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GLOSARIO

ADN mitocondrial: Es una molécula circular, cerrada y de doble cadena. Presenta una
herencia principalmente materna y su tasa de mutacion permite introducir una escala
temporal en la evolucién molecular y estimar el tiempo de divergencia entre ellos.

ADN nuclear: Es una molécula lineal, cerrada y de doble cadena. Se encuentra dentro
del nacleo de las células en organismos eucariotas. Los genes nucleares siguen el
patrén mendeliano de herencia.

ADN polimerasa: Es una enzima que puede sintetizar una cadena nueva de ADN sobre
una cadena molde.

ADN: Acido desoxirribonucleico. Un polimero de subunidades Ilamadas
desoxirribonucleotidos que es el material genético primario de todas las células.

Ahumado: procedimiento que consiste en someter el alimento al efecto del humo
originado en la combustion de madera no resinosa y/o extractos con sabor a humo.

Amenazadas (A): Aquellas que podrian llegar a encontrarse en peligro de desaparecer
a corto o mediano plazo, si siguen operando los factores que inciden negativamente en
su viabilidad, al ocasionar el deterioro o modificacion de su habitat o disminuir
directamente el tamafio de sus poblaciones.

Amplicon: fragmento de ADN formado mediante una amplificacion, se suele referir a
los productos amplificados en una PCR.

BLASTN: Herramienta basica para la busqueda de alineaciones locales (nucleotidos),
del inglés Basic Local Alignment Search Tool (Nucleotides). Es una herramienta para
buscar secuencias similares dentro del GenBank. Encuentra el puntaje (score) mas alto
de las secuencias locales entre las secuencias que son analizadas y las secuencias
gue se encuentran en la base de datos.

bp: Par de bases, del inglés base pairs. Son dos bases nitrogenadas pareadas dentro
de una doble cadena de una molécula de ADN o ARN. Las bases nitrogenadas en el
ADN son: Adenina-Timina y Citosina-Guanina. En el ARN se sustituye la Timina por el
Uracilo.

Barrera hematoencefalica: Barrera protectora entre los vasos sanguineos del cerebro
y los tejidos cerebrales que permite que la sangre fluya libremente hacia el cerebro,
pero impide el contacto entre la mayoria de las sustancias del torrente sanguineo y las
células cerebrales. Esta barrera protege al cerebro de los efectos de numerosas



sustancias nocivas, pero al mismo tiempo dificulta la administracion de farmacos al
cerebro.

Bioacumulacion: hace referencia a la acumulacién neta, con el paso del tiempo, de
metales (u otras sustancias persistentes) en un organismo a partir de fuentes tanto
bidticas (otros organismos) como abidticas (suelo, aire y agua).

Biomagnificacion: Tendencia de algunos productos quimicos a acumularse a lo largo
de la cadena tréfica, exhibiendo concentraciones sucesivamente mayores al ascender
el nivel trofico. La concentracion del producto en el organismo consumidor es mayor
gue la concentracion del mismo producto en el organismo consumido.

Caotropico: es una sustancia que desorganiza la red tridimensional del agua
influyendo en la organizacion de sus moléculas a través de sus enlaces de hidrogeno,
y en la interaccién de estas con otros solutos como macromoléculas tales como
proteinas, ADN o ARN, tendiendo a desnaturalizarlas o disolverlas

CITES: Convencion Sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de
Fauna y Flora Silvestres, del inglés Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Flora and Fauna. También conocido como la convencion de
Washington, es un acuerdo internacional entre gobiernos que tiene como objetivo
asegurar que, en el comercio internacional de especimenes de fauna y flora silvestres,
no habra ninguna amenaza para su supervivencia.

Coeficiente de riesgo: medida del riesgo de que cierta situacion suceda en un grupo
en comparacion con el riesgo de que la misma situacion suceda en otro grupo. En el
campo de la investigacion del cancer, el cociente de riesgos se usa en los estudios
prospectivos (mirada hacia adelante), tales como los estudios de cohorte y los ensayos
clinicos. Un cociente de riesgos igual a 1 significa que no hay ninguna diferencia entre
dos grupos en cuanto a su riesgo de contraer cancer, sobre la base de si estuvieron o
no estuvieron expuestos a una sustancia o factor determinados, o sobre la base de
coémo respondieron a dos tratamientos que se comparan. Un cociente de riesgos mayor
gue 1 o menor que 1 significa por lo general significa que la exposicion a cierta sustancia
o factor determinados aumenta (cociente de riesgos mayor de 1) o disminuye (cociente
de riesgos menor de uno) el riesgo de contraer cancer, o que los tratamientos que se
comparan no tienen los mismos efectos.

Contaminante: Cualquier sustancia en el ambiente que a determinadas
concentraciones puede ser perjudicial para el hombre, los animales y las plantas.

Desnaturalizacién: Es el proceso de separacion de las cadenas de ADN. Se produce
en un estrecho intervalo de temperatura. Las dos cadenas de la doble hélice se separan
completamente cuando se rompen todos los puentes de hidrogeno que hay entre ellas.



Direccion Forward: Sentido en el que esta orientada una secuencia de ADN que va
de 5’ a 3’. Hace referencia a la union fosfodiester que va de la terminal 5’ de la molécula
correspondiente (purina o pirimidina) a la terminal 3.

Dosis: La cantidad de una sustancia a la que se expone una persona durante un
periodo de tiempo. La dosis es una medida de la exposicion. Se expresa corrientemente
en miligramos (cantidad) por kilo (medida del peso corporal) por dia (medida del tiempo)
cuando la gente come o bebe agua, comida o suelo contaminados. En general, cuanto
mayor es la dosis, mayor es la probabilidad de un efecto. Una "dosis de exposicion" es
la cantidad de una sustancia que se encuentra en el medioambiente. Una "dosis
absorbida" es la cantidad de sustancia que ha entrado realmente en el cuerpo a través
de los ojos, la piel, el estbmago, los intestinos o los pulmones.

Elasmobranquio: Peces con esqueleto cartilaginoso. Piel cubierta por denticulos
dérmicos. No tienen vejiga natatoria. Los elasmobranquios o condrictios son peces muy
arcaicos, con esqueleto cartilaginoso. La boca, en los escualos o tiburones, esta
provista de una poderosa dentadura armada con varias filas de dientes, que se van
sustituyendo. Poseen lobulos olfatorios muy desarrollados. Cola heterocerca (dos
mitades desiguales). Fecundacion interna; el macho posee un par de 6rganos
copuladores. Son generalmente depredadores y carrofieros.

En peligro de extincion (P): Aquellas cuyas areas de distribucion o tamafio de sus
poblaciones en el Territorio Nacional han disminuido drasticamente poniendo en riesgo
su viabilidad biolégica en todo su habitat natural, debido a factores tales como la
destruccion o modificacion drastica del habitat, aprovechamiento no sustentable,
enfermedades o depredacion, entre otros.

Especie: La unidad basica de clasificacion taxonémica, formada por un conjunto de
individuos que son capaces de reproducirse entre si y generar descendencia fértil,
compartiendo rasgos fisonomicos, fisiologicos y conductuales. Puede referirse a
subespecies y razas geoFiguras.

Extremo 3’y 5’: se refiere a la numeracién de los atomos de carbén en la desoxirribosa
gue es el azucar que forma parte de la molécula de ADN.

Gen: Unidad béasica Mendeliana. Unidad hereditaria que representa una regién
contigua de ADN (o ARN en el caso de los virus) que corresponde usualmente a una
unidad de transcripcion.

GenBank: Es la base de datos de secuencias genéticas perteneciente al NIH (Institutos
Nacionales de Salud de Estados Unidos, National Institutes of Health). Es una coleccion
registrada de todas las secuencias de ADN disponibles al publico.

Homologia se secuencias: se refiere al hecho en el que las secuencias de dos o0 mas
proteinas o &cidos nucléicos guardan gran similitud debido a que presentan un mismo origen
evolutivo.



ITS2: Es una subporcion del ADN ribosomal nuclear. Es una de las regiones mas
usadas frecuentemente para analisis filogenéticos a nivel género y especie (Coleman
2003).

IUCN: Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza, del inglés
International Union for Conervation of Nature. Es la organizacion mas antigua y grande
del mundo con méas de 1200 miembros de ONGs y gubernamentales en 160 paises. Se
enfoca en evaluar y conservar la naturaleza, asegurando un uso efectivo y equitativo
de los gobernantes y demostrando soluciones a los retos globales en el clima, el
alimento y el desarrollo.

Limite maximo: a la cantidad establecida de aditivos, microorganismos, parasitos,
materia extrafia, plaguicidas, radiondclidos, biotoxinas, residuos de medicamentos,
metales pesados y metaloides, entre otros, que no se deben exceder en un alimento,
bebida o materia prima.

Lista Roja de la IUCN: Es un inventario mundial que permite alertar el estado de la
biodiversidad mundial. Provee informacion taxondmica, el estado de conservacion e
informacion de distribucion de las plantas, hongos y animales que han sido evaluados
usando los criterios y las categorias de esta misma lista roja.

Magnitud: la magnitud de la dosis administrada depende de la concentracion, duracion
y frecuencia de la exposicion, toxicologicamente se clasifican de acuerdo con el periodo
de exposicion. Cronica es la exposicion que dura entre 10 y 100% del tiempo de vida.
Subcroénica es de corta duracién, menores al 10% del tiempo e vida. Aguda es un dia o
menos y sucede en un Unico evento.

Marcador molecular: un marcador genético o marcador molecular es un segmento de
ADN con una ubicacion fisica identificable en un cromosoma y cuya herencia se puede
rastrear. Un marcador puede ser un gen, o puede ser alguna seccion del ADN sin
funcion conocida.

Marcador: Alelo usado como una prueba experimental para marcar un nucleo, un
cromosoma o un gen.

Neurotoxicidad: El sistema nervioso puede ser afectado por diversos agentes
neurotoxicos: gases como el monéxido de carbono, didxido de carbono, acido
sulfhidrico, cianuro y Oxido nitroso son asfixiantes de efecto agudo. Los metales
pesados como plomo, mercurio, manganeso y aluminio producen un deterioro de
funciones cognitivas.

Oligonucleétido: Cebador o iniciador en espafiol. Es un oligonucleétido
complementario a una de las dos hebras del ADN. Delimita la region del ADN de la cual
se quieren obtener mas copias. Normalmente esta constituido por 18 a 25 pares de
bases.



Osteictios: o peces 0seos son vertebrados que incluye a todos los peces dotados de
esqueleto interno éseo, es decir, hecho principalmente de piezas calcificadas y muy
pocas de cartilago. Junto con los condrictios (peces cartilaginosos), forman los dos
grandes grupos que comprenden los animales llamados vulgarmente “peces”.

Parestesia: Sensacion o conjunto de sensaciones anormales de cosquilleo, calor o frio
gue experimentan en la piel ciertos enfermos del sistema nervioso o circulatorio.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa, del inglés Polymerase Chain Reaction.
Es una técnica para amplificar secuencias de ADN in vitro por medio de la separacion
del ADN en dos hebras e incubandolas con oligonucleétidos y ADN polimerasa.

Peligro: se refiere a cualquier situacion, que puede ser una accidon o una condicion,
gue ostenta el potencial de producir un dafio sobre una determinada persona o cosa.
Ese dafio puede ser fisico y por ende producir alguna lesion fisica o una posterior
enfermedad, segun corresponda o bien el dafio puede estar destinado a provocar una
herida en un ambiente, una propiedad o en ambos.

Porcentaje de identidad: Es el grado en el cual dos secuencias de nucleoétidos tienen
los mismos residuos en las mismas posiciones en una alineacion expresado en
porcentaje.

Probablemente extinta en el medio silvestre (E): Aquella especie nativa de México
cuyos ejemplares en vida libre dentro del Territorio Nacional han desaparecido, hasta
donde la documentacién y los estudios realizados lo prueban, y de la cual se conoce la
existencia de ejemplares vivos, en confinamiento o fuera del Territorio Mexicano.

Racion: alimento o preparacion que se entrega a cada persona o grupo, en cada tiempo
de comida (desayuno, comida, cena).

Riesgo: Es la probabilidad que se presente un efecto perjudicial para la salud y de la
gravedad de ese efecto, como consecuencia de un factor de peligro.

Riesgo de efecto toxico: se expresa como la relacion de la dosis resultante de la
exposicidon a los medios de contaminados de un sitio con la dosis de seguridad, ha esta
relacion se llama el cociente de riesgo (CR).

Score: Utilizado en el BLAST. Es la puntuacién obtenida de una alineacion. Se calcula
al tener la sumatoria de la puntuacion de las substituciones y la puntuacion de los GAPs.

Sujetas a proteccion especial (Pr): Aquellas que podrian llegar a encontrarse
amenazadas por factores que inciden negativamente en su viabilidad, por lo que se
determina la necesidad de propiciar su recuperacion y conservacion o la recuperacion
y conservacion de poblaciones de especies asociadas.

Temperatura de fusion (Tm): se define como la temperatura a la cual se ha
desnaturalizado la mitad de ADN de doble hélice de una mezcla desconocida que se
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ha sometido a calentamiento. Cuanto mayor es el contenido en GC, mayor cantidad de
calor se debera suministrar para desnaturalizar al ADN.

Toxico: se utiliza como adjetivo para designar y calificar a todos aquellos elementos o
sustancias que resulten nocivos y dafiinos para algun tipo de organismo, por lo general
se lo utiliza en referencia al ser humano, aunque la mayoria de ellos suelen ser tan
dafinos para él como para los animales, plantas y cualquier otro ser vivo. La palabra
'toxico' viene del idioma griego, para el cual toxon significaba 'punta de flecha', el
elemento normalmente cargado con veneno para matar al enemigo.

Valor E: En estadisticos de BLAST, es el valor esperado. Este valor es el nimero de
alineaciones con un score particular que se espera obtener por probabilidad cuando se
comparan dos secuencias al azar. Entre mas bajo sea el valor de E, mas significativo
sera el puntaje (score) y la alineacion.
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1. RESUMEN

El uso indiscriminado de carbon para la generacion de energia es la principal fuente de
emisiones de mercurio (Hg) en México, posteriormente este se deposita en los mares
y a través de procesos microbianos se transforma en metilmercurio (MeHg), por lo que
ingresa a los diversos productos pesqueros. La ingesta de pescado con elevadas
concentraciones de MeHg puede ocasionar dafios graves al sistema nervioso central
como los observados en Minamata, Japén. Debido a que la concentracién de
metilmercurio en pescado aumenta con la talla, los depredadores topes, como los
tiburones, alcanzan concentraciones de metilmercurio (MeHg) por encima de 1 mg/Kg.
En el presente trabajo se analiz6 la sustitucion de carne de pescado por carne de
tiburén en el mercado de Pescado y Marisco de la Central Abasto en la Ciudad de
México. Esto ocurre debido a que no existe una caracteristica morfologica que ayude a
diferenciar la carne de los tiburones de otros productos, ya que los primeros se ofertan
de manera procesada (sin aletas, sin cabeza, en filetes, en carne ahumada o molida).
Para la identificacion de los productos pesqueros se utilizé la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) con oligonucleotidos universales para
tiburones (que se hibridan en la region nuclear). Se analizaron productos ofertados
como carne de pescado para hacer ceviche, filete econédmico (robalo, blanco del Nilo,
Bagre), filete ahumado (marlin), filete para capear, carne para caldo de pescado y carne
para hacer quesadillas de pescado. Se analizaron 53 muestras de productos
pesqueros, de las cuales 60.37% fue positivo para la sustitucion de pescado por alguna
especie de tiburdn. Se finalizé con una estimacion de riesgo a la salud, en la que se
calculo el coeficiente de peligrosidad (CP), considerando un CP >1 como riesgo para
diferentes grupos de edad utilizando tres concentraciones de metilmercurio (0.27, 2.43,
3.33 mg/Kg de MeHg) y la exposicion se calculé con los datos de las encuestas. Se
analiz6 como cambia el riesgo con la etapa de la vida y la concentracion de MeHg a
través de métodos numéricos y analiticos. La superficie de riesgo asociada tiene una
curvatura gaussiana no positiva y los puntos donde dicha curvatura es cero determinan
las edades criticas de riesgo: la mas alta fue en bebés (5.37 afios) seguidos por mujeres
adultas en edad reproductiva (32.64 afos) y adultos mayores (74.4 afios). Los

resultados mostraron un riesgo generalizado; sin embargo, la respuesta a este de este
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problema es comprar pescado entero en lugar de carne procesada, para evitar de esta

manera la introduccién de carne de tiburén en el producto que se consumira.

2. ABSTRACT

The indiscriminate use of coal for the generation of energy is the main source of mercury
(Hg) emissions in Mexico, later it is deposited in the seas and through microbial
processes it is transformed into methylmercury (MeHg), later it enters the various fishery
products. Ingestion of fish with high concentrations of MeHg can cause serious damage
to the central nervous system as observed in Minamata, Japan. Because the
concentration of methylmercury in fish increases with size, top predators, such as
sharks, reach concentrations of methylmercury (MeHg) above 1 mg/kg. In the present
work, the substitution of fish meat for shark meat in the Fish and Shellfish market of the
Central Abasto in Mexico City was analyzed. This occurs because there is no
morphological feature that helps to differentiate shark meat from other products, since
the former are offered in a processed manner (without fins, without heads, in fillets, in
smoked or ground meat). For the identification of fishery products, the polymerase chain
reaction (PCR) was used with universal oligonucleotides for sharks (which hybridize in
the nuclear region). We analyzed products offered as fish meat to make ceviche,
inexpensive steak (sea bass, white of the Nile, catfish), smoked fillet (marlin), battered
fillet, meat for fish stock and meat to make fish quesadillas. We analyzed 53 samples of
fishery products, of which 60.37% were positive for the substitution of fish by some shark
species. To finalize, the health risk due to unintentional exposure to MeHg was
estimated, in which the hazard coefficient (PC) was calculated, considering a CP> 1 as
risk for different age groups using three concentrations of methylmercury (0.27, 2.43,
3.33 mg / Kg) and, MeHg exposure was calculated with the survey data. We analyzed
how the risk changes with the stage of life and the concentration of MeHg through
numerical and analytical methods. The associated risk surface has a non-positive
Gaussian curvature and the points where the curvature is zero determine the critical

ages of risk: the highest was for babies (5.37 years) followed by adult women of
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reproductive age (32.64 years) and older adults (74.4 years). The results showed a
generalized health risk; however, the answer to this problem can be solved by buying

whole fish instead of processed meat, to avoid in this way the introduction of shark meat

in the product to be consumed.
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3. INTRODUCCION

En México existen fuentes puntuales de emision de mercurio (Hg) y compuestos
de mercurio a la atmésfera, estos se clasifican de las siguientes maneras: centrales
eléctricas de carbon, calderas industriales de carbén, los procesos de fundicion y
calcinacion utilizados en la produccion de metales no ferrosos, las plantas de
incineracion de desechos y las fabricas de cemento clinker (DOF, 2017). Este metal se
clasifica como una sustancia toxica persistente y bioacumulable. Entre las
caracteristicas mas relevantes se encuentra su capacidad para transportarse grandes
distancias en la atmésfera, gracias a su volatilidad y larga vida (de seis meses a dos
afos) (Diaz, 2011). En el caso de los mares, el mercurio se deposita en los sedimentos
e ingresa a la cadena tréfica mediante un proceso microbiano que lo transforma en su
forma organica metilmercurio (MeHg); se bioacumula y biomagnifica hasta llegar a los
depredadores tope, como el tiburdn y el ser humano. En este dltimo, el ingreso de este
contaminante al organismo se debe, entre otras fuentes, al consumo de alimentos

elaborados con tiburon (Oceana, 2013).

Como se menciond con anterioridad, el metilmercurio es una sustancia se
bioacumula en el tejido nervioso humano y que provoca deterioro del sistema nervioso
central, dafio pulmonar, nefropatias y efectos teratogénicos (Perez y Mesa, 2012).
Algunas especies de peces, y en especial los tiburones, debido a su tamafio pueden
presentar altas concentraciones de metilmercurio, por lo que su consumo en gran

cantidad y de manera frecuente puede ser peligroso para los humanos.

Otro factor que agrava este problema de exposicion a metilmercurio es la
dificultad de identificar qué especies de peces se estan consumiendo, ya que algunos
tienen un sabor y textura similares. También se complica la identificacion cuando el
pescado se entrega sin sus partes corporales caracteristicas (e. g., piel, escamas,
cabeza y aletas), especialmente cuando el pescado es procesado en filetes o
rebanadas. En otras investigaciones también se ha detectado la sustitucion o el

etiquetado erroneo de productos, lo que lo hace peligroso debido a la presencia de

20



sustancias toxicas o alergénicas (Holmes et al., 2009; Ward et al., 2008; Wong y Hanner
2008).

En México se ha reportado la existencia de 104 especies de tiburones, de las
cuales 55 habitan en el Pacifico y el resto estan distribuidas en el Golfo de México y el
Caribe (Espinosa-Pérez et al., 2004). Estos organismos son muy importantes en la
pesqueria nacional por su alta demanda para el consumo humano, costo y sabor de
sus productos, su importancia econémica se basa en el aprovechamiento de su carne
y sus aletas. Uno de los principales sitios de distribucion de estos productos en la
Ciudad de México (CDMEX) es la Central de Abasto de Pescados y Mariscos,
localizada al oriente de ésta. La carne se consume fresca, molida, secasalada (como la
del bacalao), ahumada, en trozos o en forma de filetes. Ademas, algunos de sus
productos, como las aletas ya secas, se exportan a Asia donde se venden para la

elaboracién de sopa (Castellanos et al., 2013).

De acuerdo con la SAGARPA (2016), se pescan 23 000 toneladas de tiburén al
afo. Alrededor de 90% de esa produccion se destina al consumo nacional,
proporcionando carne de bajo costo a amplios sectores de la sociedad, por lo cual el
tiburén ha adquirido gran importancia alimentaria. Por ello el Instituto Nacional de
Ecologia y Cambio Climatico (INECC) llevé a cabo el monitoreo de algunas especies
de peces comerciales entre los afios 2009 y 2012, cuyos resultados mostraron altas
concentraciones de metilmercurio en la carne de los tiburones (concentracion maxima
3.33 mg/kg y concentracion minima de 0.27). Cabe mencionar que también en la
realizacion del proyecto antes mencionado, se logré constatar con observaciones de
campo la venta de “pescado para ceviche” que era en realidad carne de tiburdn

(Ramirez- Romero et al., 2012).

