudas (S. barracuda)

durante el periodo de mayo y julio en las aguas adyacentes de Isla Mujeres.

e Existe una relacion proporcional entre el peso y el nivel de toxicidad en la

barracuda
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6.

AREA DE ESTUDIO

El estudio se realizé en la insula de Isla Mujeres se localiza al norte del estado de
Quintana Roo, México, esta rodeada por aguas del Mar Caribe y pertenece al
municipio el cual lleva el mismo nombre (21°15" Norte; 21° 12" Sur; 86° 45" Este y
86° 42" Oeste) (figura 4). Colinda al norte con el canal de Yucatan, al sur con el
Municipio de Benito Juarez, al este con el Mar Caribe, al oeste con el Municipio de
Lazaro Cérdenas. Es una region plana y cuenta con algunas elevaciones de 20 m
de altura aproximadamente, distribuidos a lo largo de ella. La superficie total es de
402.71 ha, de las cuales 22.84 son lagunas interiores y 379.88 de tierra
aprovechable. La Isla tiene cuerpos de agua salada interiores (Salinas grande y
chica) ademas de la Laguna Macax. Cuenta con un ecosistema arrecifal que forma
parte del “Gran Cinturén de Arrecifes del Atlantico Occidental” considerado como la

segunda barrera arrecifal mas grande del mundo (PDU, 2009).

El clima es calido subhumedo. Presenta una temperatura promedio anual de 26°C
con una oscilacion térmica de 5 a 7°C; registrandose el periodo mas caliente entre

junio y agosto, con lluvias en verano con una precipitacion anual menor a 1,100 mm.

Presenta vientos predominantes del este y sureste. Durante el verano la zona puede
verse afectada por tormentas tropicales y ciclones, comenzando a mediados de
junio, siendo agosto y septiembre los meses mas afectados.
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Figura 4.- Area de estudio. El poligono representa la zona de colecta de peces capturados
mediante la técnica de curricaneo y arpén. Elaborado por Sabido Itz4, 2016.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1.Trabajo de Campo

7.1.1. Captura de ejemplares de barracuda (S. barracuda)

Se realizaron tres salidas durante los meses de mayo Y julio para colectar los peces
en la zona aledafa a Isla Mujeres, incluyendo su Bahia y su zona noroccidental, en
donde existen varios arrecifes que presentan abundancia de barracudas durante

todo el afio.

Para asegurarnos de colectar los ejemplares de barracuda fue necesario contar con
el apoyo de pescadores de la Isla, quienes conocen las zonas de agregacion y
manejan con efectividad los artes de pesca con los que se captur6 a los ejemplares.
Las salidas se realizarén en una embarcacion con motores fuera de borda (60 hp),
aplicando tres artes de pesca: linea, cafia y arpon, obteniendo de esta manera

diferentes tallas (figura 5).

B)

Figura 5. Técnicas de pesca realizadas en el presente estudio. Pesca con
linea. A) Pesca con Cafia. B) Pesca con arpén, las cuales fueron
implementadas en el area de muestreo.
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Se colectaron un total de 23 ejemplares y a cada uno se les tomaron datos de
longitud total (Lt) y longitud Furcal (LF) en mm con un ictiometro. También fueron
pesados con una balanza romana y finalmente fueron fotografiados. Después de la
obtencion de los datos meristicos, los organismos se diseccionaron para obtener
tejido de musculo, cabeza y visceras (higado, bazo e, intestinos). Los tejidos se
colocaron y sellaron en bolsas tipo “Ziploc” previamente etiquetadas para asegurar
la identificacion para su posterior manejo. Para su transporte al Laboratorio Estatal
de Salud Publica del estado de Quintana Roo (LESP) donde se llevo a cabo la
extraccion de CTX, los ejemplares se congelaron previamente a -70°C en el
laboratorio del CICY-Unidad de Ciencias del Agua, tras lo cual, se transfirieron a un
congelador horizontal a -20°C (figura 6). Cabe mencionar que se tomaron en cuenta
las recomendaciones de la NORMA Oficial Mexicana NOM-242-SSA1-2009
(Productos y servicios. Productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados y
procesados. Especificaciones sanitarias y métodos de prueba para asegurar una
buena extraccidn de las toxinas y minimizar la contaminacion del producto). Una vez
en el Laboratorio Estatal de Salud Publica, a cada muestra se le asigno una clave

de registro para poder llevarse a cabo el proceso extraccion.

Figura 6. Colecta de muestras. Ay B) Toma de datos meristicos (peso, longitud furcal
y longitud total). C) Colecta de los tejidos en bolsas tipo Ziploc. B) Transporte de los
tejidos en una nevera con hielo al Laboratorio para su congelacion.
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7.2Trabajo de laboratorio

7.2.1 Extraccion de Ciguatoxinas (CTX)

Para detectar la presencia de las CTX, se aplico el método de extraccion, basado
en la técnica de Gamboa et al., (1992) y Lewis et al., (1995, 2003), con algunas
modificaciones realizadas por el Laboratorio Estatal de Salud Publica; laboratorio
avalado por la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS). Durante todo este proceso fue un requisito el uso de guantes para un
mejor manejo de las muestras, equipos de proteccion de seguridad asi como

materiales esteriles y equipos verificados y calibrados.

Antes de comenzar el proceso de extraccion, las muestras fueron descongeladas
hasta alcanzar la temperatura ambiente para poder procesarlas por separado

durante su tratamiento.

Este proceso consistio en licuar el tejido de 1 a 2 min, a fin de tener una muestra
homogénea. Se pesaron 100g de masa muscular o viiscera en una balanza
granataria (Denver), que fueron transferidos a en un frasco de Nalgene al cual se le
agregaron 100 ml de acetona grado analitico; el tejido y el solvente se
homogeneizaron (es importante mantener la relacion peso-volumen 1:1) para
incubarlo durante 24 a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente, se
filtr6 todo el contenido en un embudo Buchner de porcelana con ayuda de papel
Whatman (No. 40), un sistema de filtracién Millipore con vacio realizado mediante
una bomba manual. Pasando este tiempo se realiz6 una segunda extraccion de la
misma con otros 100 ml de acetona, obteniendo un volumen final de 200 ml de
extracto acetonico el cual fue recuperado en un matraz bola para realizar la

destilacién en el rotaevaporador (Yamato Scientific) a una temperatura de 60°C.

El residuo obtenido se resuspendié con 80 ml de éter dietilico grado analitico y 20
ml de agua desionizada. Se coloc6é en un embudo de separacion para obtener las
dos fracciones: organica y acuosa, siendo la fraccion organica el objetivo a
recuperar en este paso. Para ello, durante este proceso de separacion a la fraccion
acuosa, se realizaron tres lavados con éter dietilico al 80%, recuperando un total de

tres fracciones organicas en un vaso de precipitado, que a su vez fueron
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depositadas en un matraz bola para llevarlo al rotoevaporador y eliminar residuos

de eter dietilico a una temperatura de 45°C.

El residuo obtenido fue resuspendido en 10 ml de metanol al 80% y se realizaron
tres lavados con 20 ml de hexano grado analitico en un embudo de separacion,
recuperando la fase metanol-agua, el extracto obtenido fue secado en el
rotaevaporador con vacio a una temperatura de 70°C.

Por ultimo, el residuo oleoso contenido en el matraz de evaporacion fue
resuspendido con 10 ml de solucion salina (NaCl) estéril inyectable libre de
pirogenos (PISA)+ 1% de Tween 60.

El extracto obtenido de cada muestra fue depositado en viales tipo serolégico de
vidrio de color ambar, sellados con tap6n de rosca de aluminio con empaques de
teflon, una vez sellados los contenedores, adicionalmente fueron cubiertos con
papel parafilm.Cada frasco fue rotulado y llevado a congelacion a -20°C en un
congelador “REVCO” (Mod. M-U275030A18) hasta su evaluacién de toxicidad por
medio del modelo de bioensayo en raton (figura 7).
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Figura 7. Diagrama del proceso de extraccion de las CTX y evaluacion por medio del modelo de bioensayo en raton). Elaborado a

partir de una imagen de la web.
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En esta técnica es necesario (debido a las propias toxinas que pueden estar
presentes en la muestras asi como por el mismo uso de solventes que pueden ser
cancerigenos al contacto con la piel o al inhalar los gases que emiten) utilizar
equipos de proteccion de seguridad adecuados como campanas de extraccion de
gases, guantes de nitrilo y mascarillas con filtro. En el Anexo 1 se observan algunos
de los equipos utilizados en el sistema de extraccion y fotografias del trabajo en
laboratorio. En las siguientes tablas se especifica la relacibn de aparatos e
instrumentos (tabla 2) y medios (tabla 3) y reactivos usados (tabla 4) para llevar a

cabo las extracciones descritas.

Tabla 2. Relacion de equipos.

Balanza analitica con sensibilidad de 0.1mg, Denver
calibrada y/o verificada.
Bomba para vacio Millipore
Rotaevaporador/ bafio de agua Yamato Scientific
Licuadora Oster
Tabla 3. Materiales usados en las extracciones.
Embudo Buchner de porcelana Kimax
Papel Whatman No. 40 Whatman
Matraz Kitasato 500 ml Kimax
Embudos de separacién de 250 ml. Kimax
Matraces Erlenmeyer de 250 ml Kimax
Matraz volumétrico de 100 ml de vidrio clase “A” Kimax
Guantes de latex y nitrilo Ambiderm
Frascos de plastico de 250 ml Nalgene
Probetas de 100 ml Kimax
Pipeta volumétrica de 1 ml de vidrio clase “A”, verificada.
Jeringas de insulina 30 g x 13 mm BD
Tubos para el extracto Abbot
Papel 40 Ibs - 24" x 900 Kraft
Papel aluminio Azteca




Tabla 4 Reactivos usados en las extracciones.

Acetona grado analitico Acetona Q.P. 98.8 %
Eter dietilico grado analitico High Purity 98.0%
Metanol grado analitico J.T. Baker 99.90%
Hexano grado analitico High Purity 98.5%
Disolucién salina (0.15 m) Pisa NA
Disolucién de tween 60 al
1%

Cepa Webster Suiza (18- Libre de
Ratones albinos (machos) 20 g) patdgenosprincipales
Agua destilada NA
Agua purificada NA
Jabon detergente NA

Pellets alimenticios NA

Alimento para ratones (Zeigleir)

e NA (No aplica)
Tabla 4. Relacion de reactivos y materiales usados para las extracciones y su

evaluaciéon en modelo en raton.

7.2.2 Detecciéon de CTX por medio del modelo de bioensayo en

raton (BR) y calculo de toxicidad.

Para evaluar la presencia de las ciguatoxinas en los extractos obtenidos, se utilizé
el modelo de bioensayo en raton (BR), el cual es un método utilizado en diversos

paises como método regulatorio (FAO, 2005).

El analisis de toxicidad por medio del modelo de BR se realiz bajo los estandares
del Laboratorio de Toxinas Marinas y Aminoacidos del Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) en la ciudad de La Paz, Baja California Sur.
Laboratorio que ha sido autorizado por la COFEPRIS de la Secretaria de Salud para
el andlisis de toxinas marinas y realiza investigaciones cientificas sobre el analisis,
extraccion y efecto de distintas toxinas de origen acuéatico. El laboratorio es apoyado
por el bioterio del CIBNOR el cual también cuenta con la certificacion por parte de

la SAGARPA (permiso No. B000.02.03.02.01.1155/08), basandose en las
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especificaciones técnicas descritas por la NOM-062-ZO0-1999 de la SAGARPA,
referente a la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio y en los
protocolos descritos para eutanasia, realizacién de las disecciones y analisis de la
necropsia (Feldman y Seelly 1988; Hedrich et al., 2004).

Un total de 100 ratones machos, albinos CD-1 (ICR, libres de patégenos principales)
de 18 a 20 g fueron adquiridos a HARLAN de México (actualmente ENVIGO S.A.
de C.V., con sede en la UNAM, Ciudad de México, los cuales fueron transportados
via area al CIBNOR en cajas desechables de transporte (con filtros EPA) de
animales de experimentacion (modelo en ratén), con suministro de agua en hidrogel,
lecho de cama estéril y alimento pelletizado (Anexo 2). Se anexa el certificado
(Anexo 4)

Una vez ubicados en el area de bioensayos del laboratorio de toxinas marinas y
aminoécidos (el cual contiene estandares de confort de 20 °C y 60% como maximo
de humedad regulado mediante un “minisplit” Mitsusbihi y un deshumificador), los
ratones fueron tranferidos a jaulas convencionales de mantenimiento de ratones de
experimentacion, las cuales previamente habian sido esterilizadas, y contaban con
el suministro de lecho de cama ASPEN Shavings de NEPCO y pellets alimenticios
formulados estériles (Zeigleir) asi como agua acidificada estéril ad libitum. Todos
los animales se mantuvieron en en adaptacion al menos 24 horas. Se tuvo el

cuidado de mantener limpias las jaulas durante el procedimiento.

Antes de comenzar con la inoculacién, fue necesario pesar y marcar a cada raton
en la base de la cola. El bioensayo consistié en aplicar una inyecion intraperitoneal
(i.p.) al ratén por duplicado esto es, dos ratones por cada extracto), aplicando 0.5
ml, respectivamente. Un grupo control fue inyectado i.p. solo con el vehiculo

(Solucion salina con 1% de Tween 60) (Anexo 3).

Posteriormente, los animales fueron observados durante 24 h y se registraron los
signos clinicos presentados (tabla 5); se midié el tiempo de muerte (que se
manifiesta como el altimo jadeo del animal), para realizar el calculo de las unidades
raton (UR es la cantidad o concentracion suficiente de toxinas para provocar la
muerte de un raton macho de un peso promedio de 20 g en 24 h y que en el caso
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de las CTX aproximadamente es equivalente a 5 ng CTX-1) en las muestras

positivas. En el caso de que algun extracto causara la muerte en pocos min se

realizan diluciones con el vehiculo (solucién salina con Tween 60) e inyectan a

nuevos ratones i.p. hasta obtener la toxicidad respectiva en por lo menos 40 min

como tiempo de muerte (Anexo 3).

Tabla 5. Signos clinicos en el modelo en ratdén para CTX descritos en la literatura cientifica
y su definicion respectiva (con base en lo descrito por Lewis, 1995; Pottier et al., 2001,

Landsberg, 2002).

Signo clinico

Descripcion del signo*

Ataxia

Pérdida de la capacidad para ejecutar movimientos de manera
voluntaria, ordenada y suavemente. Puede afectar al tronco,
extremidades, faringe, laringe, otros. Se debe a la afectacion de
algunas estructuras del sistema nervioso.

Cianosis

Coloracion azulada de la piel y mucosas, causado por elevada
concentracion de hemoglobina en la sangre, por deficiencia de
oxigenacion.

Convulsiones

Sintomas de un problema cerebral. Ocurren por la aparicion subita
de una actividad eléctrica anormal en el cerebro. Es la sacudida
rapida y descontroladamente del cuerpo.

Diarrea Anormalidad en la funcion del aparatodigestivo que se caracteriza
por las frecuentes evacuaciones y por la consistencialiquida de las
mismas:

Disnea Dificultadpararespirar, sensacién de ahogo.