En la actualidad, algunas de las especies de tiburones mas comercializadas de
las costas de México que son ofertadas en la Central de Abasto de la Ciudad de México
de Pescado y Marisco incluyen al tiburén volador (Carcharhinus limbatus), toro
(Carcharhinus leucas), sedoso (Carcharhinus falciformis), tigre (Galochero cuvie) y
mako (Isurus oxyrinchus) (INAPESCA, 2013).
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Por lo anterior, la importancia de la presente investigacion radica en identificar el
reemplazo en la venta de productos de pescado por carne de tiburdn. Para lograr el
objetivo de determinar cuales son las especies sustituidas, se llevé a cabo un andlisis
genético en investigacion forense en especies de peces cartilaginosos a partir del
analisis de secuencias homologas que se han utilizado con éxito para su identificacion
con precision. Se determind este tipo de andlisis dado que la identificacion morfolégica
es dificil (Shivji et al., 1996). Pank et al. (2001) y Shivji et al. (2002) utilizaron un método
basado en la amplificacion via la reaccién en cadena de la enzima polimerasa (PCR,
Polymerase Chain Reaction) de la region ITS2, locus que ha sido usado como marcador
genético para identificar especies de tiburones, el método consiste en anclar en la
posicion anterior y posterior de la cadena de ADN de interés, los oligonucleotidos
Forward y Reverse respectivamente, que corresponden al gen 5.8S y al gen 28S, de
esta forma se amplifica de manera exponencial la secuencia de la region ITS2 para
cada especie. Por lo que en la presente investigacion se sigue el método arriba descrito,

para cumplir con el citado objetivo.

Se evaluo la sustitucion de carne de pescado por carne de tiburdn con el método
de genética molecular basado en la reaccion en cadena de la enzima polimerasa (PCR,
Polymerase Chain Reaction), usando oligonucleétidos universales para condrictios
(peces cartilaginosos clase a la que pertenecen los tiburones), mismos que se utilizaron
en el trabajo de Pank y colaboradores (2001) para identificar especies de tiburones

comerciales (Jiménez, 2015).

En los ultimos afios se ha magnificado el riesgo alimentario por consumo de
pescado debido a su contenido de metilmercurio. En 2010, un Grupo de expertos de la
FAO/WHO (Food and Agriculture Organization/ World Health Organization) llevaron a
cabo una reunion donde analizaron los riesgos y los beneficios asociados al consumo
de pescado; en las conclusiones se hace especial énfasis sobre la necesidad de
destacar la importancia del pescado en la dieta, por el aporte de nutrientes, asi como
de mejorar las bases de datos existentes de los niveles de contaminantes
(especialmente metilmercurio) en las distintas especies presentes en el mercado
(COPESCA, 2014).
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Dentro de este trabajo de investigacion se realiz6 una estimacion de riesgo por
consumo no intencional de tiburdn, con el fin de contar con una aproximacion en la
inocuidad en los productos que se compran; asi como en la confiabilidad de estos, es
decir, hasta qué punto el consumidor puede estar seguro de que lo que le ofrecen es
realimente pescado. También se llevé a cabo un analisis matemético de métodos
numeéricos y analiticos para dar una indicacién cuantitativa de la calidad de esta

estimacion.

4. ANTECEDENTES

Efectos del metilmercurio por consumo en humanos.

La enfermedad de Minamata es un sindrome neuroldgico grave y permanente.
El primer caso en donde se presento esta enfermedad fue en Japon, en la Bahia de
Minamata. La causa de esta enfermedad fue el consumo de pescados y mariscos
contaminados con metilmercurio que procedian de una compafia quimica llamada
Chisso, la cual vertié 27 toneladas de compuestos con mercurio en dicha bahia entre
los aflos 1932 y 1968. Este elemento, una vez en el sedimento, se transformé en su
forma organica y de esta manera se hizo biodisponible para los organismos acuaticos.
Los sintomas de este sindrome incluyen alteraciones graves del equilibrio, trastornos
de la sensibilidad en las manos y los pies, deterioro de la vista y la audicion, debilidad
generalizada y, en casos extremos, pardlisis y muerte. En la década de 1960 se
registraron 111 muertos y 400 casos con problemas neuroldgicos graves. Ademas, se
registraron madres que no presentaron sintomas, pero concibieron nifios muy enfermos
(Takeuchi, 1962).

La principal via de ingreso del metilmercurio a los peces y mariscos es a través
de la ingesta de alimentos. La exposicion en humanos varia de acuerdo con el pais y
la frecuencia de consumo. En 2015 la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA, European Food Safety Authority) limitd la ingesta semanal a 1.6 pg por
kilogramo de peso corporal mientras que, en Estados Unidos el nivel de exposicién
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tolerable es de 0.7 pg/Kg/semana para la poblacion general y menos de 0.27

Hg/Kg/semana para las personas sensibles (mujeres embarazadas, ancianos y nifios).

La primera caracterizacion a nivel internacional de riesgo de metilmercurio la
realizé FAO/WHO Expert Comittee of Food Additives (JECFA), en 1972, donde se utilizé
la ingesta semanal tolerable provisional como referencia a la hora de caracterizar el
riesgo de algunas sustancias quimicas, entre ellas el mercurio. Estos niveles se han
actualizado progresivamente teniendo en cuenta que, por razones fisiolégicas,
determinadas especies concentran el mercurio en sus tejidos con mas facilidad que
otras; el contenido maximo permitido se establecié en 0.5 mg/Kg de peso fresco en
productos de pesca (ECCO, 2008).

En junio de 2003 la European Food Safety Authority (EFSA) establecio el limite maximo
de consumo de pescado contaminado con mercurio en 1.6 ug de metilmercurio por kilo
de peso corporal (EC, 2008). En 2012, nuevos estudios indicaron que los efectos
beneficiosos de los acidos grasos omega 3 de cadena larga presentes en el pescado
podrian haber conducido a una subestimacion de los efectos adversos potenciales del
metilmercurio del pescado y se rebajé la ingesta semanal tolerable provisional a 1.3 ug
de metilmercurio por kilo de peso corporal, que corresponden a una concentracion de

mercurio en sangre cercana a 10.8 ug/L (EFSA, 2015).

La U.S. Environmental Protection Agency (USEPA) adoptd un valor estandar
aceptable para el consumo pescado contaminado con metilmercurio, dicho valor fue 0.5
mg/Kg, el cual corresponde a estudios realizados en humanos, donde el limite
establecido de metilmercurio en pelo (<1ug/g) y en sangre (5.8 ug/L) (se estima que el
metilmercurio es alrededor de 90% del mercurio total, lo que corresponderia a 6.4 ug/L
de mercurio total en sangre) (USEPA, 2001).

La EFSA realizé, a peticion de la Comision Europea, una evaluacion del riesgo
alimentario debido a la presencia de mercurio (0 metilmercurio) en alimentos, la cual
fue publicada en diciembre de 2012 (EFSA, 2013). Tras un profundo analisis de

diversas fuentes cientificas en los campos médico, toxicolégico, bromatolégico y
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alimenticio, entre otros, se concluyé que se deberia reducir este limite semanal tolerable

(TWL, Tolerance Weekly Llimit hasta 1.3 ug/Kg de peso corporal.

En México, se tiene la Norma Oficial Mexicana NOM-242-SSA1-2009, la cual
establece las especificaciones sanitarias para los productos de pesca frescos,
refrigerados, congelados y procesados, donde se estable que, el maximo valor
permisible de contenido de metilmercurio en la carne de pescado es de 0.5 mg/kg)
(DOF, 2012).

El uso de marcadores moleculares para la identificacibn de productos
alimentarios como pescado mal etiquetado. Los primeros trabajos sustentados en
biologia molecular para la identificacion de especies de tiburdn consistieron en la
deteccion del polimorfismo de proteinas (Bunch et al., 1976; McClymont et al., 1982 y
Mardini, 1984). En general, estas técnicas comprendian la identificacion de animales a
través de la obtencion de tejidos, sangre o proteinas faciles de extraer, con el fin de
establecer un método que fuese sensitivo, replicable y eficiente para identificar tejidos
de especies que fueran muy cercanas entre si. Posteriormente y con el advenimiento
de la biologia molecular, después se innovaron técnicas para la identificacion de
especies por medio del andlisis en las secuencias de genes homoélogos (Thommasen
et al., 1989; Cronin et al., 1991; Palumbi y Baker 1994).

Calderon (2014) en su trabajo titulado “;Comemos tiburdn?: Identificacion
molecular de carne de tiburdn de venta en mercados y pescaderias del Distrito

Metropolitano de Quito”, establece un método para identificar el porcentaje de carne de
tiburén que se vende en 11 mercados y 3 pescaderias del Distrito Metropolitano de
Quito, se analizaron 154 muestras de tejido muscular vendidas bajo nombres como:
corvina, picudo, atun, cherna, tollo y tinto. La identificacién molecular se llevo a cabo
mediante el método (PCR) con multiples oligonucleotidos especificos basados en
regiones ITS2 de ADN ribosomal. Los resultados de la identificacion molecular
mostraron que el 26,67% de las muestras de pescado colectadas pertenecieron a
distintas especies de tiburdn. Las especies identificadas fueron Prionace glauca (60%),

Carcharhinus falciformis (7,5%), y Alopias pelagicus (32,5%). Con esto se confirma que

25



la venta de carne de tiburdn bajo otro nombre se esta llevando a cabo en el Distrito

Metropolitano de Quito.

Otra investigacion al respecto es la realizada por Jiménez (2015) titulada
“Genética forense aplicada a la identificacion de tiburones en productos marinos mal
etiquetados en mercados locales de la Peninsula de Baja California”. En este trabajo
se indica que, de los productos de la pesca del tiburdn, lo que mas se vende son sus
aletas, su carne y sus mandibulas. El estudio se enfocé en la peninsula de Baja
California, en un mercado de Ensenada y cuatro mercados de La Paz. Se obtuvieron
79 porciones de carne de distintos organismos desde 2012 hasta 2015. Se amplificé la
region ITS2 con oligonucleétidos universales para muestras que se vendieron como
“‘cazon”, “marlin” o “pez espada”. El tiburén que mas se vendié en Ensenada bajo el
nombre de otra especie fue I. Oxyrinchus. En La Paz el tiburon mas vendido como
“‘cazon” fue S. Zygaena. Este trabajo demuestra la sustitucion de productos de mayor

calidad por especies de tiburdn.
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5. MARCO TEORICO

5.1 Mercurio en el ambiente

El mercurio no es un metal esencial para la vida, sin embargo, est4 presente de
manera natural en el ambiente. Algunos ejemplos de esto son las emisiones producidas
por el vulcanismo, desgasificacion de la corteza terrestre, erosion y diluciéon de los
minerales de las rocas por la penetracion del agua durante lapsos prolongados. El
hombre se ha ido adaptando a la exposicion de estas pequefias concentraciones
naturales (Figueroa, 1982).

Entre las principales fuentes antropogénicas de generacion de mercurio se
encuentra la combustién de productos derivados de petréleo y de carbon, las centrales
eléctricas (responsables de 85% de las emisiones por el uso de combustibles fosiles) y
la incineracion de residuos (Garcia et al., 2005). Sin embargo, también contribuyen
otras industrias, como la mineria de cinabrio, las plantas de cloro-sosa, las
manufactureras, las comparfias farmacéuticas y las fabricas de pinturas y de
plaguicidas. Por otro lado, otras fuentes menos representativas, pero igual de
importantes son el uso odontoldgico, los termoémetros, las lamparas, el equipo obsoleto
desechado y las baterias (PNRQ, 2008).

En el ambiente, 91% del mercurio atmosférico es de origen antropogénico y se
deposita en los océanos por medio de lluvia, nieve, neblina y particulas (PNRQ, 2008).
El 9% restante que se encuentra en la tierra proviene de rios que ya se han contaminado
con mercurio con las descargas de algunas industrias. En algunos casos este metal ya

se ha transformado en su forma organica (metilmercurio).

Unavez en el mar, la metilacion de las particulas que se encuentran suspendidas
puede ocurrir por dos vias. En la anaerobia se forma dimetilmercurio, una molécula muy
volatil e insoluble en el agua, que pasa del medio acuatico a la atmosfera y después
regresa al medio terrestre a través de la lluvia (si ésta es 4cida, el elemento se convierte

en monometilmercurio y asi se completa el ciclo) (Figueroa, 1982). Cuando el mercurio
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se transforma por medio de microorganismos (a través de metiltransferasa) en
metilmercurio, éste ingresa a través de las membranas y se incorpora en la cadena
tréfica acuética, bioacumulandose hasta llegar a concentraciones mayores en los
organismos de mayor tamafio y volumen, que son los que al final consume el hombre

(como el atun, el pez espada y el tiburén) (Oceana, 2013).

La inclusién de México como signatario en el Convenio de Minamata, un tratado
mundial que protege la salud humana y el ambiente de efectos adversos del mercurio
(ONU, Convenio de Minamata sobre el mercurio, 2013). El convenio se centra en tres

puntos importantes (ONU, 2017).:
* En el uso de mercurio en objetos de uso cotidiano

+ En laforma en la que dicho metal se libera en la atmosfera, el suelo y el

agua,
* En el control de las emisiones en el ciclo de vida del mercurio

Este convenio ademas abarca aspectos como la prohibicion de nuevas minas de
mercurio; la reduccion del uso de dicho metal en varios productos y procesos; la
aplicacion de medidas de control de las emisiones a la atmdsfera, al suelo y el agua; la
regulacion de la mineria artesanal a pequefia escala; el almacenamiento provisional y
su eliminacion una vez que se convierte en residuo; las areas contaminadas por

mercurio y temas sanitarios (ONU, 2013).

5.2 Tiburones comerciales

Los tiburones habitan todos los mares del mundo y se clasifican como
elasmobranquios. Estos se pueden encontrar desde la zona superficial hasta las areas
abismales y miden de 20 cm (por ejemplo, especies del género Squaliolus) a 20 m
(como el tibur6n ballena [Rhicodon typus Smith, 1828]). Al ser predadores, su
alimentacién se basa en organismos mas pequefios, como peces, crustaceos y

moluscos, entre otros (Del Moral y Pérez, 2013).
28



Estos elasmobranquios presentan denticulos dérmicos en todo su cuerpo, lo que
les confiere proteccion y les proporciona una superficie con un minimo de arrastre
superficial, maximizando asi la eficiencia natatoria (Ramirez-Amaro, et al., 2013). Su
caracteristica principal es que su esqueleto esta hecho de cartilago, un tejido ligero y
flexible. Carecen de vejiga natatoria, pero tienen un higado muy graso que les permite

regular su flotabilidad (Bessonart y Rodriguez, 2007).

Los elasmobranquios se dividen en tiburones, rayas y quimeras. Este estudio se
enfoca sélo en los primeros. Esta clase de vertebrados (tiburones) es la mas diversa
que hay en el planeta y también se conoce como Chondrichthyes o peces codrictios
(Del Moral y Pérez, 2013). Los tiburones ocupan los niveles troficos superiores de
muchas comunidades marinas y por tanto juegan un papel ecolégico importante, tienen
una baja fecundidad, viven muchos afios y su crecimiento es lento, por lo que son
vulnerables a la sobreexplotacion. (Walker 1998). Es fundamental sefialar que los
tiburones en los ecosistemas marinos se alimentan de animales enfermos o heridos y
asi mantienen el océano limpio y libre de enfermedades a los ecosistemas de marinos

y fortalecen las poblaciones de sus presas (Aguilar et al. 2005).

Los tiburones son un recurso muy demandado, debido al aprovechamiento de
casi todas sus partes a excepcion de la cabeza (SAGARPA, 2013). Sin embargo,
cuando el organismo es grande, se le extrae la mandibula con dientes para venderla a
los artesanos. La piel se utiliza para elaborar cinturones, bolsos, carteras, calzado
(Fuentes, 2006) y también como material abrasivo o como lija (Bonfil et al., 1988).
Ciertas partes del organismo también se usan con fines medicinales; el plasma funciona
como anticoagulante y las vértebras se emplean en el tratamiento de cancer y artritis
(Zarate, 2002). La carne de tiburdn tiene un sabor agradable al paladar. Por lo general
se consume a fin de afio en un guisado llamado “Pescado a la vizcaina”, en sustitucion
del bacalao (Gadus morhua). Las visceras se emplean para elaborar harina de
pescado, fertilizantes o suplementos alimenticios para animales (Castellanos et al.,
2013).
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Por lo anterior, se analizaron las especies de tiburones mas comercializadas en
las costas de México (SAGARPA, 2016), cuya importancia radica en su abundancia en
las costas del pais. En la siguiente seccion, se describen las caracteristicas principales

de las especies de elasmobranquios analizadas en este estudio.

5.3 Tiburones
5.3.1 Carcharhinus limbatus Muller y Henle, 1839

Su nombre comun es tiburén puntas negras o volador (figura 1) y se distribuye
desde Baja California hasta Chiapas. La falta de una cresta interdorsal y la presencia
de manchas negras en las puntas de las aletas y de dientes erectos y simétricos con
bordes aserrados distinguen a estos animales de otros tiburones grises (Cortés, 2005).
Su reproduccion es bienal con gestacion de 10 a 12 meses y tiene de cuatro a seis crias
por camada. Su talla maxima es de 2.4 a 2.52 m y su alimentacion se basa en peces,
rayas, cefalopodos y crustaceos. En México se comercializa su carne en presentacion
fresca 0 seca-salada y la aleta se exporta al mercado asiatico a través de Estados

Unidos para la elaboracion de sopa (Castellanos et al., 2013).

Figura 1. Tiburdn volador o puntas negras Carcharhinus limbatus (imagen tomada de Elasmodrive, 2017)
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5.3.2 Carcharhinus leucas Miuller y Henle, 1839

Conocido como tiburdn toro o tiburdn chato (figura 2), se encuentra en areas
tropicales y templadas, su talla maxima es de 3.4 m. Tiene un cuerpo grande y robusto,
los surcos labiales cortos, no presentan espiraculos y sus orificios nasales muestran un
pliegue anterior bajo, ancho y triangular. Sus dientes superiores son piramidales y
aserrados con cuspides anchas, los dientes de la mandibula inferior son robustos y sus
cuspides verticales se encuentran detras del punto de insercion de las aletas pectorales.
Son de color grisaceo en el dorso y blancos en la parte ventral (Castellanos et al., 2013).
La reproduccion es por viviparidad placentaria y tiene camadas de entre unay 13 crias,
mismas que nacen midiendo de 0.56 a 0.81 m. La gestacion dura de 10 a 11 meses y
su dieta incluye tortugas marinas, aves, delfines, crustaceos, peces teleésteos y
elasmobranquios. En el Golfo de México se pesca para comercializar las aletas, la piel,

el aceite de su higado y su carne (Cortés, 2005).
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Figura 2. Tiburdn toro Carcharhinué leucas (imagen tomada de Elasmodrive, 2017)
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5.3.3 Carcharhinus falciformis Muller y Henle, 1839

El tiburon sedoso, también conocido como aleta de carton, piloto o tiburon prieto
(figura 3), se distribuye en aguas tropicales y subtropicales; nada en profundidades de
500 my en aguas menos profundas hasta de 18 m en las costas. Su cuerpo es alargado
y esbelto, sus dientes superiores son de forma aserrada, con cuspides oblicuas, sus
surcos labiales son cortos, y no presentan espiraculo. Es de color gris oscuro casi negro
en la parte dorsal, tiene flancos de color gris-marrén a casi blanco y la parte ventral es
blanca (Castellanos et al., 2013). Su periodo de gestacién es de 12 meses y tiene
alrededor de seis a 12 crias cada uno o dos afios. Se distribuye en todo el Golfo de
México y el Caribe. Alcanza a medir hasta 3.16 m. Se alimenta de bagres de mar,
caballas, atun aleta amarilla, pez erizo y otras especies de peces y cefal6podos (Cortés,
2005).

Los principales productos que se comercializan de esta especie son las aletas,
las cuales son exportadas, y su carne, que se vende fresca o0 seca y salada.

La mandibulas y los dientes se venden como artesanias (Castellanos et al. 2013).

Figura 3. Tiburdn sedoso, Carcharhinus falciformis (imagen tomada de Fishtag, 2017)
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5.3.4 Galeocerdo cuvier Pérony Lesueur, 1822

El tiburdn tigre o tintorera (figura 4), es uno de los mas grandes; alcanza una
longitud méxima de 7.5 m, aunque por lo general mide entre tres y 4.2 m. El color de
fondo de su piel es verde azulado o gris y presenta bandas oscuras en los costados
similares a las franjas de los tigres terrestres, pero se desvanecen a medida que el
tiburén envejece. Su cuerpo es fusiforme tiene un hocico estrecho y nariz roma, la cola
tiene el I6bulo superior mas grande que el inferior y las mandibulas presentan dientes
aserrados. Se encuentra en aguas tropicales y subtropicales de todo el mundo. En
México se distribuye desde Baja California hasta Chiapas (Cortés, 2005). Habita pastos
marinos, pero también vive cerca de los atolones e incluso de los estuarios. La
alimentacion habitual esta compuesta por peces, moluscos, crustaceos, tortugas, aves
marinas y mamiferos como el dugongo. También consume tiburones pequefios y restos

de las ballenas muertas, o ataca a animales heridos (Shimbark, 2016).

Presenta viviparidad aplacentaria, su periodo de gestacién es de poco mas de
un afo, tiene 10 crias por camada, mismas que nacen en primavera. La importancia
economica de esta especie se basa en la comercializacion de productos como la carne
y las aletas; en México éstas ultimas se destinan a la cocina oriental para preparar sopa
de aletas o son exportadas. Del higado se extrae el aceite de manera artesanal en
algunas regiones como Puerto Chiapas, en Chiapas y Zihuatanejo, en Guerrero. Las
mandibulas y las vértebras se venden como artesanias, siendo mas cotizados los

dientes (Castellanos et al., 2013).
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5.3.5 Isurus oxyrinchus Rafinesque, 1810

El tibur6n Mako o Marrajo (figura 5), llega a medir de 3.2 a 3.8 metros de longitud
y su peso varia entre 60 y 135 kilogramos, aunque la hembra llega a alcanzar 150 kilos.
Se distribuye en todas las aguas templadas del mundo, pero se concentra mas en los
océanos Pacifico y Atlantico. El color de su dorso es grisazulado, o azul metalico
brillante y la parte ventral blanca, con una mancha negra en la base de la aleta pectoral.
Se alimenta de varias especies de peces 0seos (caballas, atunes, peces espada, etc.),
delfines, tortugas, aves marinas y tiburones pequefios. Todos los dias consume tres por
ciento de su peso corporal y necesita de 1.5 a dos dias para digerir toda su comida
(Castellanos et al., 2013). Las hembras alcanzan la madurez sexual cuando llegan a
medir tres metros de longitud, mientras que los machos se aparean al lograr medir dos
metros de largo. Las crias se desarrollan dentro del cuerpo (son ovoviviparas). El
periodo de gestacion dura entre 15 y 18 meses, después de los cuales la hembra da a
luz una camada de cuatro a 25 crias vivas (Cortés, 2005).

Los productos que se comercializan de esta especie son las aletas y la carne
fresca o salada. Las mandibulas, las vértebras y los dientes se venden como
artesanias; la cabeza disecada tiene mercado para el turismo en Ensenada, Baja
California (Cailliet et al., 2009).
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Figura 5. Tiburén mako, Isurus oxyrinchus (imagen tomada de Elasmodrive, 2017)

5.4 Identificacion de especies mediante la PCR de punto final

Existen diversas técnicas de biologia molecular disponibles para detectar
variabilidad o similitud entre secuencias de ADN y obtener un numero ilimitado de
marcadores moleculares para cubrir la totalidad del genoma de un organismo (Martinez
y Rincén, 2004). En el presente estudio se utilizé el método basado en la reaccién en

cadena de polimerasa (PCR).