Hipersalivacion

Puede producirse a partir de una estimulacion parasimpatica
excesiva; sin embargo, se considera un signo orientativo de una
enfermedad del tracto gastrointestinal superior.

Hipoactividad

Actividad del cuerpo o de sus 6rganos con bajo rendimiento.

Hipotermia Pérdida de la temperatura corporal, por debajo de Ilos
limitesnormales.
Lagrimeo Llorar, expulsarlagrimasfacilmente o con frecuencia.

Parélisis de los
cuartos traseros

Privacion o disminucién del movimiento de los cuartos traseros.

Paro respiratorio

Suspension definitiva de la respiracion al no poder entrar oxigeno
al organismo.

Piloereccién

Ereccién de los pelos por accién de los musculos del foliculo
piloso; también se conoce por piel de gallina.

Problemas de
locomocién

Dificultad de moverse de un lugar a otro.

Saltos

Elevacion a determinadaaltura o lanzamientodesdeella.

(*definiciones de https://es.wikipedia.ord)

Todo el material de laboratorio de cristaleria que estuvo en contacto con las

muestras durante el proceso de extraccion, se descontaminé utilizando una solucion
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http://que-significa.com/significado.php?termino=anormalidad
http://que-significa.com/significado.php?termino=anormalidad
http://que-significa.com/significado.php?termino=funci%F3n
http://que-significa.com/significado.php?termino=funci%F3n
http://que-significa.com/significado.php?termino=aparato
http://que-significa.com/significado.php?termino=aparato
http://que-significa.com/significado.php?termino=frecuentes
http://que-significa.com/significado.php?termino=frecuentes
http://que-significa.com/significado.php?termino=consistencia
http://que-significa.com/significado.php?termino=consistencia
http://que-significa.com/significado.php?termino=mismas
http://que-significa.com/significado.php?termino=mismas
http://que-significa.com/significado.php?termino=dificultad
http://que-significa.com/significado.php?termino=dificultad
http://que-significa.com/significado.php?termino=respirar
http://que-significa.com/significado.php?termino=respirar
http://que-significa.com/significado.php?termino=sensaci%F3n
http://que-significa.com/significado.php?termino=sensaci%F3n
http://que-significa.com/significado.php?termino=ahogo
http://que-significa.com/significado.php?termino=ahogo
https://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad
https://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad
http://que-significa.com/significado.php?termino=cuerpo
http://que-significa.com/significado.php?termino=cuerpo
http://que-significa.com/significado.php?termino=%F3rganos
http://que-significa.com/significado.php?termino=%F3rganos
http://que-significa.com/significado.php?termino=debajo
http://que-significa.com/significado.php?termino=debajo
http://que-significa.com/significado.php?termino=l%EDmites
http://que-significa.com/significado.php?termino=l%EDmites
http://que-significa.com/significado.php?termino=llorar
http://que-significa.com/significado.php?termino=llorar
http://que-significa.com/significado.php?termino=expulsar
http://que-significa.com/significado.php?termino=expulsar
http://que-significa.com/significado.php?termino=f%E1cilmente
http://que-significa.com/significado.php?termino=f%E1cilmente
http://que-significa.com/significado.php?termino=frecuencia
http://que-significa.com/significado.php?termino=frecuencia
http://que-significa.com/significado.php?termino=privaci%F3n
http://que-significa.com/significado.php?termino=privaci%F3n
http://que-significa.com/significado.php?termino=disminuci%F3n
http://que-significa.com/significado.php?termino=disminuci%F3n
http://que-significa.com/significado.php?termino=movimiento
http://que-significa.com/significado.php?termino=movimiento
http://que-significa.com/significado.php?termino=elevaci%F3n
http://que-significa.com/significado.php?termino=elevaci%F3n
http://que-significa.com/significado.php?termino=determinada
http://que-significa.com/significado.php?termino=determinada
http://que-significa.com/significado.php?termino=lanzamiento
http://que-significa.com/significado.php?termino=lanzamiento
http://que-significa.com/significado.php?termino=ella
http://que-significa.com/significado.php?termino=ella
https://es.wikipedia.org/
https://es.wikipedia.org/

de hipoclorito de sodio (NaCl) al 2.5% y/o hidréxido de sodio (NaOH) al 0.25% para

la eliminacién de las toxinas.

7.3Trabajo de gabinete
7.3.1 Calculo de la toxicidad

Inmediatamente después de ser inoculados los ratones se observaron y anotaron los signos
de la intoxicacion por CTX. La muerte de los animales puede presentarse durante las
primeras 5 horas. Sin embargo con base a la signologia presentada en los ratones se

clasificaron las muestras de acuerdo a los niveles de concentracion:

1. Concentracién inocua: para aquellas muestras que no ocasionaron ningun

signo de intoxicacion o muy leves, mostrando un comportamiento normal.

2. Concentracion subletal: aquellas muestras que afectardn tanto al sistema
nervioso, gastrointestinal (principalmente) y cardiovascular, con al menos
uno 0 mas signos de intoxicacion. Por lo que la concentracion esta por debajo
del limite de cuantificacién de este método de bioensayo, permitiendo que

los ratones se recuperen despues de las 24 h.

3. Concentracion letal: aguellas muestras que causan varios signos clinicos
muy severos o causan la muerte de los ratones en tan solo pocos minutos u
horas. La patofisiologia de los ratones fue la misma. Por lo que es necesario
realizar diluciones para poder obtener la toxicidad respectiva mediante el uso
de mas animales de experimentacibnAunque no todos los extractos
utilizados resultaron con concentraciones subletales o positivas, los ratones
fueron sacrificados, por considerarse como material biologico, su disposicion

final fue usando bolsas rojas de residuos toxicologicos para ser incinerados.
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7.3.2 Analisis estadisticos

Para calcular la concentracion de CTX se utiliza el promedio del tiempo de muerte
de los ratones evaluados cuya relacion fue establecida y calculada por Lewis et al.,
(1984, 1995) y en el caso tipico de peces carnivoros esta relacion esta dada por la

siguiente ecuacion: log UR=2.3 log (1+T1)

donde:
UR= numero de las unidades ratdn de ciguatoxina inyectada, y
T=tiempo de muerte en horas.

Para determinar la relacion peso-toxicidad de cada uno de los tejidos de la especie

de barracuda, se realiz6 una correlacién de Pearson.
e Relacion longitud-peso (RLP).

Para determinar cual es una regresion potencial que relaciona una medida lineal

(talla) con una de volumen (peso) se aplico la ecuacion: WT =a LTb
Donde:
WT =Pesoeng

LT = Talla en cm

a = constante de regresion
b = coeficiente de regresion

Es importante esta parametrizacion porque es posible aun cuando los peces
presentan una relacion entre sus variables de este tipo, es posible que valores bajos
del coeficiente de determinacion indiguen la presencia de diferentes poblaciones de
barracudas, lo cual puede verse reflejado en los resultados de toxicidad

e Toxicidad entre diferentes tejidos (musculo y visceras) y tallas.

Para validar la independencia de las variables predictoras se realiz6 la prueba de
Chi Cuadrado (X?), considerada como una prueba no paramétrica que se utiliza para
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probar la independencia de dos variables entre si, mediante la presentacion de los

datos en tablas de contingencia.
Ho= La variable toxicidad y tejidos son independientes
Hi= La variable toxicidad y tejidos no son independientes
e EI mismo criterio se aplico para la toxicidad entre las diferentes tallas.
Ho= La variable toxicidad y tallas son independientes

Hi= La variable toxicidad y tallas no son independientes
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8. RESULTADOS

8.1.Colecta de las barracudas capturadas

En el presente estudio se obtuvieron un total de 19 ejemplares de S. barracuda
durante dos meses de muestreo (mayo y julio de 2016) en aguas adyacentes a Isla
Mujeres (Tabla 5). Los peces presentaron un intervalo de tallas de 54 y 130 cm de
longitud total y un peso que estuvo entre los 900 - 10,400g. Los peces en estado
juvenil presentan tallas de 54-71 y los adultos 83-130, siendo mayor en nimero de
individuos las tallas juveniles (tabla 6 y 7).

Tabla 6. Registro de peso y talla de las barracudas capturadas en los meses de mayo y
julio del afio 2016 en Isla Mujeres, Quintana Roo.

No. de Fechade colecta Llc;ngltud Longitud  Peso FASE
ejemplar (dd/mes/afio) (lérni‘;l total (cm) (9)
1 20 de mayo del 2016 45.52 54 900 JUVENIL
2 49.25 58 1200 JUVENIL
3 53.91 63 1900 JUVENIL
4 59.5 69 2000 JUVENIL
5 60.43 70 1900 JUVENIL
6 61.36 71 2000 JUVENIL
7 87.46 99 5200 ADULTO
8 21 de mayo del 2016 52.04 61 1750 JUVENIL
9 53.91 63 1200 JUVENIL
10 57.64 67 2000 JUVENIL
11 59.5 69 1900 JUVENIL
12 60.43 70 1900 JUVENIL
13 61.36 71 1900 JUVENIL
14 01 de Julio del 2016 72.55 83 2000 ADULTO
15 72.55 83 1900 ADULTO
16 97.71 110 5500 ADULTO
17 100.5 113 6500 ADULTO
18 107.96 121 9500 ADULTO
19 116.35 130 10400 ADULTO
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Tabla 7. Frecuencia de talla juvenil-adulto de los peces colectados de la barracuda.

TALLA
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Vélido ADULTO 7 36.8 36.8 36.8
JUVENIL 12 63.2 63.2 100.0
Total 19 100.0 100.0

Mediante el analisis de regresion lineal simple de longitud total-peso se obtuvo el
indice de determinacion de r?=0.93, potencial 0.0361 (L) x>°%° (Figura 8).

Figura 8. Relacion entre talla y peso de la S. barracuda de los peces colectados.
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8.2.Calculo de la toxicidad CTX por medio del modelo de bioensayo en

raton

De los 19 ejemplares de barracuda, se obtuvieron 38 tejidos: 19 fueron a partir de
visceras y 17 de musculo; dos de ellos (clave *4487 y *4517) fueron descartados
por problemas durante el proceso de extraccidon, obteniendo asi un total de 36

extractos.

Los extractos obtenidos de visceras y musculo de la barracuda causaron en los
ratones un total de 23 signos clinicos que son descritos en la literatura especializada
para CTX (Yasumoto et al, 1977, Lewis et al, 1995, 2003, Fernandez et al., 2002).
Estos signos clinicos fueron desde leves (diarrea, espasmos, letargo, poliuria,
respiracion agitada), hasta muy severos (paralisis de los cuartos traseros, disnea,
problemas respiratorios, estereotipias, temblor, saltos, vasodilatacion de las orejas,
problemas de locomocion, ataxia, hiperactividad, y otros muy peculiares como el
rascado con las patas traseras), los cuales variaron en frecuencia (tabla 8, figura
11). Sin embargo no provocaron la muerte en el BR logrando sobrevivir y

recuperarse después de las 24 h que dur6 el analisis.

Ninguna de las muestras provocé concentraciones letales, por lo que no fue posible
determinar en ningun caso el nivel de toxicidad por medio de este método, en el que
es requerido el tiempo de muerte, para el calculo de su toxicidad, sin embargo la
signologia de tipo digestivo y neurotoxico caracteristica de las CTX que fue
observada en los animales permitid claramente su distincion (en algunos casos
severa y en el limite de su sobrevivencia) permitiendo detectarlas de manera
cualitativa, pero por debajo de su limite de cuantificacion y permitiendo su
recuperacion después de las 24 h por lo que son considerados como extractos que
contenian concentraciones subletales. Mientras los que no presentaron ningun
signo de intoxicacion fueron considerados como inocuos. Con base a esto las
muestras fueron clasificadas como: Concentraciones subletales y sin signos de

intoxicacioén (tabla 8).
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Del total de muestras analizadas (n=36) mediante el BR, el 14 (38.9%) fueron
positivas tuvieron concentraciones subletales, (4 de musculo y 10 visceras); 22,
(61.1%) no presentaron signos de CTX, considerdndose como negativas (figura 9).

Figura 9. Nivel de concentracién de CTX en tejidos de la barracuda en aguas adyacentes a Isla
Mujeres, Quintana Roo, México.
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Las muestras positivas mostraron concentraciones subletales, por lo que no
sobrepasan el limite maximo permisible de la Norma Mexicana (NOM242-SSA-1-
2009) equivalentes a 2.5 UR (figura 10).
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Figura 10. Curva de toxicidad (UR) y el tiempo de muerte del raton (h). Las muestras con
concentraciones subletal u inocuas bajo el Limite maximo permisible (LMP) segin la NOM-242-SSA-
1 (2.5 UR/100g). UR=5 ng de CTX. Sb (barracuda: S. barracuda). La FDA (2 UR/100g o .1ugdeC-
CTX-1).
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Con base en lo anterior no fue posible hacer las correlaciones respectivas entre el
peso total y la toxicidad, ni tampoco la comparacién de toxicidad entre grupos de

talla y tipos de tejido.
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Tabla 8. Signos clinicos y toxicidad de extractos de barracuda (S. barracuda) de Isla Mujeres por medio del modelo de bioensayo en

raton.
fLuEardy Ei | Tipo de
echade jemplar , . . -
colecta tejido _Peso (q) Signos clinicos Toxicidad (UR)
Aguas 1 Musculo 1200
aledafias a
Isla Mujeres Sin signos de intoxicacion (2/2) Negativo
20,21 de
mayo 2016
Visceras Ataxia (1/2), caminado de lado (1/2), diarrea _
(1/2), espasmos (1/2), letargo (1/2), paralisis Concentracion
de cuartos traseros (2/2), problemas de subletal
locomocion (2/2).
2 Musculo 1200  Sin signos de intoxicacion (2/2) Negativo
Visceras Diarrea (2/2). Negativo
3 Musculo Ataxia (2/2), cambios en la coloracion de los
ojos (2/2), caminado de lado (2/2),
desequilibrio (2/2), diarrea (1/2), disnea
(2/2), espasmos (1/2), paralisis de cuartos Concentracién
1750 traseros (2/2), paralisis de cuartos subletal
delanteros (2/2), problemas de locomocion
(1/2), problemas de respiracion (2/2),
problemas severas de neurotoxicosis (2/2),
Saltos (2/2).
Visceras i
Diarrea (1/2), letargo (2/2). Negativo
4 Musculo 1900 Letargo (2/2), problemas de locomocién Negativo

(2/2).
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Visceras

Hiperactividad (1/2), diarrea (1/2), letargo

Concentracioén

(1/2). subletal
Musculo 1900 Problemas durante el proceso de extraccion Perdida
Visceras Carpl_n_a de lado (2/2), espasmos (2/2), Concentracion
paralisis de cuartos traseros (1/2),
> subletal
problemas de locomocion (2/2).
Musculo 1900  Sin signos de intoxicacion (2/2) Negativo
Visceras
Espasmos (1/2). Negativo
Musculo
1900  Sin signos de intoxicacion (2/2) Negativo
Visceras Ataxia (1/2), cabeza de lado (1/2), diarrea »
(1/2), espasmos (1/2), problemas de Concentracion
locomocion (2/2), problemas de respiracion subletal
(1/2), saltos (1/2). _
Musculo 1900  Sin signos de intoxicacion (2/2) Negat!vo
Visceras Letargo (1/2). Negativo
Musculo Cabeza de lado (2/2), desequilibrio (1/2),
diarrea (1,2), espasmos (2/2), esterotipias
(1/2), hiperactividad (1/2), palidez de cole Concentracion
2000 (1/2), problemas de cuartos traseros (1/2). subletal
problemas cuartos delanteros (2/12).
problemas de locomocion (1/2), problemas
de respiracion (1/2), temblol
(1/2).
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Visceras

Desequilibrio (2/2), diarrea (2/2), letargc
(2/2), problemas de locomocion (2/2)
rrascado con patas traseras (2/2).