El método in vitro permite obtener millones de copias de un fragmento de ADN
de una sola molécula. Es una de las técnicas mas importantes y revolucionarias en
biologia molecular (Cornejo et al., 2014). Esta basada en la replicacién celular en la que
actuan varias proteinas para sintetizar dos hebras de ADN a partir de otra que funciona
como molde. Es importante sefialar que la enzima con mayor importancia en la
replicacion es la ADN polimerasa, debido a que es la encargada de incorporar

nucleotidos durante la sintesis de nuevas cadenas de ADN (Bohinski, 1991).

La PCR tiene diferentes aplicaciones en funcion de lo que se tenga que

investigar. Para el presente estudio se utilizé la PCR de punto final, donde la reaccién
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enzimatica ocurre in vitro, y amplifica millones de veces una secuencia especifica de
ADN durante varios ciclos repetidos, en los que la secuencia molde es copiada
fielmente. La PCR se realiza en tres etapas principales; desnaturalizacion, hibridacion
y extension. (Tamay, 2013). Después se verifican los resultados en un gel de agarosa,

donde se observa la migracion electroforética de los productos de la PCR.

La ADN polimerasa es una enzima que interviene en la replicacion de las crométidas.
Es capaz de adicionar los cuatro dNTP (desoxiribonucleotidos trifosfatados) a partir de
la region 3’ de un cebador y copiar una secuencia molde. Sintetiza el ADN en la
direccion 5' a 3'. Ninguna polimerasa de ADN conocida es capaz de comenzar una
nueva cadena sin un cebador, sélo puede afiadir un nucleétido en un grupo 3'.OH que
ya existe. Por esta razon la enzima requiere un oligonucleétido que presente un grupo
3'.OH al cual pueda afadir el primer nucledtido. Las polimerasas de ADN requieren
magnesio como cofactor para ser funcionales y una solucion amortiguadora que

mantenga el pH apropiado para que se lleve a cabo la sintesis (Espinosa, 2007).

Las principales ventajas de la PCR son la rapidez debido a que permite obtener
millones de copias de ADN en pocas horas, la sensibilidad y la capacidad de amplificar
secuencias a partir de cantidades minimas de ADN y de secuencias especificas de
acidos nucleicos muy degradados o que estan incluidos en medios que hacen

problematica su purificacion convencional.
5.5 Identificacién genética de tiburones

Los primeros métodos desarrollados se basaron en marcadores moleculares
RFLP (polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion). Posteriormente, Pank
et al., (2001) y Shiviji et al., (2002) desarrollaron un método eficaz para la identificacion
de especies de tiburon basado en la amplificacién de regiones ITS2 en una sola
reaccion para producir amplicones de diagndstico capaces de distinguir entre especies
de lamnidos [familia elasmobranquios del orden Lamniformes que incluye cinco

especies de tiburones: tiburén blanco (Carcharodon carcharias), marrajo (Isurus
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oxyrinchus), marrajo negro (Isurus paucus), cailon del norte (Lamna nasus), cailén

salmonero (Lamna ditropis).

Pero ¢a qué se refiere el término marcador genético? Este se aplica a un
segmento de ADN que tiene una ubicacion fisica identificable en un cromosoma y que
puede ser rastreado como un patron hereditario. El marcador puede ser un gen o una

seccion de ADN que no tiene funcién conocida (Salgado, 2011).

Existen tres tipos de marcadores genéticos: morfologicos, bioquimicos y
moleculares. En este estudio se utilizaron los marcadores moleculares, que son
porciones de ADN que pueden asociarse con una caracteristica en el organismo de
interés (Vienne, 2002).

El primer trabajo realizado con la region nuclear ITS2 para la identificacion de
tiburones, el cual consistié en una evaluacion multiple a través de la PCR, con dos
especies que son muy similares entre si: Carcharhinus. plumbeus y Carcharhinus
obscurus. Se usaron 26 muestras de la primera especie y 51 de la segunda para
generar los primeros oligonucleotidos especie-especificos de la region ITS2 (Pank et
al., 2001). Este trabajo sirvio como linea base para la elaboracién de oligonucleotidos
especie-especificos para tiburon blanco (Chapman et al., 2003) y tiburén peregrino

(Magnussen et al., 2007).

Por otra parte, el trabajo de Hidalgo (2013) tuvo como objetivo estandarizar un
protocolo de identificacion de especies de tiburén mediante métodos moleculares. Para
esto, se extrajo ADN de 102 muestras procedentes de la Reserva Marina de Galapagos
(RMG) de aletas y piel secas obtenidas en el mercado de Puerto Lopez, Ecuador. La
identificacion molecular se llevé a cabo mediante la PCR con multiples oligonucleétidos
especie-especificos para la region ITS2 en una sola reaccion para producir amplicones

de diagndstico y diferenciar de forma simultanea las especies.
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5.6 ITS2 (Espaciador interno transcrito 2)

Existen regiones codificantes en el ARN ribosomal (ARNr) llamadas exones y
regiones no codificantes que deben ser eliminadas, conocidas como intrones. Una
caracteristica importante del ARNr es que se encuentra flanqueado por dos genes
altamente conservados, el 18S y el 5.8S. Este Ultimo a su vez se encuentra situado

entre dos secuencias ITS (Internal transcribed spacer), denominadas ITS1 e ITS2.

Los genes que codifican los ARNr de las subunidades 18S y 5.8S son muy
numerosos, alrededor de 10 a 50 000 por célula, y no se encuentran empaquetados en
nucleosomas. De acuerdo con Karp (2011), tres de los cuatro ARNr eucariotas se
sintetizan a partir de una sola unidad de transcripcion, constituida por ADN ribosomal
(ADNI), localizada dentro del nucléolo, la cual se transcribe mediante una serie de

reacciones nucleares.

Estos espacios internos de transcripcion estan menos conservados que las
regiones codificantes; generalmente varian lo suficiente para ser utilizados como
herramienta para la discriminacion de especies dentro de un género (Salgado, 2011).
La region ITS2 es altamente polimorfica entre taxones a nivel de género, por lo que es
poco probable que los oligonucleétidos disefiados para dicha region amplifiquen ADN
de organismos estrechamente relacionados, por lo tanto, son utilizados para servir

como robustos marcadores diagnostico (Shijvi et al., 1996).

En la figura 6 se representa esquematicamente los genes nucleares ribosomales
de tiburén 5.8S y 28S, asi como el locus ITS2 y muestra los sitios de alineamiento y

orientacién de los oligonucleotidos utilizados en los ensayos de la PCR.
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Figura 6. Esquema representativo de la region ITS2 de ADNr de tiburén. Tomado de Shijvi y colaboradores (2002)

5.7 Efectos téxicos del metilmercurio en humanos

Desde la antigiiedad, el mercurio se ha utilizado con fines medicinales, pues se
le adjudicaban propiedades curativas e incluso Utiles para la alquimia (PNRQ, 2008).
Los efectos adversos de este metal se identificaron por primera vez en la Edad Media
en Espafia, donde algunos trabajadores de minas de mercurio enfermaron con

gravedad y otros murieron (D'itri, 1977).

En muchos paises el mercurio es un insumo medicinal para producir diuréticos,
antisépticos y fungicidas, entre otros. En los aflos 70 se utilizaba en un compuesto
diurético sintético con una concentracion de 30 a 40% (Sardina, 2001) que impedia la
reabsorcion de sodio (PNQR, 2008). También se utiliza como preservante de vacunas,

debido a que es un compuesto bacteriostatico (Goldwater, 1972).

La exposicion del ser humano a mercurio es cada vez mayor debido al consumo
de alimentos contaminados, como el pescado, los cuales aparecen con mayor
regularidad en la dieta. El principal efecto causado por el consumo de este metal se
presenta en el sistema nervioso central, después de varias semanas o meses. Los
primeros sintomas son parestesias en las extremidades y después se producen efectos
mas graves, como ataxia (dificultad en la coordinacién de los movimientos del cuerpo)
y disartria (dificultada para articular sonidos o palabras). En casos importantes se

reducen los campos visuales y la audicidon (Soria y Repetto 1995).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que 5% de los adultos que

experimentan efectos neuroldgicos tiene niveles de mercurio en sangre de 200 mg/L y
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se ha calculado que en mujeres embarazadas el riesgo de dafio cerebral fetal aumenta
cuando la concentracion de mercurio en la cabellera supera los 1020 mg/g (Harada,
1995).

5.7.1 Exposicion a metilmercurio

En los ciclos naturales del mercurio elemental y sus sales inorganicas cierta parte
termina en los sedimentos de los rios, mares, lagos y océanos. Las bacterias
metanogénicas, mediante el proceso de metilacion, afiaden un &tomo de carbono y lo
transforman en metilmercurio (MeHg). Este proceso es de gran importancia para
determinar la toxicidad medioambiental de dicho elemento, pues al adicionar el a&tomo
de C se facilita su acumulacién en la cadena trofica. Ademas, tiene rapida difusion y se
une a proteinas de algas, plancton y otros microrganismos inferiores. Mediante los
procesos de biomagnificacion y bioacumulacion, las concentraciones en peces tope en
la cadena trofica, como los tiburones, suele ser mayor que en especies de menor

tamafo (Garcia et al., 2005).

La principal via de exposicion humana al metilmercurio es el consumo de peces
contaminados. Dicho metal se absorbe casi por completo en la sangre y se distribuye a
todos los tejidos incluido el cerebro. También atraviesa facilmente a la placenta llega al
feto y a su cerebro (Perez y Mesa, 2012). Los lactantes y los nifios son muy sensibles
al mercurio en todas sus formas, por lo que pueden desarrollar problemas en el sistema

nervioso, ademas de trastornos en los sistemas digestivo y renal (Weinberg, 2009).

5.7.2 Respuestas toxicas de la exposicién a metilmercurio

El sistema nervioso central (SNC) es un blanco donde actta el metilmercurio y
produce sintomas que incluyen trastornos visuales como escotomas (alteracion de la
vista que genera zonas de ceguera o disminucion en el campo visual) y constriccion del

campo visual. Otros sintomas que involucran al SNC son alteraciones del equilibrio,
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temblor muscular, hormigueo, alteraciones de la sensibilidad, hipoacusia, dificultad para
pronunciar palabras y deterioro mental. Los casos mas graves presentan pardlisis y
muerte (Rimann, 2014).

5.8 Riesgo a la salud

En los estudios de evaluacion de riesgo a la salud humana, el peligro se define
como “una propiedad inherente de una sustancia quimica, que encierra un potencial de
nocividad” (Last, 2001). Segun Alimentarius (2006), un agente alimentario peligroso es
“‘un agente bioldgico, quimico o fisico presente en el alimento que puede causar un

efecto adverso para la salud”.

Otra definicion importante es la de riesgo; de manera coloquial éste hace
referencia a la contingencia o proximidad de un dafio (Plaut, 1984). La OMS (2002)

define este término como la probabilidad de que se produzca un resultado adverso.

Las enfermedades causadas y trasmitidas por alimentos contaminados contintan
siendo un problema real en el mundo y provocan grandes pérdidas economicas. El
consumo habitual de atun enlatado y cazén en Meéxico contribuye en 75% a la
exposicion al metilmercurio (MeHg) la forma mas téxica de este metal, lo cual
representa un problema de salud publica, con base en datos de la encuesta Nacional
de Salud y Nutricion realizada en México en 2012, estudio realizado por Cantoral y
colaboradores (2017). En los productos pesqueros el mercurio se encuentra en
concentraciones bajas (<20 ng/g) (Perez y Mesa, 2012), pero el contenido de
metilmercurio es mayor en especies depredadoras de mayor tamafio y mas longevas
como los tiburones, en los que se han encontrado concentraciones superiores a 1,200
mg/Kg (WHO, 2017).

5.9 Incertidumbre

Cuando se liberan sustancias peligrosas en el ambiente, es necesaria una

evaluacion para determinar el posible impacto de éstas sobre la salud humana y la de
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otros organismos. Para abordar esta problemética, en el presente estudio se realizé
una estimacion de riesgo debido al consumo no intencional de tiburén. Esta valoracién
no cuantificé las incertidumbres, por lo que existe la posibilidad de exagerar o minimizar

el riesgo.

Un enfoque menos sesgado de la evaluacion de riesgos utiliza el analisis de
incertidumbres para evaluar el grado de confianza que se puede dar a la estimacion del
riesgo. La palabra incertidumbre significa duda, y con un sentido mas amplio,
incertidumbre del riesgo significa duda acerca de la validez del método y el resultado

de la evaluacion, asi como de la exactitud del resultado.

Para la Consulta Técnica sobre el Enfoque Precautorio en Pesquerias (CTEP)
incertidumbre se define como "la imperfeccion en el conocimiento sobre el estado o los
procesos de la naturaleza"” (FAO/Gobierno de Suecia, 1995). Estadisticamente la
incertidumbre se define como "la aleatoridad o el error proveniente de varias fuentes
como las descritas al usar la metodologia estadistica”. El riesgo se define de acuerdo
con la CTEP como "la probabilidad de que pase algo malo.” Por lo que el riesgo es
definido como las pérdidas promedio o las pérdidas que se pronostican cuando algo

malo sucede.

Sin embargo, matematicamente cuando se estudia algun fendmeno de la
naturaleza, como la contaminacion y los efectos que ésta causa en la biota y el hombre,
se debe entender que las observaciones realizadas estan sujetas a errores. Tratar de
formalizar este fendmeno por medio de una férmula se debe entender como una

aproximacion de la realidad (Reyes, 1996).

De acuerdo con Evans y colaboradores (2002) existen diferentes formas de
incertidumbre que pueden clasificarse en incertidumbre de parametro y de modelo. La
primera se debe al conocimiento completo del valor verdadero de un parametro y se
origina en la necesidad de establecer inferencias para toda una poblacién a partir de

muestras pequefias sobre los procesos que tienen un cierto grado de aleatoriedad.
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La incertidumbre de modelo se debe a la necesidad de depender de una

analogia, que es necesariamente falsa, en la modelacion de un proceso.

En la evaluacion de riesgos siempre se tendran incertidumbres por lo que es
importante incorporarlas en el analisis para evitar dar un falso sentido de conocimientos,
para poder lograr el objetivo deseado, evitar incurrir en eventos indeseables y que estas
sean identificadas en investigaciones futuras, pues es un paradmetro que se utiliza para
la toma de decisiones en estimados cuantitativos, provenientes de los modelos de

evaluacion de riesgo (Grébov y Agtiero, 2007).
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6. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢, Se vende carne de pescado que en realidad es carne de tiburén en la Central de

Abasto de la Ciudad de México?

Si asi fuera ¢ Cudl es el riesgo de su consumo si se considera que esta contaminada

con mercurio?

¢Es posible implementar un método que permita identificar carne de tiburon con los

oligonucledtidos disponibles en la literatura?

7. HIPOTESIS

Si en la Central de Abasto de la Ciudad de México los productos de pescado
mas comercializados (filete econdmico, carne para hacer quesadillas, carne para hacer
caldo, filete ahumado), no siempre corresponden a la especie ofertada y pueden ser
sustituidos por carne de tiburén, la cual presenta mercurio, entonces la salud de la

poblacién puede estar en riesgo por exposicioén a mercurio.
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8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo general

Identificar la sustitucion de productos de pescado por carne de tiburdn en la
Central de Abasto de la Ciudad de México mediante analisis genético y estimar el riesgo

por su consumo no intencional.

8.2 Objetivos especificos

= Analizar con PCR productos de la Central de Abasto vendidos como pescado
para confirmar que no sean algun tipo de tiburén.

= Estimar los habitos de consumo de pescado de una muestra poblacional de la
Ciudad de México y Area Metropolitana

= Con los datos anteriores, estimar el riesgo por consumo no intencional de carne
de tiburdn para la poblacién mencionada.

»= Analizar las incertidumbres de la evaluacion del riesgo por consumo no
intencional de carne de tiburén para la poblacion muestreada, a través de un

modelo matematico.
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9. METODO

Las muestras de tejido analizadas se recolectaron en la Central de Abasto de la
Ciudad de México. Los productos muestreados se seleccionaron con base en la
frecuencia de su consumo, el gusto por su sabor, la falta de caracteristicas morfoldgicas
para su identificacion y el precio. Las muestras incluyeron carne para hacer ceviche,
carne para hacer caldo de pescado, carne para hacer quesadillas de pescado, filete
ahumado, filete econémico (robalo, blanco del Nilo, bagre, etc.) y filete para empanizar

0 capear.

Las muestras de las especies de tiburones que se utilizaron como controles
positivos fueron: tiburén volador (Carcharhinus limbatus), toro (Carcharhinus leucas),
sedoso (Carcharhinus falciformis), tigre ( Galeocerdo cuvie) y mako (Isurus
oxyrinchus)las cuales se obtuvieron del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la
UNAM, del laboratorio de genética de organismos acuaticos a cargo del Dr. Pindaro
Diaz Jaimes. Dichas muestras se tomaron de musculos de la cola y las aletas. Los
controles negativos (huachinango [Lutjanus campechanus], marlin (Istiophoridae),
bagre (Siluriformes), blanco del Nilo (Oreochromis mossambicus) y robalo
(Centropomus undecimalis) fueron peces osteictios que, a diferencia de los
elasmobranquios, tienen esqueleto 6seo. Dichas muestras se seleccionaron debido a
gue son los productos pesqueros con mayor oferta en la central de Abasto de Pescados
y Mariscos. Se pretendio incluir al salmén como control negativo, sin embargo, no fue
posible debido a que no se obtuvo un ejemplar completo para verificar que en verdad

fuera salmon.

9.1 Determinacion de los sitios monitorizados en la Central de Abasto

Para recolectar las muestras de pescado se eligié la Central de Abasto de
Pescados y Mariscos “La Nueva Viga”, principalmente por concentrar productos
provenientes de todos los estados costeros de México y productos importados, ademas
de ser el sitio donde se abastecen los pequefios establecimientos (pescaderias). En

este lugar también se surten de productos de pescado al menudeo las amas de casa y
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los locatarios de los mercados de la Ciudad de México y el Estado de México, debido a
gue es la comercializadora de mayor tamafio de América Latina y la segunda mas
grande a nivel mundial (después del mercado de Tsukiji, en Tokio). Cuenta con 202
bodegas de mayoreo y 55 de menudeo (COMEPESCA, 2016). El muestreo de los
productos pesqueros, para su analisis genético y la sustituciéon de productos, se

determin6 mediante la formula mateméatica segun Scheaffer y Lyman (2007):
B N
T (N-1DEZ+1

n

Donde.

N = tamafio de la poblacién de estudio (55 bodegas de menudeo) n
= tamafio de la muestra € = error probable (0.05)

9.2 Identificacion genética

9.2.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN en tejido fresco se realizé con el método de Aljanabi
(1997), con ligeras modificaciones. Se tomé 1 cm? de tejido fresco (~200 mg), en un
tubo de microcentrifuga, y se le agregaron 400 pl de amortiguador salino (0.4 M de
NaCl, 10 mM de solucion Tris—HCI a pH 80 y 2 mM de solucion &cido
etilendiaminotetraacetato disédico [EDTA] a pH 8.0). La muestra se homogeniz6 y
después se le agregaron 40 ul de dodecilsulfato sédico (SDS) al 2% y 8 ul de Proteinasa

K. La mezcla se someti6 a digestion a 55°C durante una hora (figura 7).
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Figura 7. Incubacion de las muestras en bafio de agua marca Riosh

A la muestra digerida, se le agregaron 300 pl de NaCl 6 M y se resuspendi6 con
un vortex (Scoprion Scientific modelo A50050) durante unos segundos. La mezcla se
centrifugé a 10 000 rpm durante 30 minutos (figura 9). El sobrenadante se transfirié a
otro tubo de microcentrifuga, se agregaron 600 ul de alcohol isopropilico extra-frio y se
dej6é incubando durante toda la noche en un congelador a -20°C. Se volvié a centrifugar
la muestra durante 30 min a 4°C a 10 000 rpm. Posteriormente se extrajo el
sobrenadante y el precipitado se lavé con alcohol al 70%. Los tubos de microcentrifuga
se colocaron abiertos en una vacofuga para secar la muestra de ADN, como se muestra
en la figura 10. Por ultimo, el precipitado fue resuspendido en 150 ul de agua destilada

libre de nucleasas y se almacené a 20°C
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BECKMAN

e

Figura 8. Centrifuga Beckman utilizada para obtener el ADN de las
muestras de pescado y tiburén analizadas

Figura 9. Extraccion de residuos de etanol de las distintas
muestras de tiburén y de pescado con el equipo Vacufuge

9.2.2 Cuantificacion de ADN

La determinacién de la concentracion y la pureza de las muestras de los
productos pesqueros de ADN se realizd mediante espectrofotometria (con un
espectrofotometro marca Thermo Scientific NanoDrop™ 2000 (figura 10), un método
basado en la capacidad de absorbancia de un compuesto presente en una solucion a

una longitud de onda determinada. De este modo la concentracion de ADN de las

49



muestras se calculd teniendo en cuenta el valor de absorbancia obtenido a una longitud
de onda de 260 nm. Las relaciones de absorbancia A260/280 y A260/230 se utilizaron
para evaluar la pureza de las muestras. La relacion A260/280 es muy estable, se
considera que un ADN de pureza Gptima tiene un valor entre 1.82.0. Un ADN de pureza
aceptable debe tener al menos una relacion A260/280 >1.6. Un valor menor al
mencionado indica una posible contaminacién por compuestos aromaticos como
fenoles y proteinas. Una razon A260/280 >2.1 podria deberse a la presencia de acido
ribonucleico (ARN) en la muestra. A 230 nm los contaminantes absorben sales

caotropicas, fenoles o carbohidratos (Salamanca, 2018)

En general, se considera que el ADN es puro cuando la razén A260/230 se sitla
entre 1.5 y 2.2. Si es menor de 1.5, indicaria la presencia de contaminantes en la
muestra. No obstante, esta relacion resulta mucho mas variable que la relacion
A260/280, quiza debido a factores como la concentracion de ADN o de la composicion

del amortiguador de resuspension de la muestra (Salamanca, 2018).

Al equipo se le agregaron 1.5 ul de agua libre de nucleasas para obtener el valor
basal de referencia y después 1 pl de la muestra de ADN para obtener los resultados,

segun las especificaciones del fabricante.
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Figura 10. Equipo Nanodrop 2000 marca Thermo Scientific
para la cuantificacion de ADN de las muestras de tiburén y pescado

9.2.3 Oligonucledétidos para condrictios

Para el presente estudio se utilizaron los oligonucleétidos universales para
condrictios FISH5.8SF y FISH28SR, que estan disefiados para hibridarse con la
secuencia de ADN de la region nuclear ITS2 (Pank et al., 2001). Las secuencias de dichos
cebadores son las siguientes: 5-GTTCCCTCCTAGGGGATGAT-3’ (forward) con 20
bases y 5-TGGGAAGGCTATATCTGGTGC-3’ (reverse).

Para la identificacién genética de tiburones, basada en la amplificacion de la regién
ITS2, se utilizo como referencia el tamafio del amplicon de estudios previos, en los
cuales se han identificado especies de tiburones que coinciden con esta investigacion
(tabla 1).
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Tabla 1. Especies de tiburones y tamafo de los amplicones esperados para productos
generados con el uso de los oligonucledétidos universales para condrictios

Familia Especie de Nombre comun Tamano del Referencia
tiburén amplicén (pb)
Carcharinidae | C. falciformis | Tiburdn mico o sedoso 1470 Pank et al,
(2001)
C. limbatus Tiburdn volador o puntas 1470 Pank et al,
negras (2001)
C. leucas Tiburdn toro 1470 Pank et al,
(2001)
Galeocerdo Galeocerdo Tiburdn tigre 1450 Magnussen et
cuvier al., (2007)
Isurus Tiburén mako 1350 Magnussen et
oxyrinchus al., (2007)
Sphyrnidae S. lewini Tiburén cornuda prieta 860 Pank et al,
(2001)
S. tiburo Tiburén martillo 860 Pank et al,
(2001)

9.2.4 La PCR de punto final

La programacion de los ciclos térmicos para la PCR en el termociclador

(Biometra) se resume en la tabla 2.

La visualizacion de los productos amplificados via PCR, se realizé en geles de
agarosa al 1%, utilizando un marcador de peso molecular (100 bp ADN Ladder, Axygen)
para verificar el tamafio de los amplicones. Como control negativo se utilizé ADN de
robalo o huachinango. Los geles se sometieron a un procesamiento de electroforesis
horizontal (BioRad) con la solucion amortiguadora Tris, acetato y EDTA (TAE, BioRad)
con un pH de 8.5 (UASLP, 2008).
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Tabla 2. Programa de ciclos de la PCR para amplificar la region ITS2

Etapa Temperatura Tiempo Numero de Ciclos
Desnaturalizacion inicial | 94°C 10 min 1
Desnaturalizacion 94°C 1 min

Hibridacion 60°C 1 min

Extension 72°C 2 min 40
Extension final 72°C 10 min 1

Para la electroforesis se utilizé una corriente de 90 V durante 50 minutos (figura

11). Al finalizar, las muestras se analizaron en un fotodocumentador (Biolmaging

Systems) con el programa Imagene 3.0 (figura 12).

Figura 11. Electroforesis de muestra de tiburdn en el gel de agarosa al 1%. En el primer pozo de abajo hacia arriba
en color azul se aprecia, el marcador de peso molecular, en el segundo pozo el control negativo (huachinango) y

en los pozos en color verde las muestras de tibur6n y pescado
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Figura 12. Gel de agarosa al 1% en el equipo fotodocumentador DNR Minilumi

9.24.1 Ensayo de discriminacion de los oligonucledtidos universales para

condrictios

Con la finalidad de establecer y verificar los controles positivos y negativos para
futuros andlisis de muestras, se corrieron dos geles; el de controles positivos incluyo
las especies de tiburén volador (Carcharhinus limbatus), toro (Carcharhinus leucas),
sedoso (Carcharhinus falciformis), tigre ( Galeocerdo cuvie) y mako (Isurus
oxyrinchus), y se utilizd para determinar el nUmero de pares de bases (pb) de los
amplicones (figura 13); y el segundo gel (de controles negativos), se realizdé con
muestras de ejemplares completos de peces osteictios. La muestra de salmén se
obtuvo de la Central de Abasto, sin embargo, no se utilizé para este analisis debido a
gue no fue un espécimen completo, en los puestos de menudeo solo se vendia en filete
(figura 14).
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MM= Marcador Molecular Sal= Salmén
MM= Marcador Molecular C-= Control negativo (Robalo) Rob= Robalo Ba =Bagre
Lim= C. Limbatus TT= Galeocerdo cuvie Hu= Huachinango C-=agua libre de nucleasas
Maco= Isurus oxyrinchus Flc= C. Falciformis BN= Blanco del Nilo

Figura 13. Control positivo de tiburén Figura 14. Control negativo de osteictios

9.3 Riesgo a la salud

9.3.1 Disefio de la encuesta

Para este estudio se realiz6 un muestreo no probabilistico, también llamado
muestreo discrecional (Méndez, 2007), disefiado en especial para los jefes de familia.
En este andlisis se empled un cuestionario, con 11 preguntas, elaborado tomando como

referencia el trabajo de Arellano (2012), el cual se aplic6 a los jefes de familia con el fin
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de identificar el tipo de poblacion y la cantidad y la frecuencia con que se consumen
productos pesqueros. Los sitios de aplicacion de las encuestas fueron los mercados
seleccionados en diversos puntos o delegaciones de la Ciudad de México; a saber,
Iztapalapa, Xochimilco, Iztacalco, Coyoacén, Benito Juarez y en los municipios de
Ixtapaluca y Nezahualcoyotl en el Estado de México. El cuestionario impreso (Anexo 1),
incluyo: preguntas especificas de las especies analizadas en el estudio, con informacion
de la frecuencia de consumo de peces, edad y peso del encuestado y la informacion de
la familia en caso de que consuman productos pesqueros; la informacion se recopil6 de
forma verbal y directa. Se aplicaron un total de 777 encuestas y la informacion obtenida
se integré en una base de datos en hoja de calculo de formato Excel hasta su posterior

uso en la realizacion del andlisis de riesgo a la salud.

9.3.2 Modelacion de la dosis

Se calcularon la dosis total y la dosis diaria promedio (ADD, average daily dose,
por sus siglas en inglés) con la siguiente formula: la dosis diaria promedio durante el
tiempo de vida (LADD, lifetime average daily dose, por sus siglas en inglés) o bien la
ingestion cronica diaria (CDI, chronic daily intake, por sus siglas en inglés) es funcion
de la concentraciéon promedio y la tasa de ingestion (por ruta oral). Los parametros que
se utilizaron fueron obtenidos de las encuestas realizadas para el consumo no
intencional de carne de tiburon. Adicionalmente se utilizo el promedio de la esperanza
de vida del consumidor mexicano, el cual es de 78 afios para las mujeres y 73 para los
hombres (INEGI, 2016)

Para la modelacion de las dosis se utilizaron las siguientes ecuaciones (Evans y

colaboradores, 2003):

Ecuaciéon 1

Dosis total = (concentracion) (ingestion) (duracion) (frecuencia)
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Ecuacién 2

ADD — Dosis total ( . dia)
~ Peso corporal X Esperanza de vida mg/kg la

Se calculé la dosis total para tres concentraciones de mercurio, las cuales fueron
tomadas del estudio “Seleccion y muestreo de peces de alto consumo humano en
México con objeto de determinar el contenido de mercurio” (RamirezRomero et al.,
2012), misma que corresponden a las concentraciones minima (0.27 mg/Kg), el
promedio (2.43 mg/Kg) y la maxima (3.33 mg/Kg). Los datos utilizados son de
muestreos realizados durante un periodo de tres afios en 10 de los puertos pesqueros
mas importantes de México, que proporcionaron una buena estimacion del MeHg en

peces vendidos en el Area Metropolitana de la Ciudad de México.

9.3.3 Riesgo cuantitativo

La evaluacion cuantitativa de riesgo a la salud de un agente no carcindgeno se basa
en una dosis de referencia, la cual es una estimacion. Se eligié un limite inferior de
dosis de referencia del 95% en un nivel de efecto del 5% obtenido. Aplicando un modelo
de potencia Coeficiente de peligrosidad (CP) (CP>1) a datos de dosis respuesta
basados en estudios previos realizados en las Islas Faroe (USEPA, 2008). La dosis de
referencia es de 0.0001 mg/Kg/dia para mujeres en edad reproductiva, nifios y adultos

mayores y 0.0003 mg/Kg/dia para la poblacion adulta.
9.3.4 Calculo de riesgo por consumo no intencional de carne de tiburon

Para el célculo por consumo semanal y mensual en Kg/dia, se utilizaron las

ecuaciones de la United States Environmental Protection Agency (USEPA, 2008), para
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la poblacion sensible conformada por mujeres en edad reproductiva de 12 a 44 afios y

ninos menores de 15 afnos.

Ecuacion 3

CRyjmm x T,
CRmm — lmA:IS ap

Donde:

CRmm = consumo maximo permitido en porcién de pescado (comidas/mes)
CRiim= Consumo maximo permitido en porcion de pescado (Kg/dia)
Tap = periodo promedio (365.25 dias/12 meses = 30.44 dias/mes)

MS = peso de racion de pescado

Para determinar el consumo maximo permitido para la poblacion sensible en
porciéon de pescado (kilogramo/dia), se utilizo la ecuacion 4 con informacion de mujeres

en edad reproductiva obtenidos de la encuesta antes mencionada: Ecuacion 4

_ RFD x BW

BW = peso corporal del consumidor (Kg)
Cm = Concentracion de metilmercurio en especie de pescado (mg/Kg)

RFD = 0.0001 mg/Kg dosis de referencia-dia para el feto en desarrollo y las mujeres en
edad fertil.

La dosis de referencia es 0.0001 mg/Kg de acuerdo con los efectos toxicoldgicos
del metilmercurio, Se considerd como dosis de referencia, la de la Guia de los criterios
de la calidad del agua para determinar el limite maximo permisible de metilmercurio de

la USEPA (2001) como se explico anteriormente.

La cantidad de alimentos permitidos para varones mayores a 15 afios y mujeres
de mas de 44 y menos de 60 afios se calculé por semana y por mes utilizando la
siguiente ecuacion (USEPA, 2008)
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Ecuacion 5

CRyjm x T,
CRmm — lmﬁ;s ap

Donde:

CRmm= consumo maximo permitido en porcién de pescado (comidas/mes)

CRiim= consumo méaximo permisible tasa en porcién de pescado (Kg/dia)
Tap = periodo de tiempo promedio (365.25 dias/12 meses = 30.44 dias / mes)

MS = peso de racion de pescado

Para determinar el consumo maximo permitido en porcion de pescado en
unidades kilogramo por dia, se utilizé la misma formula que para mujeres en edad
reproductiva con una adecuacion en la sustitucion los datos para la poblacion menos

sensible:

Ecuacion 6

Ry = (RFDC) (BW)

RFD = 0.0003 mg/Kg al dia, dosis de referencia para publico en general
BW= Peso corporal del consumidor (Kg)
Cm= Concentracion de mercurio (mg/Kg)

La dosis de referencia de 0.0003 mg/Kg/dia propuesto por la USEPA en 1980 se
basa en el envenenamiento por metilmercurio en Irak en 1970, cuando el grano de trigo
fue tratado con fungicidas (que contenian metilmercurio), sin embargo, este fue molido

y convertido en harina para su consumo.

Las concentraciones de mercurio en la carne de tiburdn, necesarias para la
evaluacion de riesgo fueron tomadas del estudio “Seleccion y muestreo de peces de
alto consumo humano en México con objeto de determinar el contenido de mercurio”

(Ramirez-Romero et al., 2012). Para obtener el contenido de metilmercurio se considero
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el trabajo de Elika (2005) donde menciona que el 90% de mercurio presente en los
organismos se encuentra en forma organica como metilmercurio ya que se une a

proteinas acumulandose en el tejido muscular de los peces (Health Canada, 2007).

9.3.5 Caracterizacion del riesgo a la salud

Para el analisis del riesgo a la salud se calcul6 el coeficiente de peligrosidad
(Evans et al., 2003), que es igual al riesgo (R):

Exposicion

Coeficiente de peligrosidad = RID

Ecuacién 7

Para obtener la exposicion (E), se utilizo la ecuacion XC (Sardina, 2001) Ecuacion 8

E= (CO)(TD (FE)
B PC

donde:

C = Concentracién del contaminante en el pescado (mg/Kg/dia)

Tl = Tasa de ingesta (mg)

FE = Factor de exposicion (sin unidades)

PC = Peso corporal (Kg)

El factor de exposicion nos permitié calcular la dosis de contaminante que es ingerida
por el organismo y pasa por el tracto gastrointestinal. La dosis es comparada con datos
de la dosis administrada en estudios experimentales realizados con animales disefiados
para obtener la relaciéon dosis-respuesta. Este se calcul6 utilizando la ecuacion 9y se
calcul6 para los diferentes grupos separados por edad de la muestra de la poblacion

analizada (Sardina, 2001). Ecuacion 9

FE - (exposicion en dias/semanas) (52 semanas /afio)(exposicion aiios)
(afios exposicion) (365 dias/afios)
De acuerdo con los autores mencionados el resultado del coeficiente de
peligrosidad se interpreta de la siguiente manera:
CP < 1 = riesgo aceptable
CP > 1 =riesgo de elevado
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9.3.6 Identificacion de las incertidumbres

La identificacion de la incertidumbre se llevd a cabo como lo describen Zuk y
Martinez (2010), quienes dividen por secciones las actividades realizadas, asi las

posibles fuentes pueden incluir las siguientes:
= Estimacion del riesgo

Para el andlisis de la estimacion del riesgo, las incertidumbres se clasificaron de

acuerdo a su fuente:

= El peso corporal. A pesar de que se realiz6 la separacion de la muestra en
grupos [bebé (1-5 afios), nifio (6-12 afos), hombre (12-59 afos), tercera edad
(60-73 afnos)], se tiene un sesgo con el peso en varones para la poblacion
adulta (12 a 59 afios) ya que es un rango muy amplio por lo que la variabilidad

del peso es amplia.

= Los héabitos de consumo. Tienen una amplia variacion debido a que la
cantidad de alimento que la muestra de la poblacion consume por porcion es
diferente, aun divida en grupos (sexo y edad); por ejemplo, se registraron

porciones de 200 g y hasta 1 kg para hombres adultos.

= Asimismo, que datos como el peso, habitos alimenticios, la frecuencia de
consumo y el tamafio de la racibn que se consumen, suelen ser datos
calculados, que por lo general no se esta acostumbrado a tener actualizados
a menos que se encuentre en un régimen alimenticio riguroso (dieta con

especialista).

= Las concentraciones de mercurio en la carne de tiburén (con la que se
sustituye el pescado de la central de abastos) son similares a las encontradas

en los estudios de Ramirez y colaboradores (2012) y Arellano (2012).
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= Area de muestreo, las bodegas seleccionadas venden productos similares al

resto de las bodegas de la central de abastos.

» Los resultados de las personas encuestadas tienen un patrébn de consumo
similar a los de la central de abasto. Ademas, las personas encuestadas en
los diferentes mercados seleccionados tienen un patron de consumo de
pescado similar al resto de la poblacion de la Ciudad de México y su area

metropolitana.

Las incertidumbres de modelo se describen a continuacion:

= Aseguramiento y control de calidad del personal y equipo de laboratorio el
sesgo personal en la lectura de instrumentos analogicos como la balanza

para pesar reactivos, y la precision al utilizar el equipo volumétrico.

= Analisis genético: el resguardo del material genético se realizO en un
ultracongelador a -80 °C. En la elaboracion de las soluciones para la
extraccion de ADN, se tomo6 en cuenta el grado de pureza y la fecha de
caducidad de los reactivos; asi como la precision al pipetear. En la
elaboraciéon del gel de agarosa y la electroforesis, el control de la
temperatura, el voltaje y el tiempo. Las pruebas de la PCR se realizaron
utilizando siempre el mismo equipo, en el mismo laboratorio. La pureza del

ADN extraido se analiz6 en un solo equipo Nanodrop.

Consulta de expertos

En los dltimos afios, la evolucién de los conocimientos cientificos y el debate
sobre los beneficios y los riesgos del consumo de pescado han generado confusién en

torno a cuanto pescado hay que consumir, o incluso si hay que consumirlo, y quién
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debe hacerlo. Los organismos internacionales y nacionales responsables de la
inocuidad de los alimentos han reconocido que se debe ofrecer informacién util, claray
pertinente a las poblaciones preocupadas por tomar las decisiones mas saludables a la
hora de elegir entre consumir pescado o no hacerlo. Estas poblaciones comprenden a
las mujeres en edad fértil, los nifios pequefios y las personas de la tercera edad.

El pescado es un componente basico de una alimentacion equilibrada vy
constituye una fuente saludable de proteinas y de nutrientes. Es probable que los
beneficios y los riesgos para la salud varien en funcion de las especies, del tamafio de
los ejemplares y, de la cantidad de pescado consumida.

En el anexo Il se pueden observan algunas de las publicaciones de expertos en el tema

(tesis y articulos cientificos), que sustentan el trabajo realizado.

9.4 Andlisis matematico para la estimacion del riesgo

Se opto por un analisis matematico basado en métodos numeéricos y analiticos
para crear una superficie de riesgo asociada a una curvatura gaussiana no positiva, la

cual sustituyo la evaluacion probabilistica del riesgo.

Un enfoque menos sesgado de la evaluacion de riesgos utiliza el analisis de
incertidumbres para evaluar el grado de confianza que se puede dar a la estimacion de
riesgos. Pero, sin embargo, matematicamente cuando se estudia algun fendémeno de la
naturaleza, como la contaminacion y los efectos de esta causa en la biota y el hombre,
debe entenderse que las observaciones estan sujetas a errores. Tratar de formalizar
este fendbmeno mediante una formula debe entenderse como una aproximacion de la

realidad utilizando métodos numéricos y cualitativos (Reyes, 1996).

Se construyé un campo escalar global de riesgo en una region apropiada de
etapas y concentraciones de metilmercurio, tomando como base los resultados

obtenidos del coeficiente de peligrosidad para la muestra analizada (varones y mujer),
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donde se evalué el comportamiento reestructurado a las etapas de la vida
convenientemente para que se adapten a los siguientes intervalos. Primero a manera
de ejemplo se describe el método utilizado para el caso de los varones de la muestra

analizada.

9.4.1 Campo escalar

En las etapas de la vida [1; 90] estan conveniente reparametrizar para que se
adapte a unintervalo [1; 5], esto es, si s € [1; 90] es la edad real, usamos la variable t s

€ [1; 5], y la relacion funcional viene dada por (1)

3t if1<t< 2
6t —6 if2<t<3
s(t) ={
48t — 132 if 3<t< 430t—

60 if4<t<5

Esto se debe a que el consumo de pescado comienza después del primer afio
de vida. Por lo tanto, con dicha reparaciéon (1), los intervalos de edad de la etapa se

aplican:

Bebé, [1, 6] afios, en el intervalo [0,2]
Nifio, [6,12] afios en el intervalo [2,3]
Varon, [12,60] afios en el intervalo [3,4]
Anciano, [60,90] afios [4,5]

Con las condiciones antes descritas y utilizando el método de interpolacion
(Reyes, 1996) con los tres polinomios de grado cuatro que son (en las variables
universales x =ty) que suavizan los gréficos poligonales donde se involucran los datos
para el intervalo de cada etapa y para cada concentraciébn de metilmercurio (MeHg):

0.3, 2.7, 3.7 mg/Kg respectivamente, como se muestra en figura 15. Esto es, en las

64



variables principales t como la variable de etapa y ¢ como la variable de concentracion,

podemos obtener los siguientes polinomios particulares.

Varones Varones
v 1 y=D0.056%*+ 080232 -4 015%* +8.0577x 4,788 WECHLY , )
3 G¥ x .5 8 ya 076260 +10.3192- 38,8137 +
B B i % 6 92.72%- 53.473
w0 D 3 _ 4
2 06 g s
4 -~ 4
g 04 2
- s 2
¥ 0.2 >
) g
8 o « 0
& v ~
(;' 0.2 Bebe nifo varones tercera S -2 Bebe.nilio_varones rche.a
edad 3 i
o e [2 43
Etapas e Vida w0 27]MeHg CRpEe Vil -
Varones
12 y=-08073"+11.284% - 55,2167 + 108.46x-63.722
‘lﬂJ e R2=1%
© 10 o
S 8
> 6
v
e 3
o
© 9
y 2
c 0
(Y] -
y -2 Bebe nino varones tercers
a edad
O
w—3.33]MeHg

Etapas de vida

Figura 15. Coeficiente de riesgo para hombres de diferentes etapas de la vida. Considerando tres concentraciones
de metilmercurio

Interpolacién de polinomios
Concentracion Polinomio de grado 4 asociado ala variable t
[0.27] Hg Ro.27 t =-0.0561x* +0.8023x3 — 4.0159%? + 8.0577x — 4.788
[2.43] Hg Ro43t=-0.7626x* + 10.319x° — 48.812x? + 92.729x — 53.473
[3.33] Hg Rs33t=-0.8072x* + 11.284x° — 55.216x? + 108.46x — 63.722
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Para construir una funcion R (t, c) con las variables en la etapa y concentracion (t,c) D
= X[1,5] x[0.2, 3.5] de tal manera que para cada valor de concentracion ¢ tenemos una

relacién polinomica Rc (t) que depende solo de la etapa t, proponemos una de tipo

(2) R (t,0)= fa(c) t*+ fa(c) t3+ fa(c) t*+
fa(e) t+ folc)
Donde las funciones f(c) se obtienen por el método de regresion lineal, segun

las condiciones de los polinomios obtenidos

f (0.27) = - 0.0561, f4 (2.43) = - 0.7626, f4 (3.33) = - 1.1108; f3 (0.27)
= 1.1525, f3 (2.43) = 10.592, f2(3.33) = 14.424; f» (0.27) = -5.2858, f
(2.43) = - 48.489, f (3.33) = - 66.061, efc ...

La primera funcion f4 (c) en (2) se obtuvo utilizando el programa Excel y viene
dada por la relacion lineal
fa (c) =-0.263 ¢ +0.016

Las otras funciones lineales se obtienen de forma similar, obteniendo

3) f3 (c) = 3.639¢c + 0.188 f2 (C) = -17.63C —
0.753 f1 (c) = 34.29¢ + 1.162
fo (C) = -20.04c — 0.581

De esta manera, el campo escalar buscado (2) que estima el riesgo de

metilmercurio en la region D se convierte,

(4) R (t, ¢) = (- 0.263 ¢ — 0.016) t* +(
3.6399 ¢ + 0.1886) t 3 +
(-17.631 ¢ -0.7533) t2 + (34.293 ¢ +
1.1628) t +(-20.04 ¢ -0.5818)
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Para cualquier valor dado de la concentracion c la funcion correspondiente Rc
(t) tiene un gréfico en el plano t, R como se muestra en el proceso de interpolacién (ver figura
16).

Rc (t)

Figura 16. Funcion Rc (t)

Se calculé el gradiente de la funcion de riesgo Rc (t) y obtenemos,

(5)

JdR OR
VR(t,c) = (a%)

= (1.162 + 34.29¢ + 2(—0.753 — 17.63¢)t + 3(0.188 + 3.639¢)t?

+4(—0.016 — 0.263¢)t?

—20.004 + 34.29t — 17.63t?+ 3.639t3— 0.263t*

Para encontrar los puntos criticos de (4), resolvemos el sistema de las

ecuaciones algebraicas en las variables t; c,
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(6)
0 = —21.483 + 37.49t — 20.047t2 + 4.3781¢t3— 0.3377t4,
0 = 0.27 + 37.49¢ + 2(0.1439 — 20.047¢)t + 3(—0.0335 + 4.3781c)t2 + 4(0.0017

—0.33770)t3

Una funcion estable f definida en el conjunto compacto D.es tal que todas las
funciones cercanas suaves g definidas en D son idénticas a f (Golubitsk y Guillemin,
1974).