Concentracion
subletal

10 Musculo Desequilibrio (2/2), espasmos (1/2), letargo
(2/2), paralisis de cuartos traseros (2/2), Concentracion
2000 pardlisis de cuartos delanteros (1/2), subletal
problemas de locomocion (2/2), rascado con
patas traseras (2/2).
Visceras Ataxia (2/2), desequilibrio (1/2),
convulsiones  (1/2), espasmos (2/2) Concentracion
paralisis de cuartos traseros (1/2) subletal
problemas de locomocion (2/2), temblor
(1/2).
11 Musculo
2000  Sin signos de intoxicacion (2/2) Negativo
Visceras Espasmos (1/2), letargo (1/2). Negativo
12 Musculo 5200  Sin signos de intoxicacion (2/2) Negativo
Visceras Ataxia (1/2), desequilibrio (1/2), diarrea Concentracion
(1/2), espasmos (1/2), letargo (2/2), subletal
problemas de locomocion (1/2). Negati
13 Mdsculo 900  Letargo (2/2) €gativo
Visceras Cabeza de lado (2/2), espasmos (1/2),
palides de cola (1/2), paralisis de cuartos
traseros (1/2), problemas de locomocién
(2/2), problemas de respiracion (1/2), .,
temblor (1/2), vasolidatacién de las orejas Concentracion
subletal
(1/2).
v Perdida
QI%L(;Z% as a 14 Musculo 1900 Problemas durante el proceso de extraccién
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Isla

Mujeres.
1deJul 16
Visceras Espasmos (2/2), letargo (2/2), problemas de Concentracion
locomocién (2/2). subletal
15 Musculo o000  Diarrea (1/2), espasmos (2/2), letargo (2/2), Concentracion
pelo erizado (1/2). subletal
Visceras Diarrea (1/2), pelo erizado (1/2). Negativo
16 Musculo 5500 Sin signos de intoxicacion (2/2) Negativo
Visceras Diarrea Negativo
17 Musculo
6500 Espasmos (1/2), rascado con patas traseras Negativo
(1/2).
Visceras Rascado con patastraseras (2/2). Negativo
18 Musculo o . L :
9500 Sin signos de intoxicacion (2/2) Negativo
Visceras Espasmos (1/2), problemas de locomocién Negativo
(1/2).
19 Musculo 10400 I(_Ze/tza;rgo (2/2), problemas de locomocién Negativo
Visceras Ataxia (1/2), cambios en la coloracion de los

ojos (1/2), espasmos (1/2), problemas de
locomocién (2/2), problemas de respiracion
(2/2).

Concentracioén
subletal
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Figura 11. Frecuencia de los signos clinicos observados en los ratones durante el bioensayo.
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8.3.Toxicidad por distribucién anatémica (musculo y visceras).

Al analizar la toxicidad en visceras y musculo, se observo que el 38.9% fueron positivos y
el 61.1% negativos, para observar si hubo diferencias significativas se realizé una
X2 (1, n = 36) = 18.19, p> 0,05 (tabla 9), se concluye que no hubo diferencias significativas

entre ambas variables estudiadas, resultando ser independientes.

Tabla 9. Tabla de contingencia de las variables tejido y toxicidad.

TOXICIDAD
NEGATIVO POSITIVO TOTAL

MUSCULO Recuento 13 4 17

% del total 36.1% 11.1% 47.2%

TEJIDO VISCERAS Recuento 9 10 19
% del total 25.0% 27.8% 52.8%

TOTAL Recuento 22 14 36

% del total 61.1% 38.9% 100.0%
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8.4. Relacion entre el peso y la toxicidad en la barracuda segun la
prueba no paramétrica de Person.

Cabe mencionar que al no contar con muestras letales de la barracuda no se pudo
hacer un analisis de correlacion entre las variables concentracion y peso corporal,
para conocer si los peces mas pesados son mas toxicos que los ejemplares
pequefios.

Para determinar las posibles diferencias de toxicidad entre la talla y la toxicidad se

se realiz6 la prueba chi cuadrada.
Pruebas de chi-cuadrado

Significacion Significacion
asintotica Significacion exacta
Valor df (bilateral) exacta (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 3.1972 1 .074
Correccién de continuidad 2.090 1 .148
Razon de verosimilitud 3.277 1 .070
Prueba exacta de Fisher .097 .073

N de casos validos 36

8.4.1 Tallay latoxicidad en la barracuda.

Al analizar la toxicidad en tallas (7 adultos, 12 juveniles), se observo que el 57.9 %
fueron positivos (adultos 21.1%, juveniles 36.8%) y el 42.1% corresponde a los
negativos (adultos 15.8%, juveniles 26.3%), para observar si hubo diferencias
significativas se realizo una X2 (1, n =19, p> 0,05 (tabla 10), se concluye que no hubo
diferencias significativas entre ambas variables estudiadas, indicando que no hay

diferencias significativas de toxicidad entre tallas.
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Tabla 10. Tabla de contingencia de las variables talla y toxicidad.

TOXICIDAD
CON CTX SIN CTX TOTAL
ADULTO Recuento 4 3 7
% del total 21.1% 15.8% 36.8%
JUVENIL Recuento 7 5 12
TALLA
% del total 36.8% 26.3% 63.2%
TOTAL Recuento 11 8 19
% del total 57.9% 42.1% 100.0%
Pruebas de chi-cuadrado
Significacion Significacion
asintotica Significacion exacta
Valor df (bilateral) exacta (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .0032 1 .960
Correccién de continuidad® .000 1 1.000
Razon de verosimilitud .003 1 .960
Prueba exacta de Fisher 1.000 .663
N de casos validos 19
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9. DISCUSION

De acuerdo con algunos autores, la ciguatera representa una gran amenaza en las
areas tropicales y subtropicales del mundo, siendo el mar Caribe, una de las areas
con mayor incidencia de casos de intoxicacion con ciguatera (Tosteson (1996);
Nufiez -Vazquez et al., 2016. Ver tabla 1). Sin embargo, son pocos los paises de
esta regidn que cuentan con investigaciones, siendo el sureste de los EE.UU.,
Puerto Rico y las Antillas francesas, los paises con el mayor nimero de estudios
sobre el tema (Tosteson, 1996; Lehane y Lewis, 2000; Porttier et al., 2001; Dickey
y Plakas, 2010) y en menor grado en Cuba, México y recientemente en Colombia
(Alcolado et al., 2000; Ley-Martinez et al., 2014; Celis y Mancera, 2015;
Ley- Martinez, 2016), sin embargo son muy escasos los estudios y en algunos
paises nulos de esta zona, principalmente desde el enfoque toxinoldgico; esto es
estudios ex profeso para conocer la toxicidad en los peces y en los dinoflagelados,
gue especies de peces son los de mayor riesgo en su consumo, cual es la
distribucion anatémica de la toxicidad, si existe una temporalidad, regiones de
mayor riesgo, los tipos de CTX en las microalgas y en los peces, estudios de
biotransformacién en los peces (metabolismo y excrecion); asi como estudios
sobre ecotoxicologicos (agentes naturales y antrépicos que favorecen su

incremento e impacto).