Ademas, una funcion Morse es aquella que no presenta puntos criticos
degenerados con diferentes valores criticos (Golubitsk y Guillemin, 1974). Dado que la
funcién de riesgo R (t; ¢) no tiene puntos criticos, se obtuvieron los siguientes

resultados.

Teorema 1. El campo de riesgo R (t; ¢) es una funcién de Morse estable en un conjunto

simple compacto conectado en D.

Prueba. Todo el conjunto D es un conjunto regular para R (t; ¢), lo que prueba la
propiedad de Morse. La estabilidad se desprende de la teoria de MatherMalgrange (ver

la Proposicion 2.2 en (Golubitsk y Guillemin, 1974)).

Por lo tanto, bajo pequefias deformaciones suaves de la funcion de riesgo R (t;
c) en D, la funcion deformada obtenida tiene el mismo comportamiento cualitativo. En
otras palabras, cualquier pequefio error en la obtencion de los datos conduciria a una

nueva relacion de riesgo con las mismas caracteristicas.
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Por otro lado, se define a la region de riesgo critico dentro del dominio D como

el subconjunto

(7) R(D) ={(tc) | R(t.c) = 1}

y se representa como un contorno de color en la figura 17, que muestra una gran
region de riesgo. El siguiente resultado muestra la probabilidad de riesgo para todo el
proceso.

Propuesta 1. La probabilidad de riesgo de exposicién al metilmercurio P para Las

etapas y concentraciones consideradas son altas.

Prueba. Calculamos la relacion entre las areas correspondientes de D y R(D),
obteniendo la mencionada probabilidad de riesgo, (8)

Area (R(D)) 1 10.62
=— = - ﬂ dcdt = —— = 0.80
Area(D) Area(D) JJppy 13.2

Figura 17. Region critica de riesgo R(D)

Las curvas de nivel del campo de riesgo escalar se muestran en el dominio D en la
figura 18. La regidn mas oscura indica menos riesgo, mientras que la regién mas clara
indica mayor riesgo.
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Figura 18. Curvas de nivel debidas al consumo involuntario de tiburones para varones

Obtenemos también el siguiente resultado crucial e importante.

Teorema 2. El valor promedio R* = 1: 4389 de R (t; ¢) en todo el conjunto D Representa

un gran riesgo para la poblacion.

Prueba. El valor promedio R del riesgo en el dominio D se calcula aplicando la formula
(Rudin, 1976),

9) )
R* = mﬂ R(t,0)

c=3.5
= f [(—0.263c — 0.016)t* + (3.639c0.188)t3
c=

Area(D)
+(—17.63 — 0.753c)1:2 + (34.29¢0)t + (—20.04c — 0.581)]dc dt
359067 143
132 7

Asi, ese numero representa un gran riesgo en todo el conjunto D.
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9.4.2 El campo de vectores de riesgo.

Porque no hay punto critico para la funcion de riesgo, se estudio el vector en el campo
de riesgo gradiente (5) para comprender el comportamiento de la funcién de riesgo. Los
flujos de cada campo vector de riesgo muestran como esta cambiando el proceso a lo

largo de las soluciones del sistema asociado de ecuaciones diferenciales,
(10)

dt
el —21.483 + 37.49t — 20.047t? + 4.3781t> — 0.3377t%,

dc

prie 0.27 + 37.49¢ + 2(0.1439 — 20.047¢)t + 3(—0.0335 + 4.3781c)t?

+ 4(0.0017 — 0.3377¢)t3,

donde  es el tiempo dinamico (ver figura 19).

w

J

STINTININY

|
J

IS/

Figura 19. Campo de vector de riesgo VrR (t; ¢) para el consumo no intencional de tiburones para hombres.
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Lema 1. El sistema dindmico (10) no tiene ningan punto de equilibrio, ni érbitas cerradas

en la region D simplemente conectada compacta (ver figura 20).

Prueba. Dado que la funcion de riesgo no tiene puntos criticos en el dominio
considerado, se deduce que no hay puntos de equilibrio en D para tal sistema. Del
teorema de Poincar e-Bendixon (Guckenheimer-Holmes, 1983) sigue que no hay
oOrbitas periédicas, ya que, en otro caso, si hay una periodica oOrbita dentro de D, la
region simplemente conectada delimitada por esta 6rbita debe contener un punto de

equilibrio.

La misma figura muestra lineas verticales en el campo del flujo del vector de
riesgo y se entienden como las edades en las que existe un riesgo significativo.

Estas edades se calcularan posteriormente utilizando métodos geométricos.

9.4.3 La superficie de riesgo.

La denominada superficie de riesgo asociada S es el grafico de la funcion de
riesgo (4), y es una superficie de dos dimensiones incrustado en el espacio euclidiano

tridimensional R3, que se muestra en la figura 20.

~n

”
9

Figura 20. Superficie de riesgo para los hombres debido a la exposicién involuntaria a MeHg
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Se utilizé la funcidén de la curvatura gaussiana K (t; ¢) (Dubrovine et al, 1984) de la
superficie de riesgo para determinar las edades criticas de la funcion de riesgo global.
Recordemos que una superficie de Hadamard tiene una curvatura gaussiana no

positiva en todos sus puntos.

Tenemos el siguiente resultado importante.

Teorema 3. La Surface de riesgo asociado S esta incrustado en la superficie de

Hadamard. Acostado en el espacio euclidiano tridimensional R3.

Prueba. Si parametrizamos la superficie S en el dominio D en la forma canodnica

(11) ¢ (t, c) =(t, c,R(t, c)), (t c) €D, la curvatura gaussiana se calcula con

la igualdad (ver Dubrovine et al.,1984) (12)

d2R\ (02R 2R \*
9tz )\acz) ~\atac)  (—34.29—35.26t + 10.917t> — 1.052t%)

(14 (@) (14 @)

K(t,c) =

Por lo tanto

(13)

2

R
=3 = 34.29 — 35.26t + 10.917t* — 1.052¢3

en todo el conjunto D.
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Por lo tanto, S tiene una curvatura no positiva y en consecuencia es una
Superficie de Hadamard. También esta incrustado en el espacio tridimensional Porque

es el gréfico de la funcién de riesgo suave.
Esto termina la prueba.

Una consecuencia de este resultado es el siguiente resultado importante para el

proceso.
Corolario 1. Las edades criticas para el proceso son, en los tiempos biol4gico s,

(14)
s = 5.4(aios), s = 45.6(anos), s = 84(afios)

Prueba. La expresion de la curvatura K (t; ¢) en (12) muestra el signo de una funcion

de curvatura que estad completamente determinada en D por la funcion educida
(15) k(t,c) = —(34.29 —35.26t + 10.917t?> — 1.052t3)?
El grafico de k (c, t) se muestra en la figura 21.

Los puntos donde la curvatura gaussiana (5) son cero determinan las edades

criticas de la funcidn de riesgo y se obtienen al resolver la ecuacion 6:
(16) 0 = —(34.29 —35.26t + 10.917t% — 1.052t3)?

Las soluciones de (23) son todos nameros reales,

(17) t = 1.81(5.4 aios),t = 3.7 (45.6 afios),t = 4.85 (84 afios)

Y corresponden a las lineas horizontales, soluciones integrales del Campo de

riesgo del vector. Esto termina la prueba.
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Figura 21. Curvatura de la superficie de riesgo para varones
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10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 Determinacion del nimero de locales

El resultado obtenido después de aplicar la formula matemética de Scheaffer y

Lyman (2007) fue 48 bodegas de la Nueva Viga en la Central de Abasto, pero al

realizarse el muestreo de las especies elegidas se observd que sélo en 10

establecimientos se vendian los productos pesqueros seleccionados para este estudio

y dichos puestos no tienen a la venta todos los productos que se desean analizar. Al

final, se monitorizaron siete establecimientos de menudeo ocho veces a lo largo de un

afio obteniendo 53 muestras (18 de carne para ceviche, 16 de filete econémico, seis de

carne para hacer caldo de pescado, seis de carne para quesadilla de pescado, cuatro

de filetes para capear, tres de filetes ahumados). En la tabla 3, se muestras las fechas

y los productos obtenidos en dichos muestreos.

Tabla 3. Muestreo de productos pesqueros obtenidos de la Central de Abasto de
Pescados y Mariscos de la Ciudad de México

Fecha de

muestreo

Organismo

Fecha de

muestreo

Organismo

ler. Muestreo
10/07/15

1) Carne p/ceviche

2A) Carne p/ceviche

3C) Filete econémico B. Nilo

6D) Filete econémico B del Nilo

3C) Carne p/caldo de pescado

7B) Carne p/quesadilla de pescado

3er. Muestreo
13/11/2015

5A) Carne p/ceviche

7A) Carne p/ceviche

2B) Filete econémico (robalo)

3B) Filete econdmico (bagre)

6B) Carne p/caldo Plateado

8B) Carne p/quesadilla de pescado

2do. Muestreo
17/07/15

3B) Carne p/ceviche

4) Carne p/ceviche

6D) Filete econdmico Bagre

8) Filete blanco del Nilo

5B) Carne p/caldo de pescado

Al) Marlin

4to0. Muestreo
20/11/2015

8A) Carne p/ceviche

2A) Carne p/ceviche

6D) Filete econémico (bagre)

8A) Filete econémico (robalo)

C2) Carne p/ceviche

8C) Carne p/quesadilla de pescado
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Fecha de Fecha de

Organismo Organismo
muestreo muestreo

8A) Carne p/ceviche CM5) Carne p/ceviche

2A) Carne p/ceviche 2A) Carne p/ceviche
§ © 3A) Carne p/ceviche g © 3B) Filete econémico (b. del nilo)
é é C2) Carne p/quesadilla de pescado é). é 2A) Filete econdmico (bagre)
;ro; - 6B) Carne p/caldo de pescado g - 2B) Carne p/ceviche

FE2) Filete economico (b. del nilo) 6A) Carne p/ceviche

FE3) Filete econdmico (robalo) A3) Marlin

CM3) Carne p/ceviche 6C) Carne p/caldo de pescado

CM4) Carne p/ceviche 4A) Carne p/capear

FE4) Filete econdmico (bagre) 2B) Carne p/capear

6D) Filete econémico (robalo) 6) Filete econémico (robalo)

6B) Carne p/caldo de pescado 8) Filete econdmico (b. del nilo)

6to. Muestreo
24/03/16

8vo. Muestreo
22/07/16

8C) Carne p/quesadilla de pescado 1) Filete para capear

2) Filete para capear

A2) Marlin
8C) Carne p/quesadilla de pescado

10.2 Cuantificacion y determinacion de la calidad del ADN

Los resultados de la cuantificacion y la determinacion de la calidad del ADN de
las muestras (tejido muscular y aletas) utilizadas como controles aparecen en la tabla
4. Se incluyeron siete especies de tiburones, i.e., I. mako, C. limbatus, C. falcimormis,
C. tiburo, C. leucas, G. cuvier, S. lewini., y una muestra de osteictio Huachinango (L.

campechanus), que fue uno de los controles negativos utilizados en el presente estudio.
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Tabla 4. Resultados de calidad (tasas de absorcion) y concentracion (ng/pl) de ADN
de tiburones

Muestra Concentracion Absorcién
(ng/ul) A260/280 A260/230
I. Mako 177.2 1.97 1.73
C. Limbatus 138 1.93 2.38
G. Cuvier 58.3 1.96 241
L. campechanus 129.2 1.98 1.71
S. Lewini 26.3 1.35 1.42
C. Falcimormis 115.2 1.81 1.09
C. Tiburo 61.4 1.59 1.69
C. Tiburo 278.2 1.66 1.67
C. Limbatus 211.8 1.94 1.99
C. Falcimormis 126.1 1.83 1.06
C. Leucas 104.0 1.88 1.10
C. Leucas 190.8 1.93 1.18
I. Mako 269 1.98 1.55
G. Cuvier 44.9 1.96 1.42

En la tabla 5 se observan los resultados de las muestras obtenidas de la Central de
Abasto de Pescados y Mariscos de la Ciudad de México. Se procesaron muestras de
carne de pescado para hacer ceviche, caldo, quesadillas, filete economico y filete para

capear.

Tabla 5. Lecturas obtenidas para calidad tasas de A260/280 y A260/230 y concentracion
de ADN en muestras de pescado

Concentracion Absorcion
Muestra ul
(ng/ul) A260/280 A260/230
1) Carne p/ceviche 141.5 1.94 1.36
3C) Filete econdmico B. Nilo 18.9 1.82 0.76
3B) Carne p/ceviche 77.9 1.98 1.78
2B) Filete p/capear 69.1 1.86 1.16
2A) Carne p/ceviche 64.2 1.87 1.16
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Concentracién

Absorcion

Muestra (ng/ul) A260280 A260280
3C) Carne p/caldo de pescado 28.1 1.92 1.46
4) Carne p/ceviche 18.9 1.89 1.04
5A) Carne p/ceviche 47.6 1.88 1.30
5B) Carne p/caldo de pescado 12.6 1.89 0.95
6A) Filete para capear 37.6 1.82 1.49
6B) Carne p/caldo Plateado 6.2 2.13 0.90
6D) Filete econdémico B del Nilo 5.9 1.72 0.62
7A) Carne p/ceviche 41.8 1.88 1.27
8A) Carne p/ceviche 68.9 1.79 1.57
7B) Carne p/quesadilla de pescado 5.1 2.07 1.81
6D) Filete blanco del Nilo 4.2 1.81 0.85
9) Salmén 55.3 1.91 1.97
8) Filete econémico Bagre 45.67 1.97 2.15
C2) Caldo p/pescado 23.4 1.85 2.25
2A) Carne p/ceviche 88.12 1.94 2.11
3A) Carne p/ceviche 64.53 1.96 1.95
5B) Carne p/ceviche 70.65 1.97 2.01
2B) Filete econdmico (robalo) 52.54 1.88 2.13
3B) Filete econdmico (bagre) 67.65 1.80 2.12
6D) Filete econémico (bagre) 79.2 1.96 2.03
8A) Filete econdmico (robalo) 15.79 1.76 1.88
CM3) Carne p/ceviche 68.91 1.88 1.96
CM4) Carne p/ceviche 88.3 1.92 1.89
CMb5) Carne p/ceviche 100.1 1.77 1.85
6B) Carne p/caldo de pescado 89.9 1.98 1.99
1) Filete para capear 87.2 1.94 2.09
8B) Carne p/quesadilla de pescado 78,14 1.93 2.04
8C) Carne p/quesadilla de pescado 79.23 1.99 1.78
C2) Carne p/caldo de pescado 76.2 1.87 1.64
Al) Marlin 11.9 1.07 0.66
A2) Marlin 17.4 1.15 0.79
A3) Marlin 13.8 1.22 0.88
2A) Carne p/ceviche 69.2 1.97 1.78
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Muestra Con?ﬁg};f;dén Absorcién
A260280 A260280

4A) Carne p/ceviche 56.2 1.86 1.72
2B) Carne p/ceviche 334 1.89 2.13
FBI) Filete econémico (robalo) 87.2 1.94 2.33
FE) Filete econdémico (bagre) 77.2 1.97 1.99
FE2) Filete econémico (b. del nilo) 79.6 1.80 1.56
FE3) Filete econdmico (robalo) 15.2 1.79 1.75
FE4) Filete econémico (bagre) 97.2 1.78 1.56
6B) Carne p/caldo de pescado 82.6 1.99 1.79
8C) Carne p/quesadilla de pescado 11.9 1.89 2.09
2) Filete para capear 41.6 1.90 2.09
6C) Carne p/caldo de pescado 109.2 1.88 1.76
6D) Filete econdmico (robalo) 77.9 1.76 1.88
3B) Filete econémico (b. del nilo) 54.7 1.97 1.76
2A) Filete econdmico (bagre) 43.7 1.80 1.88
6) Filete econémico (robalo) 329 1.77 1.78
8) Filete econdmico (b. del nilo) 45.7 1.76 1.89

Los valores obtenidos del ADN extraido de tejido de tiburén y pescado por el
método de extraccion por sales de Aljabani (2008), en la relacién de la absorcion Azeorzso
nm, fueron cercanos a 1.8 en las tres extracciones, lo que se considera, un ADN de
pureza Optima, de acuerdo con Salamanca (2018). Por otro lado, siete muestras
presentaron tasas ~1.7, lo que indica un ADN de pureza aceptable. Las
concentraciones de ADN de las muestras de tiburén oscilaron entre 58.3 ng/ul y 278.2
ng/ul. Las concentraciones de ADN de las diversas muestras de la Central de Abasto
de Pescados y Mariscos presentaron una relacion 260/280 mayor a 1.7. Ambos
resultados fueron parecidos a los del trabajo realizado por Garcia y colaboradores
(2006) en la que se menciona que las relaciones Ajzsogo Mostraron valores
aparentemente normales (entre 1.81 y 2.15), con un promedio de 1.96 y la curva del

espectro de absorcion entre 220 y 320 nm fue normal.
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No se logré obtener ADN de buena calidad de ocho muestras de productos
de pescado en las relaciones Azsorzso (entre 0.66 a 0.95) principalmente de filete
ahumado Yy filete de blanco del Nilo. No se sabe con exactitud qué sucedid, en estos
casos; se desconoce si la carne de pescado era fresca o congelada y las
condiciones de preservacion en los puntos de venta, lo cual podria degradar el ADN
(Holmes et al.,, 2009). Ademds, los productos ahumados pueden estar sujetos a
tratamientos térmicos, alta presién, modificaciones de pH, radiacion, entre otros, lo que
puede afectar de forma negativa la obtencion de ADN preservado, como se menciona
en el trabajo de Teletchea y colaboradores (2005).

También en algunas de las muestras de filete econémico, en especial las de
Blanco del Nilo, la extraccion fue complicada debido a que al intentar homogenizar el
tejido s6lo se obtuvo una especie de grasa o material con una textura muy parecida a
la manteca de cerdo, por lo que la extraccion de ADN en estas muestras no fue de

Optima calidad.

10.3 Resultados de la PCR de punto final

Los resultados obtenidos de la prueba para evaluar los oligonucledtidos
universales para condrictios mostraron amplicones muy parecidos a los reportados en

otros estudios sobre algunas familias de tiburones (Jiménez, 2015; Hidalgo, 2013).

El tamafio de los amplicones generados por los oligonucleétidos universales para

condrictios correspondi6 a lo esperado, como se observa en la tabla 1.

10.3.1 Carne de pescado para hacer ceviche

Las muestras de carne de pescado para hacer ceviche no presentaron una
morfologia uniforme (figura 22). Por el contrario, parecen ser restos mezclados de

diversos pescados, lo que hace dificil distinguir la variedad del producto y las diversas
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texturas del tejido. Por lo anterior, la extraccion de ADN fue complicada, debido a que
se tuvo que hacer una muestra compuesta (se tomaron 200 mg en total de carne de
pescado de diferentes partes de la muestra, considerando el cambio de coloracion y la

textura. El tejido se homogenizo de forma mecanica para la obtencion de la muestra).

En cuanto a los resultados de la PCR, los oligonucleétidos universales para
condrictios (FISH5.8SF y FISH28SR) generaron amplicones en 12 muestras, y no se
presentaron bandas en productos de osteictios. Considerando esto, se distinguieron las

muestras de carne para hacer ceviche de pescado de la carne de tiburén.

Figura 22. Muestra de carne para hacer ceviche comprada en la Central de Abasto de Pescados y Mariscos de la
Ciudad de México

En las figuras 23A y B se muestra los amplicones generados con muestras de
ceviche y los oligonucleotidos universales en gel de agarosa. Los resultados de las
muestras CE1, CE2, CE3, CE5 C9y C10 presentaron bandas de
aproximadamente 1470 pb, correspondientes a lo esperado para los tiburones de la
familia de Carcharinidae, (tiburén toro, poroso, sedoso y volador) segun Pank y
colaboradores (2001) y las muestras C11 y C12 (1450 pb) concordaron con el tamafio
esperado para la especie Galeocerdo cuvier (Magnussen et al., 2007), cabe mencionar
gue los resultados obtenidos son similares a los reportados en el trabajo de Hidalgo
(2013) sobre productos pesqueros mal etiguetados. Las muestras C7 y C8 no

amplificaron lo que sugiere que corresponden a muestras de alguna especie osteictia.
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MM= Marcador Molecular MM=Marcador Molecular

C=Control negativo (robalo) C=Control negativo (huachinango
CE = Ceviche CE = Ceviche

Figura 23. A Producto de la PCR de la muestra 1 a 6 de carne para hacer ceviche y figura
B. producto de la PCR de la muestra 7 a 12

La figura 24 corresponde a los resultados obtenidos de los productos 13 a la 18.
Cuatro muestras revelaron bandas que se identificaron como pertenecientes a la familia
Carcharinidae con amplicones de 1470 pb. En el estudio de Jiménez (2015) se
obtuvieron resultados similares en la identificacion de especies de pescado sustituidas

por tiburon.
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MM= Marcador Molecular
C-= Control negativo (robalo

CE = Ceviche ;
Nota: Muestra compuesta por diversos restos de pescado

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos
de las muestras de carne para hacer ceviche, muestras 13 ala 18

De las 17 muestras de carne de pescado para hacer ceviche, que se analizaron
mostraron 12 amplificaciones. Estas muestras revelaron que so6lo 33% es de algun tipo
de pescado. Las pruebas genéticas realizadas mostraron que 67% de las muestras no
era pescado para ceviche, si no carne de diferentes especies de tiburones, en especial

de Carcharinidae (56%), como se muestra en la figura 25.

Carne para ceviche de pescado

" Carcharhinus ® G. cuvier ® Pescado

Figura 25. Proporcion de los resultados de identificacion genética para el caso
de las muestras de carne de pescado para hacer ceviche
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10.3.2 Filete econémico

Las muestras de filete econdmico vendido como filete de diversos pescados no
mostraron algun patrén morfoldgico que permitiera diferenciarlas de la carne de tiburon
(figura 26). El analisis genético en contraste, mostro ser una técnica eficiente, verséatil y
facil de usar para la identificacion rapida de productos pesqueros (Shijvi et al., 2002;
Abercrombie et al., 2005).

Figura 26. Muestras de filete econémico vendido como diversos tipos de pescado la foto A. muestra el filete de
robalo; B. filete de blanco del Nilo; C. filete de bagre. Al estar rebanado el producto, es dificil diferenciar de carne de
tiburén

En el resultado de la prueba la PCR de 16 muestras de filete econémico (figura
27) se observo amplificacion en los ejemplares FE1, FE2, FE3 y FE5, y ausencia de
bandas en el resto de las muestras, asi como en el control negativo (huachinango y
robalo), se optd por estas dos especies porque son las mas comercializadas por su
precio y demanda. Las bandas observadas coincidieron con lo esperado para miembros
de la familia Carcharinidae con amplicones de alrededor de 1470 pb (Jiménez, 2015).
La muestra FE3 generd dos amplicones distintos, uno de 1470 pb perteneciente a la

familia Carcharinidae y otro de ~300 pb. Dicho resultado puede deberse a polimorfismos
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y se recomienda hacer una secuenciacion posterior de esta muestra para obtener mas

informacion.