Otro aspecto importante que ha sido todavia menos estudiado es el potencial
impacto de estas toxinas en el ecosistema, ya que se ha demostrado en condiciones
experimentales que estos metabolitos tienen un efecto deletéreo en varias especies
de peces (Durant-Clement et al., 1987; Davin et al., 1986; 1988; Capra, 1988;
Kohlet et al., 1989; Magnelia et al., 1992; Kelley et al., 1992; Lewis, 1992;
Galarza et al., 1993; Kohler y Kohler 1994; Gonzalez et al., 1994), las cuales
pueden estar relacionadas a mortandades de peces de arrecife (Ladsberg, 1995)
y crustaceos (Kelley et al., 1992). Recientemente fue demostrada su presencia e
impacto en la salud animal de focas monje (Monachus schauinslandi) en
poblaciones de Hawai que se encuentran en estado critico (Bottein et al., 2011, en

Nufiez-Vazquez, 2014). Otras toxinas marinas de origen béntico de tipo polieter
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también se han descritocomo potenciales reguladores de poblaciones de peces y
otros organismos al tener un efecto negativo (mortalidad, tasa de eclosion,
malformaciones) sobre todo en estadios de vida tempranos como embriones,
larvas y juveniles de peces y otros organismos (Escoffier et al., 2007; Ajuzie, 2008;
Vasconcelos et al., 2010; Le Du et al., 2016) en los que estos compuestos también

pueden estar inmiscuidos.

9.1.Concentracion de CTX Yy el nivel de concentracion Sphyraena

barracuda

La barracuda es una de las principales especies de peces causantes de la ciguatera
a nivel mundial (Lehane y Lewis, 2000; Pottier et al., 2001, 2003), especialmente
para el Caribe, en donde es conocida como uno de los peces mas toxicos (Bourdeau

y Bagnis, 1989; Martinez-Orozco y Cruz-Quintero, 2013).

Después del analisis toxicologico de los 36 extractos de tejidos de visceras y
musculo evaluados en el presente estudio, se pudo corroborar que ambos tejidos
estuvieron por debajo de limite de cuantificacion (3.6 LD50 o 0.25 - 4 ug/kg de la C-
CTX-1) por medio del BR, sin embargo se detectaron 14 (38.9%) muestras positivas,
ya que se presentaron signos clinicos de moderados a severos caracteristicos
descritos en la literatura especializada que indican la presencia de estos
compuestos en concentraciones subletales. Aunque estas concentraciones se
encuentran por debajo del limite maximo permisible por la regulacion nacional (2.5
UR; 5ng) segun la NOM-242-SSA-1) y de la FDA de los EE.UU. (2 UR; 0.1ug)
existen otras regulaciones mas estrictas como la Europea que solo la presencia de

signos clinicos es suficiente para no permitir su comercializacion (FAO, 2005).

Adicionalmente también es importante tomar en cuenta el potencial efecto por
exposicion cronica a CTX, sobre todo cuando el consumo de este tipo de peces es
muy continuo. Es probable que la deteccién solo de bajas concentraciones de CTX
en este estudio también esté relacionada a la época de colecta de los presentes
ejemplares asi como muy probablemente a la zona de colecta de las isla, pues
existe un conocimiento popular de que los ejemplares de esta zona son inocuos o

muy pocos téxicos y que las peces mas toxicos se concentran en la parte posterior
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(noreste) de la isla (Comun. Pers.). Estos resultados parecen corroborar este
conocimiento popular, sin embargo se requieren hacer otros estudios con mayor
namero de ejemplares, de distintas épocas del afio y de diversas zonas de la isla,
lo que permitird corroborar o descartar esta hipoétesis. La cual es importante evaluar
porque existe la posibilidad de que las barracudas de la parte posterior (noreste)
sea otra poblacion y por tanto ser otro el origen de las toxinas en la zona, en este
sentido es importante sefalar que este especie puede ser residente o presentar

migraciones importantes (Tosteson, 1988).

La evaluacion de estos compuestos por medio de otros métodos de deteccidn (con
un menor limite cuantificacion; esto es que detectan concentraciones mas bajas de
CTX) como lo son los ensayos en lineas celulares como el Neuro 2A, bioquimicos
y analiticos (Park, 1994) permitird no solo conocer su naturaleza quimica si no su
concentracion. Actualmente se han desarrollado una variedad de técnicas para
detectar y cuantificar a las CTX empleandolas a la par o complementarias con el BR
(Lewis y Sellin, 1993), en donde se ha corroborado que en las barracudas
procedentes de las regiones endémicas de ciguatera, su toxicidad se le atribuye a
una mezcla de congéneres de CTX con caracteristicas propias, donde la C-CTX-1
resulta ser la mas potente en el Caribe y con mayor afinidad a los canales de sodio
(Pottier et al., 2003 y Bottein-Dechraoui et al., 2005).

9.2.Distribuciéon anatdémica de la toxicidad en la barracuda S. barracuda.

De los 36 extractos analizados de barracuda, 14 de ellos presentaron
concentraciones subletales (38.9%), 4 correspondieron al musculo y 10 a visceras,

22 fueron inocuos (61.1%) y ninguno presentd concentraciones letales.

Ley-Martinez et al. (2015) y Ley-Martinez (2016) realizaron un estudio semejante
al presente trabajo con ejemplares de peces carnivoros de algunas regiones del
Caribe Mexicano y aguas adyacentes (Cancun, Puerto Juarez, Puerto Morelos, Isla
mujeres, Isla de Cozumel, en Quinta Roo y San Felipe, Dzilam de Bravo, y Celestum
en Yucatan), en el cual se reportd 3 extractos con concentraciones subletales para

las muestras provenientes de Isla Mujeres, y a diferencia de este estudio, estos
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autores reportaron dosis letales en barracuda obtenidas en Puerto Juarez y
Cozumel para los meses de agosto y septiembre del 2013. Puerto Juérez se ubica
en la zona continental de Quintana Roo y esta a una distancia de 10 km de Isla
Mujeres, por lo que los pescadores de ambos lugares tienen zonas de pesca comun.
Lo anterior significa que las posibilidades de hallar peces toxicos en Puerto Juarez
o Isla Mujeres no dependen de la regién geogréfica como si lo puede ser para
Cozumel. La diferencia mas importante entre ese estudio y el presente es la época
del afio en la que se obtuvieron las muestras. Como ya se menciond, en este estudio
las muestras fueron obtenidas en los meses de mayo y julio, mientras que Ley-
Martinez et al., 2015 colectaron durante agosto y septiembre. Otro estudio realizado
en barracuda fue el de Villareal et al. (2007) en el Golfo de México, quienes
analizaron a 20 ejemplares de barracuda muestreados en los meses de mayo a
septiembre, de los cuales 18 presentaron “rastros” de niveles de toxicidad y
solamente dos con concentraciones de 0.06 y 0.14 ng g-1 equivalentes a C-CTX-1
(para junio y julio), sin embargo, estos investigadores usaron el ensayo
estandarizado de citotoxicidad N2A, el cual se ha comprobado que tiene mayor
sensibilidad a las ciguatoxinas (Dickey et al., 1999). Los meses con mayor
toxicidad, aun son inciertos, segun Gaboriau et al., (2014) es posible que las
concentraciones de las CTX en los tejidos de los peces dependa de factores
ambientales como lo es el aumento de dos o tres grados en la temperatura
ambiental aportando como respuesta marcados como cambios en la respiracion, en
su actividad depredadora en una variedad de peces, la eficiencia de asimilacion, la
velocidad de depuracion y la tasa de crecimiento de los peces. Es posible que todos
estos factores y otros mas de tipo ecoldgico, como la capacidad migratoria de las

barracudas o puedan estar influenciando la acumulacién de las toxinas.

Aungue las muestras extraidas de barracuda durante este estudio mostraron
concentraciones bajas para intoxicar a humanos (0.01 ppb, C-CTX-1) la especie
sigue siendo un riesgo potencial de intoxicacion por ciguatera en Isla Mujeres, sobre
todo por ser una comunidad dependiente de la pesca como fuente de obtencion de
proteinas. Por otro parte, Tosteson (1996) menciona que los meses con mayor

frecuencia de encontrar barracudas toxicas es durante los meses de febrero, marzo,
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abril y agosto hasta diciembre en un estudio realizado en Puerto Rico, debido al
aumento de temperatura del mar, favoreciendo a las proliferaciones de otros
dinoflagelados bénticos como Ostreopsis que también pudieran estar involucrados

en la produccion de toxinas y posterior transferencia a las barracudas.

Los resultados de este reporte muestran que la mayor toxicidad proviene de las
visceras (10/19) concordando con Ley Martinez (2016) (1.67UR) y otro estudio
realizado por Barra Gonzalez, (2016) en barracuda para el Golfo de México
(Tuxpan, Veracruz) en donde reportd 7 extractos con dosis letales, 5 de visceras
(1.1 UR, 1.31 UR, 1.52 UR, 1.93 UR y 1.93 UR) y 2 de musculo (1.42 UR y 10 UR).
Por lo que se puede concluir que las visceras presentan un mayor grado de
toxicidad que el tejido muscular (Jiang et al., 2012), debido a que incluye el higado,
organo encargado de llevar a cabo los procesos de depuracion de compuestos
toxicos, asi como la biotransformacion de compuestos como los son las toxinas tipo
CTX's (Yasumoto, 1993; Holmes y Lewis, 1994). Esto, lo comprueba Matta et al.,
(1999) al encontrar una relacion significativa de la toxicidad (CTX) con el proceso

de peroxidacion de lipidos.

En la siguiente tabla 11 se muestran las concentraciones de CTX obtenidas en
barracudas de algunas regiones del Caribe y Golfo de México y este estudio.

Especie Toxicidad por Pais Referencia
kg de tejido
S. barracuda Mdsculo: Puerto Rico Tosteson et
0.53-1.78 UR (sudeste) al.,(1988)
Cabeza + viscera:
0.25-1.6 UR
Higado:
1.94 UR
Vesiculabiliar:
2.89 UR
S. barracuda Mdsculo: E.U.A. (Texas Villareal et
0.14 ug/kg al.,(2007)
S. barracuda Higado: <.93 UR.  Veracruz (Tuxpan) Barra-
Musculo: >10 UR Gonzalez
(2016)
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S. barracuda Higado México Ley-Martinez
>1.67UR (Q. Roo) (2016)

S. barracuda Visceras: <1 UR Isla Muijeres Este estudio

9.3.Relacion peso y talla con la toxicidad en la barracuda

La barracuda por ser un pez “tope” en la cadena alimentaria (Sylva, 1968; Tosteson, 1988),
se cree que su toxicidad esta en relacionada con el peso, debido a que mientras mas hayan
vivido mayor sera su peso y por lo tanto habran estado mas expuestos a la acumulacién de
las toxinas en sus tejidos a través de este proceso. En este estudio, las barracudas
capturadas tuvieron tamafio entre 54 y 130 cm de longitud y un peso de 900 a 10,400 g,
con una relacion entre ambas variables (r>=0.93). A pesar de contar con diferentes pesos,
debido a que no se pudo cuantificar la toxicidad, (ya que el método del bioensayo en raton
tiene un limite de deteccion de >1 UR) no fue posible evaluar esta relacion. Sin embargo,
al realizar un ejercicio utilizando las tallas que presentaron los tejidos toxicos (mediante el
estadistico de Chi cuadrada) se pudo corroborar que no hay diferencias estadisticas
significativas (p> 0.05) que permitan inferir que la toxicidad esté relacionado con el peso.
Lo que coincide con algunos estudios como el de Bottein-Dechraoui et al (2002), donde la
barracuda mas toxica tan solo pesaba 2.1 kg, mientras que la méas grande (15 kg) no
present6 toxicidad. Es posible que para hallar patrones de toxicidad y saber si existen
relaciones con el peso de los organismos sea necesario obtener grandes lotes de datos
obtenidos con peces muestreados durante todo el afio. Otros trabajos recientes que
también han descrito que no existe una relacion positiva entre el peso vs toxicidad son por
ejemplo, el de Villareal et al., (2007) en el que reportaron un espécimen de 5.7 kg con
toxicidad letal mientras la barracuda mas grande se registr6 con dosis subletales. Por otra
parte, O'Toole et al., (2012) evaluaron 38 organismos de barracuda, encontrando que los
peces cercanos a la mediana en cada lote de datos fueron los que presentaron toxicidad,
siendo azaroso definir la toxicidad con base al peso de los peces (Gaboriau et al., 2014).
Todo lo anterior apunta a la necesidad de datos mas precisos sobre la condicion fisiolégica,
estado reproductivo, edad, presencia de los dinoflagelados precursores en la zona, tipo de
alimentacion (presas) y presencia de CTXs en ambos casos, patrones de migracion y otros
estudios que permitan tener un mejor conocimiento ecotoxicologico de estos peces en la

zona y crecimiento de los individuos analizados. Si bien, estos estudios no aplicaron el
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estadistico, permiten ver que la toxicidad no esta relacionada con la talla del pez.
Rechazando, hasta ahora, parte de la hipotesis planteada, donde se esperaba que hubiera
una mayor concentracion en tallas grandes que pequefias como menciona Oshiro et al.
(2010) quienes examinaron 612 especimenes de 7 especies de peces en Okinawa, Japon
donde se observa un aumento paralelo de la toxicidad y el peso corporal. Sin embargo los

estudios realizados por estos investigadores no incluyeron a la barracuda.

Que a diferencia de las especies estudiadas en el trabajo de Oshiro et al (2010) la barracuda
tiene la capacidad de realizar migraciones, lo cual es una variable mas que puede ser
importante al tratar de abordar lo que Anderson y Lobel (1987) han considerado como el

continuo enigma de la ciguatera.

La acumulacién de las toxinas en los peces puede deberse a que estos se encuentran en
algunas zonas con una elevada concentracion de toxinas (Solifio et al., 2015), o bien debido
a los habitos migratorios de este pez, ya que algunos reportes indican que puede llegar a
desplazarse més de 12 km en un solo dia e incluso es capaz de migrar mas de 100 km
(O'Toole et al., 2010).

Las barracudas utilizadas en el presente estudio fueron capturadas a largo en la bahia de
la isla, caracterizado por aguas someras con presencia de manchones arrecifes, mientras
gue de O'Toole et al. (2012) capturaron a estos organismos en aguas profundas. Los
resultados, (como ya se sefiald anteriormente) parecen coincidir con la idea popular de los
residentes de la Isla, de que los barracudas de esta zona son muy poco téxicas o incluso
nulas en toxicidad y que las barracudas de la parte Norte de la Isla (en donde existen &reas
mas profundas) si lo pueden ser, por lo que se sugiere mas estudios en esa zona de la isla,
para comprobar o rechazar esta hipotesis. Sin embargo, cabe mencionar que los resultados
obtenidos en este trabajo estan sujetos a las condiciones ambientales y de temporalidad
prevalecientes durante el periodo que se realizd este estudio, sin descartar la posibilidad
de colectar peces con dosis letales en otros meses, ya que tanto los factores naturales
como las actividades humanas, y otras de diferente naturaleza tales como la temperatura
superficial del océano, presencia de huracanes, blanqueamiento de los corales,
construccion de diques, derrame de aguas residuales, etc. favorecen su crecimiento, por
cambiar la dinamica de las especies bénticas causando la proliferacion de los
Gambierdiscus. Por lo anterior, prevenir los brotes de la ciguatera implica desarrollar
pruebas de rutina para identificar a los peces contaminados. Este estudio sienta las bases