MM= Marcador Molecular

C-= Control negativo (huachinango)
FE= Filete Econémico
Nota: Productos vendidos como Bagre, Blanco del Nilo, robalo

Figura 27. Amplificacion de productos de la PCR de la muestra 1 a 6 de filete econdémico

La figura 28 muestra los resultados de las muestras siete a 10 de filete
econdmico. Se pudo observar produccion de amplicones de 860 pb, similares a los de
las muestras de tiburones de la familia de Sphyrna. Estos resultados concuerdan con
los registrados por Hidalgo (2013). Es posible que los oligonucledtidos utilizados
generen mas de una banda por similitud entre las secuencias de los oligonucledtidos y

otras regiones del genoma mitocondrial o nuclear (Cornejo et al., 2014)
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MM= Marcador Molecular

C-= Control negativo (robalo)

FE= Filete Econémico

Nota: Productos vendidos como Bagre, Blanco del Nilo, robalo

Figura 28. Producto de la PCR de la muestra 7 a 10 de filete econémico

En la figura 29 se muestran los productos de la amplificacion de la PCR usando
los oligonucledétidos universales para condrictios. Las muestras FE11, FE13 y FE15
presentaron bandas similares a las esperadas para miembros de la familia
Carcharinidae (1470 pb), la muestra FE12 tuvo amplificacién parecida a la especie
Galeocerdo cuvier (1450 pb) y la muestra FE16 obtuvo amplificacidén similar a la especie
I. Oxyrinchus (1350 pb). En las muestras 11 a 16 de filete econdmico se obtuvo

amplificacion coincidente con dos especies de tiburdn, Tigre y Mako.
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MM= Marcador Molecular

C-= Control negativo (huachinango)

FE= Filete Econémico

Nota: Productos vendidos como Bagre, Blanco del Nilo, robalo

Figura 29. Electroforesis de ADN de muestras de filete econémico (muestras 11 a 16)

Las muestras de filete econdmico (vendidas bajo los hombres Blanco del Nilo,
Bagre y Robalo) generaron amplicones parecidos a los de miembros de las familias
Carcharinus y Sphyrnae y las especies |. Oxyrinchus y G. cuvier (los porcentajes de
sustitucion fueron 44, 25, 6 y 6, en dicho orden). Sélo el 19% de las muestras de filete

econdmico correspondieron con especies osteictias (figura 30).
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Filete econdmico

6‘% .

® Carcharhinus ™ Sphyrna ™ I. oxyrinchus G. cuvier ™ Pescado

Figura 30. Identificacion genética de muestras de filete econémico

10.3.3 Filete de pescado ahumado

Se obtuvieron muestras de filete ahumado (figura 31), el cual s6lo se vende por
kilo en cinco establecimientos y su costo es alto. No se log6 obtener ADN de buena
calidad, lo cual es un problema comun cuando se realizan estudios genéticos con este
tipo de muestras, debido a que al extraer ADN de productos antiguos y altamente
procesados es dificil (Alacs et al., 2009), ya que su manipulacion provoca la

degradacion o la contaminacion de los acidos nucleicos (Holmes et al., 2009).

-
P,

Figura 31. Muestra de filete ahumado de Marlin
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Se analizaron tres muestras de carne de pescado marlin ahumado; ninguna dio
resultados positivos probablemente debido a la presencia de moléculas provenientes
del mismo proceso para ahumar, capaces de interferir con las reacciones de la prueba
PCR, lo que contribuye a la obtencién de ADN preservado (figura 32), sin embargo, no

se puede descartar la sustitucién en este tipo de productos.

MM= Marcador Molecular

C-= Control negativo (huachinango)

A= Pescado ahumado

Nota: Productos vendidos como Marlin

Figura 32. Electroforesis de ADN de muestras de filete ahumado

10.3.4 Filete de pescado para capear

En la figura 33 se observan las muestras de pescado para capear. Estas se
venden como filetes delgados alargados que se utilizan para comercializarlos en las
pescaderias como pescados empanizados fritos. A pesar de que los filetes muestran
musculos grandes, lo cual es caracteristico de peces de gran tamafio, no se obtuvo

amplificacion positiva en el analisis de la PCR (figura 34).

Desafortunadamente sélo se cont6é con cuatro muestras que se adquirieron en
el dltimo muestreo y no estaban originalmente dentro del anteproyecto. Por lo que no
se puede asegurar que no haya sustitucion en este producto. Se incluyé este producto

en sustitucion de la carne para ceviche, debido a que ésta no siempre se encontraba
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disponible y varios comerciantes de la Central de Abasto refirieron que es el mismo

producto que se utiliza para hacer el ceviche.

Figura 33.Muestra de filete para capear comprada en la Central de Abasto de
Pescados y Mariscos de la Ciudad de México

MM= Marcador Molecular
C-= Control negativo

Figura 34. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de muestras de carme de pescado para capear
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10.3.5 Carne de pescado para hacer caldo

Cincuenta por ciento de las muestras de este producto presentd amplificacion.
Los ejemplares cuyas caracteristicas morfolégicas no permitieron determinar el tipo de
pescado (pechuga de pescado y carne con cartilago) dieron resultados positivos,

mientras que, las cabezas de pescado o los restos de algun osteictio generaron

resultados negativos (figura 35).

Figura 35. Muestra de carne para hacer caldo de pescado (pechug de pescado); figura B. (restos de un
pescado).

Se analizaron seis muestras de carne de pescado para hacer caldo. En la figura
36 se observan los resultados de la prueba de la PCR de tres muestras, P/C1, P/C5y
P/C6. Estas mostraron amplicones muy parecidos a los de las familias Carcharinidae
1470 pb y Sphyrna 830 pb.
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MM C- P/C1 P/C2 P/C3 P/C4 PIC5

MM= Marcador Molecular
C-= Control negativo (robalo)
P/C= Carne para hacer caldo de pescado

Figura 36. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Muestras de carne para caldo de pescado

En la figura 37 se observa la proporcion de muestras pertenecientes a las familias
de tiburones Carcharinidae y Sphyrna con amplicones de 1470y 860 pb. Cincuenta por

ciento de las muestras resultaron pertenecer a alguna especie osteictia.

Carne para hacer caldo de pescado

33%
50%

17%

Carcharhinus Sphyrna Pescado

Figura 37. Resultados de la PCR en porcentaje de los resultados obtenidos de las muestras de carne para para
caldo de pescado
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10.3.6 Carne de pescado para hacer quesadillas

Las muestras de este producto consistieron en carne de pescado rebanada en
pequefos trozos (figura 38), por lo que se utiliz6 una muestra compuesta para la

extraccion de ADN.

Figura 38. Muestra de carne para hacer quesadillas de pescado, como se aprecia el tejido de diversos pescados

Los resultados de los amplicones de los productos de carne de pescado, para
hacer quesadillas se muestran en la figura 39. Los ejemplares que generaron
amplicones fueron P/Q1, P/Q4, P/Q5 y P/Q6. Los resultados de las muestras P/Q1l y
P/Q4 mostraron bandas correspondientes a los esperados para la familia Carcharinidae
(1470 pb) y las muestras P/Q5 y P/Q6 generaron bandas parecidas a las que se

generan para los miembros de la familia Sphyrna (860 pb).
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Los productos adquiridos no presentaron rasgos morfolégicos representativos
gue los distinguieran de la carne de los tiburones, puesto que todos los productos
pesqueros analizados estaban procesados (fileteados). Todas las muestras se

obtuvieron frescas.

C- PIQL P/Q2 PIQ3 PIQ4 PIQ5 PIQ6

MM= Marcador Molecular
C-= Control negativo (huachinango)
P/Q= Carne de pescado para hacer quesadillas

Figura 39. Electroforesis de ADN de carne para hacer quesadillas de pescado

Los resultados de las muestras de carne para hacer quesadillas muestran que el
34% pertenecen a Carcharinus, 33% a especies de Sphyrna y 33% a especies

osteictias (figura 40).
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Carne para hacer quesadilla de pescado

33%

® Carcharhinus “ Sphyrna ™ Pescado

Figura 40. Resultados de la PCR en porcentaje de los resultados obtenidos de las muestras de carne para
quesadillas de pescado

De acuerdo con los resultados obtenidos, utilizando los oligonucleétidos universales
gue amplifican la region ITS2, la identificacion de productos comerciales de pescado que son
sustituidos por tiburdon es rapida y eficiente, puesto que en una sola reaccion de la PCR se
pueden diferenciar e identificar simultaneamente varias especies, lo cual concuerda con los
resultados obtenidos por Hidalgo (2013).

De 53 muestras de productos vendidos como pescado (12 de carne de pescado para
hacer ceviche, 13 de filete econémico, 3 de carne para capear, 4 de carne para hacer
guesadillas) 32 muestras resultaron ser de condrictios. Esto indica que en 60.37% de las
muestras tuvo amplificacion para alguna especie de tiburén por lo que hubo sustitucion de

productos pesqueros por carne de tiburon.
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10.4 Comercio y consumo

Se deben tomar en consideracion los siguientes aspectos econdémicos en el
comercio de productos pesqueros: de acuerdo con el Sistema Nacional de Informacién
e Integracion de Mercados (SNIIM, 2017), el precio del tiburén sin cabeza en la Central
de Abasto de Pescado y Mariscos de la Ciudad de México oscila entre $64.00 y $69.00,
fresco o congelado. Es conveniente sefialar que éste es vendido como carne de

pescado de mayor costo, lo cual aumenta las posibilidades para este tipo de fraude.

Se debe considerar que la carne de tiburdn tiene una textura mas dura que la de
otros peces (Sanz y Cadena, 2007), en consecuencia, los restaurantes prefieren esta
carne para las recetas de pescado empapelado o asado, puesto que se manipula y

cocina con mayor facilidad (Dizon et al., 2000).

Otros productos que tuvieron elevado porcentaje de sustitucion fueron la carne para
hacer ceviche y la carne para hacer quesadillas (70 y 67%, respectivamente). Estos
ultimos son productos que se entregan al consumidor procesados, la presentacion de
ambos es carne de pescado cortada en trozos pequefios 0 hasta incluso molidos, lo
gue dificulta la extraccion de ADN de buena calidad y conocer el estado en que se
encuentra la muestra (fresca o en proceso de descomposicion), lo que complica la

identificacion en este tipo de productos.

Existe una gran variedad en la oferta de carnes para hacer caldo de pescado. Entre las
opciones se encuentra la pechuga de pescado (pedazos de carne con cartilago). Todas
las muestras musculares de este producto resultaron ser tiburén, sin embargo, las
muestras con rasgos identificables no generaron amplicones en las reacciones de la
PCR. Esto demuestra la importancia de comprar productos pesqueros que sean faciles

de identificar morfol6égicamente (cabeza, aletas, esqueleto, escamas, etc).

La discrepancia entre el precio de la carne de tiburén y el de las especies por las que
se sustituye es evidente y la sustitucion favorece econémicamente a los vendedores,
pero perjudica a los consumidores al ser defraudados por obtener productos sustituidos.

Sin embargo, independientemente de los aspectos econdmicos, este estudio sugiere
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gue podrian presentarse problemas para la salud humana debido al contenido de MeHg

en la carne de tiburdn que se consume en sustitucion de productos de pescado.

10.5 Salud

La carne de tiburon ha resultado ser una fuente barata de proteinas para
comunidades costeras dependientes de la pesca para su subsistencia (Vannuccini,
1999). Por esto, la FAO, dentro de su Plan de Accién para la Conservacién y
Ordenacién de los Tiburones, considera el aspecto nutricional y socioeconémico, y
reconoce que en algunas regiones la pesca del tiburon es una fuente importante de
alimento, empleo e ingresos (Aguilar et al.,, 2005). Por esto, propone una pesca
sostenible para no perjudicar a dichas regiones y ayudar a la recuperacion de las
poblaciones de tiburones.

Atendiendo a lo anterior no se puede comparar la ayuda econémica al pescar
tiburones y autoconsumo con los costos de salud para atender enfermedades

ocasionadas derivados de dicho consumo, ya que este ultimo es elevado.

En 2001, la Food and Drug Administration (FDA; por sus siglas en inglés) publico
una alerta al consumidor sobre el mercurio en el pescado, donde recomendaba evitar
las cuatro especies de peces mas contaminados (tiburén, pez espada, caballa y
blanquillo). Es evidente, que la exposicion al mercurio depende del pescado que se
elige para consumir y se puede exceder la dosis segura en alimentos al consumir

pescados con alto contenido de metilmercurio de manera frecuente (USEPA, 2001).

Actualmente, existen calculadoras de exposicion de mercurio en Internet para las
personas que quieran calcular su propia exposicién, con base en los tipos y porciones

de pescado que consumen,

http://www.obfocus.com/calculators/Mercury%?20Calculatores.htm
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Aspectos ecologicos

La conservacion de los tiburones es fundamental debido a que regulan
poblaciones de peces que se alimentan de una gran cantidad de organismos marinos
de importancia ecolégica y econdémica. La técnica molecular de la PCR con
oligonucleétidos basados en regiones ITS2 del ADN resulta ser una herramienta valida
porque puede ayudar a la identificacion de especies de tiburdn capturadas y contribuira
a la generacién de bases de datos que ayuden a la implementacion del plan de

conservacion para esta especie.

Con la identificacion molecular por la PCR, se demostré que la mayoria de los
tiburones encontrados para su venta en la Central de Abastos de Pescados y Mariscos
de la Ciudad de México se catalogan como especies pelagicas. Esto indica que la pesca
no solo se esta realizando en aguas costeras sino también en mar abierto (Godin y
Moran, 2011). Los pescadores tienden a ir mas lejos para capturar suficiente mercancia
y asi costear sus operaciones (Swing, 2011). Una investigacion llevada a cabo por
Martinez y Galvan (2007), indicé que por lo menos 10 especies de tiburones pelagicos
estaban presentes en el comercio de la regién de Manta, Ecuador ya que no suelen
registrar todos los tiburones capturados, aunque esto sea requisito para su

comercializacion.

Los amplicones de las muestras que dieron positivo en la sustitucion por tiburén
fueron muy similares a los generados por miembros de las familias Carcharinidae (21
muestras), Sphyrnidae (7 muestras), de la especie Galeocerdo cuvier (3 muestras) y de

la especie Isurus oxyrinchus (una muestra).

A nivel mundial la pesca de tiburdn sigue sin ser regulada, no es monitoreada, ni
gestionada. Por lo que se han identificado complicaciones de salud en las poblaciones
de tiburdn y en los ecosistemas marinos donde ellos habitan, lo que ha ocasionado la
preocupacion internacional para hacer frente a los problemas relacionados con la
explotacion de tiburon (Shivji et al.,, 2002). Desde hace 20 afios, se ha tenido

conocimiento de la disminucion de poblaciones de tiburones, lo cual se puede deber a
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la sobrepesca, a la mortalidad natural o, a las practicas de aleteo (el cercenamiento y
la retencidn de aletas de tiburdn y el descarte del resto del cuerpo al mar). Atendiendo
a esta consideracion, los temas de conservacion implicita en el manejo de las especies
de peces comercializadas (especialmente especies amenazadas, en peligro o en su
defecto, en el caso de especies desconocidas que estan siendo diezmadas) emergen
como una gran preocupacion (Ward et al., 2008; Wong y Hanner 2008; Holmes et al.,
2009).

En cuanto a normatividad en México en materia de proteccion, se tiene la Norma
Oficial Mexicana 059, la cual s6lo considera dos tiburones en estatus de peligro de
extincion (peregrino y blanco) y uno en estatus de amenaza (tiburon ballena),
(SEMARNAT, 2010).

10.6 Riesgo a la salud

10.6.1 Encuesta
Los resultados de las encuestas aplicadas se almacenaron en una base de

datos, de la cual se obtuvieron los siguientes valores (tabla 6).

Tabla 6. Resultados de las encuestas aplicadas a jefes de familia de diversas
delegaciones y municipios en la Ciudad de México y Estado de México

Poblacién NUmero Edad Peso Promedio de la| Promedio de
de afios corporal tasa de habitos
personas (Kg) ingesta de consumo
evaluadas (g/mes) al mes
Hombres 546 15-59 73.44 262.60 2.6 veces
Mujeres 613 12-43 61.04 194.30 2.3 veces
Niflos 421 0-14 34.94 188.17 1.3 veces
Tercera edad 396 60-100 68.85 193.38 2.1 veces
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Los resultados de la tabla 8 representan los habitos de consumo de la muestra
poblacional, mismos que se utilizaron para el andlisis de riesgo. Se aplicaron un total
de 777 encuestas a jefas de familia. El nUmero total de personas incluidas en las
encuestas fue de 1976, donde los hombres resultaron ser los que consumen carne de
pescado con mayor frecuencia (2.6 veces/mes) y en mayor cantidad con 262.60 g/mes,
cantidad que resulta mayor que el consumo calculado por CONAPESCA (2006) el cual
fue de 120 g/mes; la seccion de poblacion analizada que consume menor cantidad y
con menor frecuencia son los nifios (188.17 g/mes). Aunque los nifios consumen en
menor cantidad este producto, al estar dentro de la poblacion sensible tienden a ser

mas propensos a los efectos adversos del metilmercurio.

10.6.2 Habitos de consumo, modelacion de la dosis de metilmercurio y estimacion de
riesgo a la salud por consumo no intencional de carne de tiburon

Para analizar el riesgo a la salud por consumo no intencional de tiburén, es
relevante sefalar que el tiburon es un depredador tope que tiende acumular mayor
cantidad mercurio (Zamora-Arellano et al., 2018) al tener tasa de crecimiento lento; por
lo tanto, tienen un largo periodo de exposicion a contaminantes (Chavez Sanchez et

al., 2008), de ahi la necesidad de realizar mas estudio de riesgo.

La estimacion de los habitos de consumo de las personas encuestadas (figura
41), indicaron que la poblacion adulta analizada tiene como preferencia el filete de

pescado (56%), y que el pescado ahumado es el menos consumido (8%).
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Habitos de consumo
poblacion adulta

" Filete de pescado g

" Carne para ceviche g

" Nuggets de pescado g

“ Carne para caldo de pescado g

" Pescado ahumado g

Figura 41. Habitos de consumo de la poblacién adulta muestreada

Para la muestra de la poblacion sensible, los resultados en cuanto a preferencia
de consumo de los productos pesqueros fueron los siguientes filetes de pescado con
31%; los nuggets de pescado con 18%, al igual que la carne para hacer ceviche; 17%
para la carne para hacer caldo de pescado; y el pescado ahumado, que es el menos

consumido, con 16% (figura 42).

p-

Figura 42. Habitos de consumo para la poblacién sensible muestreada

Habitos de consumo
poblacion sensible

" Filete de pescado g

® Pescado ahumado g

¥ Nuggets de pescado g
“ Carne para caldo de

pescado g

® Carne para ceviche g
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Se obtuvieron valores para el consumo de nuggets de pescado, pero en el analisis
genético se descartd esta muestra pues no se vende este producto en la Central de

Abasto de Pescados y Mariscos de la Ciudad de México.

Los parametros que se muestran en la tabla 7 fueron obtenidos de las encuestas
realizadas y se usaron para la modelacién de la dosis diaria de metilmercurio ingerida
por cada grupo poblacional de las personas encuestadas por consumo no intencional

de tiburén.

Tabla 7. Promedios de los parametros usados para el calculo de riesgo por consumo
no intencional de tiburén, de la muestra analizada de la Ciudad de México y el Area
Metropolitana

Parametro Poblacion Duracion Valor
Peso corporal Hombre NA 73.4 Kg
Mujeres NA 61.0 Kg
Nifo NA 34.9 Kg
Bebé NA 10.6 Kg
Tasa de ingesta Hombre Cronica 262.6 gr
(pescado) Mujer Crénica 194.3 gr
Nifio Crébnica 188.1 gr
Infante Crénica 85.2 gr
Habitos de consumo Hombre Mes 2.6 veces/mes
Mujeres Mes 2.3 veces/mes
Nifio Mes 1.3 veces/mes
Infante Mes 2.1 veces/mes
Esperanza de vida Mujeres NA 78 afos
Hombres NA 73 afos

Cronica: es la exposicién al MeHg que dura entre 10 y 100% del tiempo de vida
NA: No aplica
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En la tabla 8 se muestra la dosis diaria promedio calculada para las
concentraciones minima, promedio y maximo de metilmercurio se muestran en la tabla
10, los varones estan expuestos a una dosis diaria maxima y promedio que superan la
dosis de referencia permitida; mas aun, en la concentracion alta de metilmercurio (3.33
mg/Kg) la dosis diaria es de 0.0021 mg/Kg-dia superando en siete veces la dosis de

referencia.

Las mujeres en edad reproductiva se encuentran expuestas a una dosis minima
gue no supera la dosis de referencia permitida; sin embargo, en la concentracion de
metilmercurio promedio (2.43 mg/Kg) la dosis diaria es de 0.0014 mg/Kg-dia superando
en 14 veces la dosis de referencia; en la concentracibn maxima la dosis diaria es de

0.0019 mg/Kg-dia superando la misma por 19 veces.

Para los nifios la dosis diaria a la que se encuentran expuestos en las tres
concentraciones de metilmercurio supera la dosis de referencia, en la concentracion de
metilmercurio minima (0.27 mg/Kg) la dosis diaria es 0.0003 mg/Kg-dia, superando tres
veces la dosis de referencia; en la concentracion promedio de metilmercurio, la dosis
diaria es 0.00023 mg/Kg-dia superando en 23 veces la dosis de referencia y en la
concentracion maxima de metilmercurio, la dosis diaria es 0.00032 mg/Kg-dia

superando en 32 veces la dosis de referencia.

Las personas de la tercera edad estdn expuestos a una dosis diaria,
considerando la concentracidbn minima, que no supera la dosis de referencia permitida;
sin embargo, en la concentraciéon promedio de metilmercurio, la dosis diaria es de
0.0012 mg/Kg-dia superando en 12 veces la dosis de referencia y en la concentracion

alta, la dosis diaria es de 0.0017 mg/Kg-dia superando la de referencia 17 veces.

Lo anterior, se refiere a las dosis a las que las personas se encuentran
expuestas, de acuerdo con sus habitos de consumo en toda su vida; lo que significa
gue se considera que la salud de las personas encuestadas se encuentra en riesgo alto
por el consumo no intencional de carne tiburén, aun cuando se consideran las

concentraciones bajas de metilmercurio en carne de tiburon.
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Tabla 8. Dosis diaria promedio de metilmercurio y dosis de referencia para diferentes

grupos poblacionales

Dosis de
Dosis diaria promedio referencia
[0.27 mg/K(g] [2.43 mg/Kg] | [3.33 mg/Kg] mg/Kg
Poblacion metilmercurio | metilmercurio| metilmercurio | metilmercurio
Hombres 0.0002 0.0015 0.0021 0.0003
Mujeres 0.0001 0.0014 0.0019 0.0001
Nifios 0.0003 0.0023 0.0032 0.0001
Tercera
edad 0.0001 0.0012 0.0017 0.0001

Estos resultados nos muestran que cada vez que se consume algun producto
pesquero como los del presente estudio, en el que no se conoce con certeza la
identidad de la especie, se puede presentar un riesgo a la salud, al superar la dosis de

referencia permitida para metilmercurio en peces.

Para obtener el nimero maximo permitido de porciones de pescado que se
puede consumir sin causar algun efecto adverso a la salud, se utilizaron las ecuaciones
descritas en el capitulo 9 (USEPA, 2008); para la poblacion sensible la ecuacion 3y 4
y para poblacion adulta las ecuaciones 5 y 6. Lo anterior se calcul6 para cinco diferentes
productos o presentaciones de pescado (carne de pescado para hacer ceviche, para
caldo, para hacer quesadillas, filete ahumado, filete econémico vy filete para empanizar

0 capear).

Tomando en cuenta el resultado del analisis genético de las diferentes
presentaciones de pescado, en la que se obtuvo un 60.37% de sustitucion de carne de
pescado por tiburén, se recalculé el consumo maximo permitido para todos los grupos
poblacionales y para las concentraciones minima, promedio y maxima de metilmercurio

en carne de tiburdn.
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Para el consumo de pescado evaluado con concentracion de 0.27 mg/Kg de
metilmercurio (minima) los varones pueden consumir mayor porcion de los productos
pesqueros analizados (262.60 g) y con mayor frecuencia (cinco veces/mes) (figura 43).
En comparacion con los paises donde ya se tiene un nivel maximo permitido de
consumo de tiburdn (tabla 9), la porcién es por semana, ademas la concentracion es
mayor 1 mg/kg. En Australia las porciones son similares, con respecto a Canada las
porciones del estudio son menores. Sin embargo, en las concentraciones promedio y
maxima, disminuyen la porcion y el nimero de veces para evitar efectos adversos a la

salud.

Consumo Max comida/mes 60.37% [0.27] Hg

" Varones ™ Mujeres ™ Nifos Tercera edad

Figura 43. Consumo maximo permitido (nimero veces/mes) para la poblacion muestreada con una concentracion
de metilmercurio de 0.27 mg/kg

En la figura 44 se muestran los resultados obtenidos para el consumo maximo
permitido por mes de pescado sustituido por tiburén. En la concentraciéon de 2.43 mg/Kg
de metilmercurio en tejido de tiburdn, se recomienda limitar su consumo, debido a que
al superar la concentracion maxima permitida puede ponerse en riesgo la salud del

consumidor con un consumo frecuente.
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Consumo Max comida/mes 60.37% [2.43] Hg

" Varones " Mujeres " Nifios " Tercera edad

Figura 44. Consumo maximo permitido para la poblacién muestreada con una concentracion de metilmercurio de
3.33 mg/kg

La figura 45 muestra los resultados obtenidos para el consumo de productos de
pescado, con una concentracion de 3.33 mg/Kg de metilmercurio, estos resultados
limitan el consumo de los productos pesqueros en la poblacion general, por lo que en
el caso de tener concentraciones arriba de 1 mg/Kg se recomienda consumir lo menos
posible los productos pesqueros analizados en el presente trabajo o tratar de evitar

dicho consumo.

Consumo Max comida/mes 60.37% [3.33] Hg

" Varones ™ Mujeres " Nifios " Tercera edad

Figura 45. Consumo méaximo permitido (porciones/mes) para la poblacién muestreada con una concentracion de
metilmercurio de 3.33 mg/kg
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De acuerdo con lo anterior, al comparar los resultados obtenidos en el presente estudio

para la concentracion minima de metilmercurio se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Consumo de tiburén maximo permitido (porciones/semana) para diferentes
paises y recomendaciones (tomado de Stan, 2013)

Pais (afio en | Consumo de tiburon maximo
gue se permitido
establece el (porciones/semana) para la poblacion con una|
nivel maximo | concentraciéon de metilmercurio de 1.0 mg/Kg
permitido de Mujeres en Nifios Personas de
consumo de edad menores de| Poblacion| latercera
tiburén reproductiva| 5 afios adulta edad Recomendacion
Australia 150 g 659 150 g 150 g Una vez por semana
Canada
(2008) 150g 150 g 150 75 Una vez por mes
, CMP de tiburon de
Japon (2005) 160 g ND ND ND 0.4 mglkg
50 a 100
Espafa (2011) NC NC 9 ND Limitar su consumo
Reino Unido
(2004) NC NC ND ND E ivelg’:lr mceodr?aira ?oarsseorlr(?anuarl1 i
Seguir recomendaciones,
Estados Unidos pero en caso de comer, que
(2004) NC NC ND ND sean N
porciones pequefas
México (resultados del presente estudio) con las tres concentraciones de metilmercurio
analizadas
Mujeres 2/mes
Nifios una vez por mes
Adultos 5/mes
[0.27 MeHg] 19439 | 188179 | 262.60g| 1933g | creeraedad2imes
Poblacion sensible una
vez
cada cinco meses Adultos
[2.43 MeHg] 19439 | 188.17g | 262.60g| 19339 |UndVvezcadadosmese

Mujeres una vez cada seis
meses y medio Nifios una vez
cada 11 meses

Adultos una vez cada dos
meses y medio Tercera edad
una vez cada cinco meses y
[3.33 MeHg] 194.3 g 188.17g | 262.60g| 193.3¢g medio

ND= No hay dato
NC= No consumir
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El estudio de Zamora-Arellano y colaboradores (2018), coincide en los resultados
del presente estudio, ya que considera que el feto y los niflos pequefios son
especialmente susceptibles a la exposicion a MeHg; por lo tanto, las mujeres en la edad
fértil y la mujer embarazada son un grupo de interés dado el potencial de transferencia
de MeHg. Ademés, en estudio realizados en las costas de México (Mazatlan)
concluyeron que en general, los nifios mostraron el mayor riesgo de exposicion a MeHg,
y que el 97% de la poblacion se encuentra en riesgo debido a sus habitos de consumo
(Zamora-Arellano et. al., 2017).

En el caso de nifios, que consumen mayores cantidades de productos pesqueros
en relacién con su cuerpo y menor peso que los adultos, pueden tener una mayor
susceptibilidad a los contaminantes con menos capacidad para desintoxicarlos. En un
estudio similar en nifios franceses, los autores encontraron una correlacion negativa del
peso corporal con otros parametros como la tasa de consumo de pescado. (Morriset et
al., 2013). En este contexto, con porciones mayores a 100 g y los dias de consumo se
destacan como los factores mas importantes en la exposicion al MeHg; por lo tanto,
incluso si el contenido de MeHg en los productos de la pesca podria ser relativamente
bajo (por ejemplo, por debajo de la regulacion mexicana), el riesgo podria ser alto si la

frecuencia y cantidad de consumo de productos de la pesca son considerables.

En la tabla 10 se observa que para concentraciones bajas de metilmercurio en
el tejido de pescado con una sustitucion del 60.37% de carne de tiburdn, el coeficiente
de peligrosidad es menor a uno, lo que significa que en general el consumo no
intencional de carne de tiburdn no representa un riesgo o tiene un riesgo aceptable a la
salud; sin embargo para los bebes de 1 a 5 afios, el valor calculado (0.785 mg/Kg de
metilmercurio) es cercano a uno, lo cual nos alerta al posible riesgo que representarian

concentraciones de metilmercurio ligeramente mas altas (0.45 mg/Kg de metilmercurio).

Adicionalmente, se puede observar que, de la muestra evaluada, los hombres
fueron los que presentaron el coeficiente de peligrosidad mas bajo en todas las
concentraciones evaluadas (0.18 a 2.19), los resultados obtenidos en el grupo de nifios
gue se analizé mostraron valores altos (0.78 a 9.65). Con ello se puede inferir que
consumir “pescado”, con excepcidon de aquellos que pudieran contener la concentracion
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minima de metilmercurio, representan un riesgo parala salud de la poblacion en general
(sin importar edad).

Tabla 10. Riesgo a la salud por consumo no intencional de carne de tiburén

Coeficiente de peligrosidad

Poblacién/Edad (afios) [0.27] [2.43] [3.33]
MeHg MeHg MeHg
mg/kg mg/kg mg/kg

Varones 15 -60

Mujeres 12 - 60
Bebés 0-5
Nifias 5-12
Nifios 5-15

Mujeres de la tercera edad
50- 78
Varones tercera edad 60-73
L1 Riesgo aceptable

Riesgo medio
- Riesao elevado

En la figura 46 se muestran los resultados del coeficiente de peligrosidad del
varén de la muestra analizada en el presente estudio, a lo largo de su vida, comenzando
desde bebé (0-5 afos), nifio (5-15 afos), hombre (15-60 afios) y tercera edad (60-73

afos). De acuerdo con Penny y colaboradores (2005) el consumo de pescado comienza
después del primer afio de vida.
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Varones

Coeficiente de Peligrosidad
)

Bebé nifio varones tercera edad

S
Etapas de vida

Figura 46. Coeficiente de peligrosidad para varones

Se puede observar que el coeficiente de peligrosidad, en la concentracion mas
baja, es cercano a uno (0.785) en la etapa de bebé, confirmando que es la etapa de
vida con el riesgo a la salud mas elevado. Al analizar los resultados de las
concentraciones promedio y maxima se puede ver que el riesgo es alto para los bebes
y que, aunque disminuye para los nifios y los adultos estos valores indican un riesgo

alto.

En la figura 47 se observan los resultados del coeficiente de peligrosidad de la
mujer por etapa de la vida de la muestra analizada: bebé (0-5 afios, nifia (6-12 afos),

mujer (13-60 afios) y tercera edad (60-78 afos).

El coeficiente de peligrosidad para la concentracion baja de metilmercurio (0.27
mg/Kg) presenta el mismo valor que el de los varones (0.785) cercano a uno en la etapa
de bebé y méas bajo en las otras etapas. Cuando la concentracion de metilmercurio se
incrementa el coeficiente de peligrosidad aumenta significativamente, siendo mas alto
en la etapa reproductiva que en niflas y en tercera edad, lo cual esta relacionado con

la posibilidad de encontrarse en la fase de gestacion.
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Figura 47. Coeficiente de peligrosidad de mujeres

Los dos grupos vulnerables a los efectos del metilmercurio son los fetos por
consumo materno de pescado o marisco, ya que puede dafar el cerebro y el sistema
nervioso en pleno desarrollo (Sardina, 2001), y los bebes debido a que la principal
consecuencia es la alteracion del desarrollo neuroldgico; en esta etapa puede afectar
al pensamiento cognitivo, la memoria, la capacidad de concentracion, el lenguaje y las

aptitudes motoras y espacio-visuales finas (Garcia et al., 2006).

Para las personas expuestas de forma sistematica (exposicion crénica) a niveles
elevados de metilmercurio (como poblaciones que practiquen la pesca de subsistencia
0 personas expuestas debido a su trabajo) se ha observado que entre 15y 17 de cada
mil nifios presentan trastornos cognitivos (leve retraso mental) causados por el

consumo de pescado contaminado (Garcia et al., 2006).
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10.6.3 Incertidumbres

La incertidumbre que se contemplaron en el estudio son las siguientes:
contaminacién ambiental, la ausencia de programas de control de calidad en los puntos
de venta de pescado y los sesgos en la informacion recopilada en la encuesta (peso
del encuestado, tamafio de porcion) indican una gran fuente de incertidumbre en la

medida del coeficiente de riesgo.

La mayor incertidumbre de la estimacién del riesgo en el presente trabajo es la
falta de cuantificacién directa de MeHg en las mismas muestras de peces que se
analizaron genéticamente. Sin embargo, esta es una aproximacién aceptable para la
toma de decisiones en la prevencion de riesgos para la salud debido a que los datos
utilizados se obtuvieron de muestras recolectadas en tres afios en 10 de los puertos
pesqueros mas importantes de México, lo que proporciona una buena estimacion de
MeHg en muisculo de pescado vendido en el Area Metropolitana de la Ciudad de

México.

Un asunto adicional de preocupacion es el consumo algunas comidas en
porciones grandes durante un periodo muy corto, que es similar a una exposicion aguda
este problema no suele ser considerado en el desarrollo de avisos de pesca (EPA,
2000). Esta constituye un riesgo no estimado para personas con especial
susceptibilidad como nifios, personas mayores, embarazadas o0 mujeres lactantes
(Zamora-Areallano et al., 2018). Por lo tanto, la investigacion futura es necesaria para
evaluar los efectos causados por la exposicion a corto plazo que podria ser
sustancialmente diferente de la exposicion a largo plazo en niveles bajos (EPA, 2000;
Zabhir, Rizwi).

En la legislacion mexicana, el limite de MeHg en productos pesqueros, incluida
la carne de tiburén, es de 0.5 mg / Kg de peso humedo (NOM-242-SSA2009). Sin
embargo, este limite no necesariamente ayuda a proporcionar consejos dietéticos para
reducir la exposicibn a MeHg, lo que destaca la necesidad de estudios de

caracterizacion de riesgos.
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10.6.4 Opinion de expertos

Los efectos favorables del consumo de pescado son bien conocidos. Sin
embargo, existe preocupacion a nivel mundial sobre los niveles de metilmercurio en
el pescado, por lo que muchos paises como Estados Unidos, Australia, Nueva Zelanda,
Canada y muchos paises europeos han realizado recomendaciones de consumo de
pescado a la poblacién, especialmente a los grupos vulnerables con el fin de reducir la
ingesta de metilmercurio, por lo que Gonzalez-Estecha y colaboradores en 2015 en el
estudio “Metilmercurio: Recomendaciones existentes; métodos de analisis e
interpretacion de resultados; evaluacion econdémica” estudio realizado en Espana,
donde nos dicen que el método de andlisis mas empleado para medir el metilmercurio
ha sido la espectroscopia de absorcion atomica con la técnica del vapor frio, en la
sangre y el pelo. Donde concluyen que, aunque se logren reducir las emisiones de
mercurio, el mercurio del medio ambiente puede permanecer muchos afos, por lo que
es fundamental disminuir el consumo en la dieta de pescado y proponen medidas de
salud publica encaminadas a la disminucion de la exposicion al mercurio y que se
evalien también los beneficios de las mismas desde el punto de vista econémico y

social.

La dltima reunion de expertos para analizar el consumo de alimentos
contaminados con metilmercurio para la Unién Europea fue la realizada por la EFSA
(2018) con el panel de comida contaminada (CONTAM?3) donde se analizaron los
nuevos desarrollos relacionados con la toxicidad del mercurio inorganico y el
metilmercurio, que evaluara si el consumo conjunto semanal tolerable del Comité Mixto
FAO / OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) para la Comision Europea,
para el metilmercurio de 1.6 ug/ kg de peso corporal (bw) y de 4 ug / kg de peso corporal
es apropiado. Los datos de biomonitoreo de la sangre y el cabello indican que la
exposiciéon al metilmercurio generalmente esta por debajo del TWLTWL en Europa, pero
también se observan niveles mas altos. La exposicion al metilmercurio por encima del
TWL es preocupante. Si se consideran medidas para reducir la exposicion al
metilmercurio, también se deben tener en cuenta los efectos beneficiosos potenciales

del consumo de pescado. La exposicion al mercurio inorganico en la dieta en Europa
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no supera el TWL, pero la exposicion a la inhalacion de mercurio elemental proveniente
de la industria dental. Los nifios no nacidos constituyen el grupo mas vulnerable a los
efectos del desarrollo de la exposicién al metilmercurio, y las mujeres embarazadas

pueden estar presentes en el grupo de consumidores de pescado frecuentes.

En México un estudio realizado por el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), donde Cantoral y colaboradores (2017), en el articulo titulado “estimacién
nacional del consumo de mariscos en México: implicaciones para la exposicion al
metilmercurio y &cidos grasos poliinsaturados " donde coincide con la presente
investigacion, que el tiburén es la principal fuente de exposicién al MeHg entre la
poblacion mexicana lo que proporciona una oportunidad para explorar intervenciones
para limitar la exposicion, se reconoce que no todos los mariscos consumidos en
México son alta en MeHg por ejemplo, la carpa, el bagre y los camarones son
frecuentemente consumido por la poblacion mexicana. Las especies mas
recomendadas para consumir (en términos de minimizando la exposicion a MeHg y
maximizando la ingesta de u3-PUFA) son sardina, trucha y anchoas, aunque anchoas
rara vez se consumen debido a su relativamente alta precios comerciales. Mientras
tanto la sardina y la trucha tienen un moderado consumo con un precio relativamente
bajo en el mercado. Concluyen que en Meéxico (y en la mayoria de las demas
jurisdicciones) no hay un claro mensajes de salud publica que aconsejan a las
poblaciones elegir marisco o pescado altas en u3-PUFA y bajas en MeHg, por lo que
se recomendo que en estudios futuros deberia incluir mas analisis del contenido de Hg
en un mayor numero de variedades de pescados y mariscos consumidos (frescos y
enlatados). También hay una debe considerar la relacion de u3-PUFAs a MeHg en el
analisis, y para identificar mejor los grupos susceptibles, como los nifios, especialmente

aquellos en las regiones costeras rurales o con bajo nivel socioeconémico.
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10.6.5 Andlisis matematico para la estimacion del riesgo

En el andlisis matematico que sustituyo el analisis probabilistico de
incertidumbre, debe quedar en claro que en un proceso o fenbmeno que se estudié
mediante observaciones o datos, la meta es dar la descripcion o modelo general
mediante una regla o férmula que involucre a las variables mas importantes que
intervienen. Los datos estadisticos que se obtienen estan sujetos a errores de
cuantificacion, al estar dispersos o alejados entre si, con diversas unidades de
medicion, el cientifico tiene que trabajar con los que obtiene, pues a final de cuentas
obtendra una aproximacion cualitativa del proceso que estudio.

Independientemente del método que se utilice para evaluar, el resultado siempre sera
una aproximacion. La Teoria de Singularidades tiene, dentro de sus partes, la Teoria
de la estabilidad, la cual nos ayuda a decidir, al estudiar un modelo o formula escalar,
gue tan susceptible es a los errores pequeiios en los datos (incertidumbres). Los
cambios cualitativos ocurririan si un modelo obtenido es inestable. Es conocido que las
Unicas funciones estables son las funciones de Morse, es decir aquellas que tienen

puntos criticos no degenerados como es nuestro caso.

Esto quiere decir que, bajo errores en los datos, al corregirlos, las relaciones de
riesgo que se obtendrian después de realizar nuevamente las interpolaciones y
regresiones serian muy parecidas a las muestras. Los resultados del riesgo estan
asociados a la concentracion de metilmercurio, habitos de consumo, al tamafio de la

porcién, peso corporal y a las etapas de la vida.

En la figura 48 se observan los resultados obtenidos para los varones analizados
en el presente estudio, en las curvas de riesgos se muestra que el riesgo mayor se
presenta del intervalo 1.5 al 2.5 (bebé- nifio), y no se muestran afectaciones en edad
adulta o para menores de 60 afios, resultados que coinciden con el estudio de Llop y
colaboradores (2014).
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Figura 48. Curvas de riesgo por consumo no intencional de tiburon en hombres de la muestra analizada. (l.)

Superficie de riesgo, (II.) Campo Vectorial de Riesgo, (l1l.) Region critica del riesgo, (IV.) Lineas de contorno o curvas
de nivel de riesgo

El resultado de la estimacion de riesgo global para los datos analizados en el
estudio fue de 1.43(CP>1), lo que significa que la exposicion estimada para cada
individuo supera los limites de seguridad para el metilmercurio (RfD), contaminante que
se encuentra dentro la region critica del riesgo (figura 49 (lI1.)).Sin embargo, el area
critica del riesgo esta situada en las etapas con mayor riesgo por consumo de productos

pesqueros de la poblacidn analizada, por lo que el consumo de estos productos debera

hacerse con precaucion.

Los puntos donde la curvatura Gaussiana es cero determinan las edades criticas
de la funcién de riesgo, por lo que la edad de maximo riesgo en los varones es durante
los 5.43 afios, luego disminuye el riesgo hasta que a los 44.64 afios alcanzar el riesgo
maximo en la vejez a los 86.4 afios (figura 48). Los resultados obtenidos son similares

a los obtenidos por Llop y colaboradores (2013) para varones.
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Figura 49. Curvatura de riesgo varones

Como se muestra en la figura 50, todas las curvas de riesgo indican que éste es
mayor en los intervalos 1 a 3 (bebé) y mujer en edad reproductiva; ademas, la region
critica del riesgo sOlo se encuentra ubicada en las etapas antes mencionadas y en
menor proporcion en la tercera edad, aunque en esta ultima se observé que la curva de
riesgo es menor que en la edad mas temprana. El estudio de Llop y colaboradores
(2014), recomienda a las mujeres embarazadas, lactantes y a los menores de 3 afos
evitar el consumo de tiburdn. El estudio de Clarkson y Magos (2006) menciona que la
susceptibilidad a la neurotoxicidad por causa del MeHg relacionada con el género no
ha sido muy estudiada y los resultados disponibles no son concluyentes, pero en la
intoxicacion que ocurri6 en Irag como consecuencia del consumo de grano
contaminado con un fungicida mercurial, las mujeres se afectaron mas que los hombres,

cuando la exposicion fue en la edad adulta.

Para la estimacion de riesgo se utiliz6 como referencia la dosis establecida como
limite maximo permitido de consumo (RfD) de acuerdo con la EPA y los resultados del
coeficiente de peligrosidad, para la regién critica de riesgo (figura 51 (1)), lo que dio un
valor de 2.72 que se interpreta como un riesgo alto, ya que este resultado excede uno,
con respecto al coeficiente de peligrosidad, se tiene una alta probabilidad de que se

desarrollé algun efecto téxico o adverso a la salud.
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Figura 50. Curvas de riesgo por consumo no intencional de tiburén en mujeres de la poblacion
analizada. (l.) Superficie de riesgo, (Il.) Campo Vectorial de Riesgo, (IIl.) Region critica del riesgo, (IV.)
Lineas de contorno o curvas de nivel de riesgo.

Los resultados obtenidos en el trabajo de Raimann y colaboradores (2014),
coinciden con las curvas de riesgo de este estudio (figura 50), donde el intervalo de
exposicion es alto en mujeres principalmente en la edad reproductiva y la infancia.
Considerando esto, se debe tener especial cuidado puesto que en la nifiez somos mas
vulnerables a la exposicion de metilmercurio debido a que el sistema nervioso es el
organo blanco principal donde se bioacumula, como medida de prevencion la USEPA

(2010) establecié un nivel aceptable de 0.5 mg/kg.
Los puntos donde la curvatura Gaussiana es cero determinan las edades criticas

de la funcién de riesgo, por lo que la edad de maximo riesgo en la mujer es durante los

5.37 afos, luego disminuye el riesgo hasta que a los 32.64 afios el riesgo comienza de
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nuevo a crecer hasta alcanzar el riesgo maximo en la vejez el cual es de 74.4 afios
(figura 51).