para futuras investigaciones con enfoque toxinolégico, epidemiologico y ecoldgico en la
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zona norte del estado de Quintana Roo el cual es un problema multifactorial y por lo tanto
complejo. A pesar del innegable esfuerzo de varios grupos de investigacién en todo el
mundo, el nivel de conocimientos—alcanzado en la actualidad no alcanza a resolver el
enigma de la ciguatera, frase mencionada desde hace casi 30 afos por Anderson y Lobel
(1987) al referirse al poco conocimiento sobre los diferentes aspectos en los que se deberia
avanzar para comprender mejor este fendmeno. Desde entonces se mencionaba la
necesidad de conocer las especies causantes, su distribucion geogréfica, sus
caracteristicas de crecimiento y su produccién de toxinas; de igual forma se esperaba
avanzar en las capacidades analiticas para la deteccion y cuantificacién de estas toxinas,
en varios de estos puntos se tienen importantes avances a nivel internacional (Lehane y
Lewis, 2000; Lewis 20001; Friedman et al., 2008; Dickey y Plakas, 2010;), sin embargo en
el caso de, México estas investigaciones aln estan en proceso. Desde esta perspectiva, el
presente trabajo puede constituir la base para un mejor entendimiento de este tdpico, su

origen e impactos en la salud publica en esta isla del Caribe Mexicano.
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10. CONCLUSIONES

7
A X4

R/
L X4

R/
L X4

Se corrobor6 la presencia de ciguatoxinas en la “gran barracuda” (S.
barracuda) en la parte sur de la Isla Mujeres-Quintana Roo.

De un total de 36 muestras analizadas en este estudio mediante el bioensayo
en ratdon 14 (38.9%) presentaron concentraciones subletales de CTX y el
resto, 22 muestras (61.1%) no presentaron signos de CTX, considerandose
estas ultimas como negativas o inocuas.

Debido a que no se tuvieron muestras que provocaran la mortalidad en el
modelo de bioensayo en raton, no se obtuvo las concentraciones respectivas
en los extractos analizados por medio de este método, por lo que no fue
posible evaluar la relacion entre el peso total de la barracuda y su toxicidad.

Con base a la intensidad de la signologia por CTX presentada en el modelo
en ratén y la agrupacion por tallas de la barracuda se pudo comprobar por
medio del método estadistico no paramétrico de Chi cuadrada, que no hay
una relacién entre estos dos parametros (p>0.05), al menos bajo las
condiciones de este estudio.

Esta es la primera vez que se realiza un estudio toxinolégico (de CTX) ex
profeso y exclusivamente en la especie Sphyraena barracuda (“gran
barracuda”) en la isla Mujeres, Quinta Roo, localidad en donde se han
presentado diversos y continuos casos de intoxicaciones humanas por
Ciguatera en el Caribe Mexicano por el consumo de esta especie.

Por lo que este trabajo pretende contribuir la base para futuros estudios que
permitan tener un mejor entendimiento, manejo y prevencion de la ciguatera
asi como conocer su origen e impactos en la salud publica en esta isla del

Caribe Mexicano.
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11. RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio es recomendable la

realizacion de los siguientes estudios:

1. Aumentar el nimero de ejemplares analizados de esta especie en esta zona
de estudio, asi como el analisis toxinolégico de ejemplares obtenidos durante
varias épocas del afio, de ser posible en un ciclo anual o al menos estacional
para confirmar si existen variaciones en la toxicidad respecto al tiempo.

2. Evaluar la posible presencia de las CTXs (su distribucion anatomica) en otras
especies de peces carnivoros, herbivoros y coralivoros en la isla con la
finalidad de determinar que especies pueden ser de riesgo en su consumo y
que tejidos asi como el flujo de estas toxinas en la cadena trofica.

3. Es necesario realizar un estudio de prospeccion de CTXs en ejemplares de
barracuda de la parte norte de la Isla, al igual que la realizacién de un estudio
anual para conocer si hay variaciones de la toxicidad respecto al tiempo.

4. De igual forma es recomendable la confirmacion de los perfiles de CTXs por
otros métodos complementarios (analiticos y en lineas celulares) presentes
en peces capturados en ambos lados de Isla Mujeres, con lo que se podra
conocer con mayor precision las concentraciones y los tipos de CTXs
presentes en ambos sitios, permitiendo conocer si el origen de estas toxinas

es distinto entre una u otra zona de la Isla.

Ademas de esto es importante considerar la necesidad de implementar un mayor
namero de estudios y divulgacion de la temética que puede auxiliar mejor a la
poblacion en general para evitar riesgos en la salud y pérdidas en la economia de

los recursos pesqueros de la region.
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13. ANEXOS

ANEXO 1.Equipos utlizados para la extraccion. A y B: rotoevaporadores y bomba de
vacio empleadas para la evaporacion de los extractos. C y D: proceso de
evaporacion de los solventes utilizando equipo de proteccion personal y licuadora
para homogeneizar los tejidos de barracuda
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ANEXO 2. Recepcion de los ratones en el CIBNOR y verificacion de las condiciones
de los ratones. A) se observa el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste
donde se realizo los andlisis toxicologicos por medio del BR. B, C y D) la recepcion
de los ratones en cajas hermeticas de transporte con suministro de agua en forma
de hidrogel para hidratar a los ratones. E) Verificacion del peso de los ratones para
su posterior analisis toxicoldgico. F) Jaulas de mantenimiento con alimento, lecho
estéril y biberones con agua acidificada estéril. G) Anaqueles controlados para el
bioensayo en raton, colocando las jaulas de mantenimiento para su aclimatacion.
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ANEXO 3. Bioensayo en raton. A, B, C y D) Pesaje, marcaje, y la preparacion de
las jeringas por cada extracto. E) La inyeccion intraperitoneal en el raton. F) una
imagen de un ratén con diarrea como respuesta a la presencia de la CTX. G)
Formato de registro para los signos clinicos. H) Disposicion final del raton al
terminar el bioensayo.
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ANEXO 4. Se denotan las generalidades de la cepa CD-1 o ICR, de raton suizo
blanco; utilizado en diversos estudios en la rama de toxinologia y ciencias médicas,

en nuestro caso la evaluacion de toxinas marinas (CTX's) conforme a la Norma
Oficial Mexicana (NOM242-SSA-1

+++

CERTIFICADO DE CALIDAD

En cumplimiento de la normatividad vigente, por este conducto certifico que los animales
amparados por la Factura E929 de Envigo RMS. SA de CV . con nimero de expediente 7759 en la
notificacién de aviso de funcionamiento, se encontraron sanos, libres de enfermedades
infectocontagiosas y de ecloparasitos.

Estos animales fueron producidos y mantenidos en el "Centro UNAM-Envigo de Produccion
de Animales de Laboratorio’, un sistema de barrera que brinda las condiciones técnica y
cientificamente dptimas, para la crianza de animales de laboratorio con un perfil microbialogico
definido

El estado de salud de todos los animales y la autenticidad genética de las cepas
endogamicas producidas en la Barrera Envigo No. 650 de la Ciudad de Méxco (Ceniro UNAM-
Envige), se evaluan periddicamente  y los resultados se publican tnmestraiments en
wuw envigo.com (se adjunta certificado de Salud) Ademas, a solicitud del cliente, se anexan al
presente certificado, el cual se expide en la Ciudad de México a 23 dias del mes de Agosto de

2016.
1' Especie | Cantidad | Cepa | Edad/Peso Sexo
‘ |
| Ratén | 100 Hsd: ICR 16-18g Machos y

s

Warisol Rivera Huerta
Madico Veterinario Zootecnists
Cedule Profeslonal No. 3183586
Médico Veterinario Responsable
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