Figura 51. Curvatura del riesgo para mujeres

Las edades para ambos grupos el valor maximo riesgo es muy similar en la
primera curvatura, pero de acuerdo con el estudio realizado de Auger y colaboradores
(2005) nos dice gque en estudios epidemiolégicos realizados en la edad infantil han
referido que los nifios son mas susceptibles a los efectos neurotéxicos del MeHg que

las nifias, cuando han sufrido una exposicion a una edad temprana.

El riesgo depende de los habitos de consumo (frecuencia de consumo y
preparacion de los alimentos), edad del consumidor, tamafio de la porcién y el producto
gue se esté consumiendo. Sin embargo, cabe mencionar que el nivel de bioacumulacion
de metales pesados en los tejidos de peces esta influenciado por factores bidticos y
abioticos, tales como el habitat de los peces, forma quimica del metal, temperatura del
agua, pH, concentracion de oxigeno disuelto, transparencia del agua, asi como por la

edad de pescado, el sexo, la masa corporal, y las condiciones fisioldgicas (Has-Schén
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et al., 2006). Por lo que hay que considerar todos estos factores para evaluar el riesgo

por consumo de productos pesqueros contaminados.

11. CONCLUSIONES

Los oligonucleétidos universales que amplifican la region espaciadora ITS2,
identificaron carne de tiburén en productos ofertados como pescado. Los resultados de
la prueba de la PCR revelaron patrones de amplificacion muy similares a los
correspondientes a algunas familias de tiburones comercializados. Con base en los
hallazgos de este estudio, es posible concluir que los métodos utilizados son eficientes
y versatiles, puesto que permiten obtener resultados de varias especies de tiburdn en

una sola reaccion, lo que reduce los costos de investigacion.

El porcentaje promedio de sustitucion de productos de tiburones por productos
pesqueros ofertados fue del 60.37% (70.5% de sustitucion en carne de pescado para
hacer ceviche; 81% en filete econdmico; 50% encarne de pescado para hacer caldo;
67% en carne para hacer quesadillas y 0% en pescado ahumado y filete para capear)
por lo que se puede inferir que la sustitucion de algunos de estos productos por
productos carne de tiburdn es real. En cuanto a las muestras de pescado ahumado y
filete para capear, no se observo amplificacion en la prueba de la PCR, sin embargo,
debido a que los tres productos analizados se encontraban en forma de filetes (no de
un espécimen completo) no se pudo descartar la sustitucion morfolégicamente, debido
a gque el tamafio de los musculos era grande, lo que demuestra que fueron extraidos de
peces de gran tamafio y esto aumenta las posibilidades de consumir productos con

mayor cantidad de metilmercurio.

Se identific6 como producto preferente para el consumo humano, al filete de
pescado de la muestra analizada y coincide con las pruebas genéticas, las cuales
indican que este producto es el que tiene mayor porcentaje de sustitucion (81%), debido

a esto es de gran importancia realizar estudios de salud publica sobre el tema.
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Los hébitos alimenticios del consumo de pescado en la muestra analizada nos
revelan que la ingestion de algunos de los productos incluidos en este estudio,
representa un riesgo cronico asociado a su consumo, debido a que la dosis de
referencia de metilmercurio fue la misma y en algunos casos fue superada en el caso

de las poblaciones analizadas.

La estimacién del riesgo a la salud por consumo de pescado sustituido por carne
de tiburén tomo6 como base los resultados del coeficiente de peligrosidad, de los cuales
se obtuvo un riesgo en las concentraciones promedio y maxima para todas las
poblaciones y cercano a riesgo en la concentracion baja para todas las poblaciones con
excepcion de los bebés donde el riesgo es medio (0.785). Esto significa que, en la
muestra analizada, si existe riesgo a la salud, por lo que, si se desea consumir este tipo
de productos, debera hacerse comprando pescados completos para evitar la sustitucion

y limitando la frecuencia de ingestion.

La mayor incertidumbre de la estimacion de riesgo es la no cuantificacion del
toxico directamente en los individuos de interés (muestra analizada sensible y adulta).
Sin embargo, es una aproximacion aceptable para la toma de decisiones en la
prevencion de riesgo para la salud ya que los datos utilizados son de muestreos de

diferentes puertos pesqueros de México.

Para obtener la funcion de riesgo de los resultados obtenidos en el presente
estudio, se realiz6 un analisis matematico a través del método de interpolacion de
Reyes (1996), el cual demostré que la mencionada funcion de riesgo es estable; por lo
gue cualquier error en la obtencion de los datos (incertidumbres), nos llevara a una
relacion de riesgo con las mismas caracteristicas (resultados similares), y de esta forma
se puede concluir que los resultados del coeficiente de peligrosidad tiene alto grado de

confiabilidad.

Este estudio analizé los habitos alimenticios del consumo de pescado de la
muestra de la poblacion analizada en la Ciudad de México y area Metropolitana, el cual

demostré que con éstos y el porcentaje de sustitucion de carne de pescado por carne
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de tiburdn, se obtuvo el riesgo global que fue de 2.27 y 1.43 en mujeres y varones
respectivamente, éste supera el coeficiente de peligrosidad lo que infiere que, se
encuentra expuesta de forma cronica a pesar de que la poblacion no consume con
frecuencia pescado, pero aun asi implica riesgo en la salud del consumidor, por lo que
se sugiere restringir el consumo de los productos de pescado a raciones como las
proporcionadas en el apartado 10.7.2, comprar pescado completo para facilitar su
identificacion y que sean de talla pequefa para evitar consumir grandes cantidades de

metilmercurio.
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12. RECOMENDACIONES

Se recomienda:

« Secuenciar las muestras de filete econdémico con doble amplificacion para
obtener mas informacion.

* Realizar un andlisis mas detallado que involucre otros factores como la talla de
los peces, la determinacién de metilmercurio en las muestras analizadas y la
diferenciacioén entre tejidos (productos).

* Ampliar el estudio con mayor nimero de productos de pescado procesados
debido a que estos son los que tiene problema de sustitucion.

* Realizar encuestas nacionales de consumo e implementarlas por mayores
periodos en las comunidades costeras.

* Realizar o analizar los estudios de sangre, cabello y ufias para analizar la
cantidad de metilmercurio en nifilos, mujeres en edad reproductiva y personas de

la tercera edad de comunidades costeras.

Consumidores

« Consumir pescado debido a que es un alimento saludable e importante en la
dieta, esto se debe, basicamente, a la calidad de su proteina y aminoacidos
esenciales y escasa cantidad de grasas saturadas.

* Sin embargo, se recomienda precaucion a las mujeres en edad reproductiva, a
nifos de corta edad y a las personas de la tercera edad. Se invita a este grupo
de poblacion a consumir una amplia variedad de pescados, evitando las
especies que se encuentren en los ultimos niveles tréficos o a limitarse en el
consumo de estas.

» Para elaborar caldo de pescado, se debe considerar comprar productos
identificables como cabezas, esqueletos, restos con aletas pequefas y evitar el
consumo de pechuga de pescado (puesto que se observo una sustitucion de
100%).

* Restringir el consumo de carne de pescado en poblaciones de alto riesgo, si no
hay certeza de la especie.
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« Comprar peces completos y de talla pequefia para evitar o disminuir la

exposicion a metilmercurio.

Autoridades

» Establecer un programa de vigilancia para la venta de productos procesados que
asegure que el pescado vendido no sea sustituido por carne de tiburdn.

» Poner a disposicién del publico los niveles de MeHg que presentan los peces
capturados, especie, la zona de captura, etc., lo que le permitirda al consumidor
poder elegir de una forma mucho mas informada.

« Es importante sefalar que la misma especie puede presentar grandes
diferencias en la concentracion de mercurio segun el tamafio y la zona
geografica de captura de los pescados por lo que es necesario que las
autoridades actualicen constantemente la informacion disponible para los

consumidores.
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Anexo Il. Evidencia cientifica de algunos estudios previos realizados sobre la
problematica de la sobrepresca, identificacion y problemas por consumo de

tiburdn.

AUTOR y ANO

TITULO

TECNICA

Pank et al. 2001

Rapid and Simultaneous Identification of Body
Parts from the Morphologically Similar Sharks

Extraccion de ADN. Con el
espaciador (ITS2) se amplico

Carcharhinus obscurus and Carcharhinus | con PCR estandar empleando
plumbeus (Carcharhinidae) Using Multiplex PCR. | cebadores  universales de
tiburén FISH5.8SF.
Chapmanetal. | A streamlined, bi-organelle, multiplex PCR | PCR multiplex
2003 approach to species identification: Application to
global conservation and trade monitoring of the
great white shark, Carcharodon carcharias.
Shiviji et al. 2005 | Genetic profiling reveals illegal international trade | PCR multiplex
in fins of the great white shark, Carcharodon
carcharias.
Magnussen  et| Indentification of Shark Species Compositionand | La técnica se basa en las

al. 2006

Proportion in the Hong Kong Shark Fin Market

diferencias de secuencia de

Based on Molecular Genetics and Trade | ADN entre las especies de
Records. tiburones utilizando el locus
ITS2 de ADN.
Clarke et Indentification of Shark Species Composition and| PCR multiplex
al. 2006 | Proportion in the Hong Kong Shark Fin Market

Based on Molecular Genetics and Trade
Records.

Sebastian et al.
2008.

Characterization of the pelagic shark-fin trade in
north-central Chile by genetic identification and
traders surveys

Para la identificacion se realiz6
por medio de PCR muiltiple la
técnica de (Shiviji et al., 2002),
con los dos cebadores
universales tiburones y 10
especie-especificos

Bronwynet et. al,
2009

Identification of shark and ray fins using DNA
barcoding

Extracciones de ADN del
protocolo descritos en Walsh et
al., (1991) también Hajibabaei et
al (2005). Etapa 2: Se extrajo
ADN utilizando un protocolo
automatizado de fibra de vidrio
(lvanova et al., 2006).

Danillo et
al 2009

Identificacion genética de los tiburones
Rhizoprionodon porosus y R. lalandii por
PCRRFLP y nucledtidos de la secuencia

ADN gendmico fue extraido
(Aljanabi y Martinez, 1997)

Mendonc, et al
(2010)

Identificacion
Carcharhiniform
multiplex

genética de
tiburones

Lamniform vy
mediante PCR

El ADN gendmico fue extraido
usando el método de extraccion
salina descrito por Aljanabi y
Martinez (1997). Reacciones de
amplificacion de la subunidad
del gen citocromo oxidasa |
(Cal)

Barbuto, et al
2010

DNA barcoding reveals fraudulent substitutions in
shark seafood products:

The Italian case of “palombo” (Mustelus spp.)

La preparacion de tejido
muscular utilizando el método
del tiocianato de guanidinio 'y
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tierra de diatomeas (Gerloff et al.,
1995).

Sebastian, 2010

A multidisciplinary approach to identify pelagic
shark fins by molecular, morphometric and digital
correlation data

PCR multiplex

Demian et
al 2011

El comercio de aletas de seguimiento:
identificacion genética comun en el Atlantico
occidental festoneado tiburén martillo Sphyrna
lewini

Especie-specific PR multiplex a
62 aletas de tiburon,
amplificando por el pcr vy
protocolos de secuencia mtCR
Duncan et al (2006), 547 bp

Doukakis, et al. 2013

Aplicacion de técnicas genéticas para el estudio
de las pesquerias de tiburén remoto en
Madagascar noreste

Extraccion de ADN,
amplificacion por PCR y la
secuencia de DNA COI cédigos
de barras Los cebadores
especificos para cada especie
fueron disefados para
amplificar especificamente las
porciones de la region ITS2.

Hidalgo Protocolo de identificacion molecular de especies

Manosalvas, C. de tiburén analizando muestras de Galapagos y

E. (2013) Puerto Lopez

SUSTITUCION DE PRODUCTOS PESQUEROS POR TIBURON y/o PROBLEMAS DE SOBRE PESCA
PARA CONSUMO

Bostock, T, y| La pescay utilizacion del tiburén en el Ecuador.

Herdson, D.

(1985).

BANDA, R.G. H Determinacién de mercurio total en higado y

(2000) musculo de tiburones provenientes de las

pesquerias de Sonora y Sinaloa, México.

Alvarez Capote, J. S.
(2007).

Sustitucién de harina de pescado por harina de
soya e inclusién de aditivos en el alimento a fin
de mejorar la engorda del camardén blanco
Litopenaeus schmitti.

Masid, M., y Mateo, J.
A. (2008).

De la sustitucién a la exportacion. El sector
pesquero argentino entre 1930 y 1965.

Betancourt, S.

H., Flores, F. S.,
Segura, L. C. vy
Sélem, C. I. (2011).

Los tiburones en la costa norte de Yucatan:
¢Jpoblaciones amenazadas por la sobrepesca?

Mendoza-Diaz,
F., Serrano, A.,
Cuervo-Lopez,

Concentracion de Hg, Pb, Cd, Cry As en higado
de Carcharhinus limbatus (Carcharhiniformes:
Carcharhinidae) capturado en Veracruz,

L., Lépez- México. Revista de Biologia tropical, 61(2),
Jiménez, A, 821828.
Galindo, J. A.,y
Basafiez-
Mufioz, A.
(2013).
Rodriguez, J. E. Level of mercury in tuna (Thunnini) and shark
(2017). (Selachimorpha) in Costa Rica. UNED Research
Journal, 9(1).
AUTOR TESIS GRADO
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Maz, A., y Lopez, C.
(2006).

Biomagnificacion y bioacumulacion de mercurio
en cuatro especies de tiburén de la peninsula de
Baja California Sur, México.

Licenciatura en Biologia marina

Escriba, C., Soto, M.,

y
Garcia, J. (2007

Cuantificacion de mercurio (Hg), por la técnica de
espectrometria de absorcion atémica con celda
de vapor frio (FIAS), en muestras de carne de
tiburén provenientes de las costas del Atlantico y
Pacifico de la Republica de Guatemala

Maestria

Hurtado, R. Determinacion de mercurio total en higado y | Maestria en Biociencias, México
(2010). musculo de tiburones provenientes de las
pesquerias de Sonora y Sinaloa, México.
Escobar Bioacumulacién y Biomagnificacion de mercurio | Doctorado en Ciencias Marinas
Sanchez, 0. y selenio en peces pelagicos mayores de la
(2011). Costa Occidental de Baja California Sur, México
Ana Cristina Identificacion y Cuantificacién de Doctorado
Sanchez Diaz Especies del Género Merluccius
2012 Mediante la Utilizacién de

PCR a Tiempo Real

Alexis Alejandro
Jiménez Pérez

Genética forense aplicada a la identificacion de
tiburones en

Licenciatura en Bi6logo Marino

2015 productos marinos mal etiquetados en mercados
locales de la Peninsula de Baja California
Calderon, M., y ¢Comemos tiburén? identificacion molecular de | Maestria
José, M. carne de tibur6bn de venta en mercados y
(2014). (Bachelo r's | pescaderias del Distrito Metropolitano de Quito
thesis, Quito, 2014).
S. Caballero, d. | Application of multiplex PCR approaches for | Maestria
Carden” osa, g. Soler | shark molecular identification: feasibility and
and j. Hyde applications for fisheries management and
conservation in the Eastern Tropical Pacific
Autor Articulo y/o libro mercurio Otros

Nufez Nogeira

G., Bautista Ordonez,
J.,

Rosiles Martinez, R.
(1998)

Concentracion y distribucion de mercurio en
tejido del cazén (Rhizopriondon terraenovae) del
Golfo de México

Se tomaron 5 g de tejido,
posteriormente se realizd la
digestion humeda (&cido nitrico
y percldrico). La determinacion
de mercurio se realizd con la
técnica de hidruros acoplado a
un espectrofotébmetro de
absorcion atomica

Nufiez Nogeira, G.,
Bautista
Ordofiez, J., y Rosiles

Concentracion y distribucion de mercurio en
tejidos del cazén (Rhizoprionodon terraenovae)
del Golfo de México.

Martinez, R.

(1998)

Ramirez Evaluacion del riesgo a la salud por exposicién a
Romero, P. G. S. O.| mercurio debido al consumo de peces marinos
M. E. en comunidades de pescadores., DF:

Ramirez. Islas. J. E.
Padilla. Torres. J. G.
Trejo. e. I.

Arellano.

Lépez., (2012).

UAMI/SEMARNAT
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Arellano, L. I., (2012).

Analisis de Riesgos a la Salud por consumo de
peces.

Licenciatura

Sylvie Boucher de| Informe resumido sobre contenido de mercurioen| Para la determinacion de

Grosbois tejidos de peces de México mercurio se utiliz6 el AMA-254

(2013) (analizador de  mercurio),
equipado con un
automuestreador para muestras
sOlidas ASS-254 (Altec,
Republica Checa).

H.  Okyere, R.B.| Human exposure to mercury, lead and cadmium

Voegborlo , S.E.
Agorku. 2015

through consumption of canned mackerel, tuna,
pilchard and sardine

Francisco
Buitrago
2011

La exposicion al mercurio que conlleva la ingesta
de pescado contaminado no se asocia a una
mayor incidencia de enfermedad cardiovascular
en adultos americanos

Nota: Los limites permisibles para consumo de carne de tiburdn se observan en la tabla 11 de capitulo 9 de

presente estudio. En México no se tiene limites para este tipo de alimento.
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INFORMACION ADICIONAL

Purificacion y secuenciacion

Las muestras de algunos tiburones (mako T-3, sedoso T-1 y tigre T-5) y de
algunas muestras de productos pesqueros (carne para ceviche CE17, carne para
guesadillas P/Q3, filete econdmico FE5, carne para caldo P/C6,), se llevaron a
laboratorio Divisional de Biologia Molecular de la Division de Ciencias BiolGgicas y de
la Salud de la Universidad Autbnoma Metropolitana-lztapalapa, donde se realizé la

purificacion del gel de agarosa y la secuenciacion.

La reaccion de la PCR para secuenciacion esta basada en el meétodo
desarrollado por Sanger y colaboradores (1977). Se utilizd un termocilclador donde se
aplicaron ciclos de desnaturalizacion, anillamiento del cebador y extension. A lo largo
de los ciclos se fueron introduciendo aleatoriamente los ddNTP marcados
fluorescentemente. Estos carecen de un grupo OH en la posicion 3" de la ribosa y
detienen la elongacion del ADN. De esta forma se produjeron amplicones de todos los
tamafos posibles, desde el cebador mas un nucleétido ddNTP hasta la molécula que
abarca la longitud completa del amplicdn. La deteccion del ddNTP marcado de cada

uno de los fragmentos permitié obtener la secuencia completa del fragmento de ADN.

La reaccion de secuenciacion (tabla 3) se llevo a cabo mediante el Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer), de acuerdo con el
protocolo sugerido por el fabricante, basado en el método de Sanger. El producto se
purific6 en columnas Centri Sep con sephadex para eliminar el colorante que no se
incorporo en la reaccion. Las muestras se secuenciaron automaticamente en el equipo
ABI PRISM 3130XL (Applied Biosystems Hitachi). Se utilizé el par de oligonucleétidos
(FISH5.8SF y FISH28SR) a una concentracién de 10 uM. Se afiadié una concentracion
final de 10 ng de ADN.
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Tabla 11. Programa de ciclos de la PCR para secuenciacion

Etapa Temperatura Tiempo Numero de Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 1 min 1
Desnaturalizacion 94°C 10 min

Hibridacion 50°C 5 min 27
Extension 60°C 4 min

Conservacion 4°C 00 1

Secuenciacion

Se seleccionaron algunas de las muestras positivas en los ensayos de la PCR y
se mandaron a secuenciar. Los resultados se analizaron con el programa software
BLASTNn (Altschul et al., 1997) para determinar el porcentaje de identidad
correspondiente a diferentes especies de tiburones, mediante el puntaje (score) y el

valor esperado (valor E) que presentaron, como se muestra en la tabla 7.

Tabla 1. Porcentaje de identidad genética entre las muestras de este estudio y especie
de tiburones conocidas

MUESTRA DESCRIPCION NOMBRE valor E IDENTIDAD
COMUN
FE5 Filete Isurus oxyrinchus (174) Tiburén mako 2e-34 81%
econdmico (141)
P/Q3 Carne para Carcharhinus brevipinna Tiburén aleta le-178 83%
guesadillas (567) (683) negra
T-1(632) Isurus oxyrinchus (732) Tiburén mako 0.0 86%

Algunos de los parametros a evaluar en la secuenciacién son el porcentaje de

identidad y el valor esperado (valor E). Este es un parametro que describe el

numero de coincidencias que uno espera observar por casualidad al buscar en una
base de datos de un tamafo en particular, teniendo en cuenta que las alineaciones
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cortas tienen mayor probabilidad de coincidir de forma aleatoria con fragmentos de las
cadenas de ADN que se estan analizando. Los valores mas bajos (cercanos a cero)

seran estadisticamente mas significativos entre una secuencia y otra.

El valor E depende del tamafio de la base de datos. Para bases de datos muy
pequenfas, valor E altos son mas significativos que para bases de datos muy grandes.
Para la base de datos del NCBI, que no es redundante (NR) por lo general valor E de
0.01 o menos son considerados como significativos, pero esto puede depender de la

secuencia que se esté analizando.

El valor E éptimo dado por el programa blast depende de la base de datos

empleada y de la longitud de la secuencia (Lagnel, 2009).

En la secuenciacion se utilizaron los oligonucleétidos universales para
condrictios con tamafio de amplicon de 860 a 1470 pb diseflados para la familia
Carcharinidae, Sphyrnidae y la especie Galeocerdo cuvier.

El filete econdmico es el mas consumido por los integrantes de la muestra
analizada. Se obtuvo 557 bp de ADN diana para la secuenciacion, la cual un score de
147 bits de 162 y revel6 un porcentaje de identidad de 81% (141/174) con el tiburdn
mako (Isurus oxyrinchus) y un valor E de 2e-34, lo que implica un resultado significativo.
El consumo de este animal implica riesgo a la salud, puesto que es un organismo de

gran tamafio, lo que aumenta la cantidad de metilmercurio acumulado.

Ademas, en la base de datos de la biblioteca publica del National Center for
Biotechnology Information (NCBI; por sus siglas en inglés), la misma muestra coincide
con otras especies de tiburdn, por lo que se puede comprobar la efectividad de los

oligonucleétidos universales para condrictios.

En el caso de la muestra de carne de pescad para hacer quesadillas P/Q3, se

secuencio un fragmento de 812 pb, la cual coincidié6 con el tiburén aleta negra
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(Carcharhinus brevipinna) con un porcentaje de identificacion del (567/683) 83%. Sin

embargo, el valor E fue de 1e-178

El porcentaje de identidad de la muestra T-1 fue (632/737) 86% con la especie Isurus
oxyrinchus y un valor E de 0.0. Se obtuvo 923 pb del fragmento a secuenciar, con un

score de 796 bits de 882, por lo que el resultado es significativo.

Las muestras de filete econdbmico y T-1, esta especie tiene algun tipo de
proteccién a nivel internacional de acuerdo con Red List of Threatened Species (2017)
de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCIN; por sus siglas
en inglés). El tiburon mako (Isurus oxyrinchus) se encuentran en la categoria de
vulnerable, que quiere decir que la poblacion de esta especie se encuentra en

decadencia y la otra especie pertenecen a la categoria LC (preocupacion menor).
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