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INTRODUCCTION



Algunos compuestos quimicos, llamados "agentes ana
bdlicos" ayudan a la formacidn de misculo en el organis
mo y es, en el drea de la medicina humana donde su uso
es restringido debido al factor de alto riesgo que pre-~
sentan.

No es asi en la produccidn animal, donde el uso de
éstos agentes anabdlicos es comin ya que aqui represen-
tan un beneficio econdmico muy importante.

Sin embargo, el empleo de estos agentes anabdlicos,
alin aplicados en animales se ha cuestionado mucho debido
a posibles residuos en la carnme znimal para consume huma
no.

El desarrollo de nuevos agentes anabdlicos con heng
ficio a la humanidad y sus riesgos téxicos, hace que --
surga la necesidad de gue exista la permanente revisidnm
del efecto de éstos. El adecuado conocimiento de su -~
aplicacién y su evaluacidn, serdn factores determinantes
en la investigacidn que se realice.

pPara ello es necesario que las tecnologias analiti-
cas se encuentren a la vanguardia mejorando los tiempos
de andlisis, sensibilidad, exactitud y confiabilidad, --
logrando con ella que sean el apoyo para evitar posibles
errores de los consumidores y productores en cuanto a la
utilizacidén de compuestos para uso humano y también que
se detecte con eficiencia y seguridad si se ha abusado -~
de ellos.



GENERALIDADES



Se sabe que ciertos compuestos hormonales actian -
como eficientés agentes anabdlicos, estimulando gldandu-
las especificés de secrecidn interna. Todo este meca--
nismo manipuia los procesos metabdlicos del ganado pro-
ductor ‘de carne (rumiantes}, con el fin de incrementar
la eficiencia alimenticia y consecucentemente su peso.
Los agentes anabdlicos activan la disposicidn de protef
na en el misculo debido a un incremento en la citcula--
cidén sanguinea periférica, en los niveles crecientes de
hormonas de crecimiento, insulina y hormona tiroidea.

Para potencializar la accidn de tales agentes ana-
bélicos se suman a ello factores ambientales, alimenti-
cios y fisioldgicos. En un principio, hacia las décadas
de los afos 50-60's los agentes anabdlicos se empezaron
a suministrar en forma oral aunque para la década de --
los afios 70's se popularizd el uso de éstos en forma de
implantes constituidos basicamente por un vehiculo com-
primido a base de algun agente compactante (bentonita,
silicén, etc.), pigmentante y el agente anabdlico que -
con ayuda del dispositivo implantador, se coloca subcu-
tdneamente detrds de la oreja del animal.

Probablemente el mds conocido de estos agentes ana
bdlicos sea el DIETILESTILBESTROL (DES), un estrdgeno -
sintético que fué retirado del mercado a partir de los
afios 70's por comprobarse su potente carcinogenicidad.
Hoy en dia, se siguen presentando numerosas pruebas ex-
perimentales en las cuales el DES causa lesiones en el
cuerpc celular, mutagenicidad y enlaces irreversibles -

con el DNA y las proteinas.



Sin embargo, existe un gran nimeroc de agéntés‘anabé
licos que han surgido posteriormente al DES, ‘tal es el -
caso de RALGRO (Resorcilic Acid Lactons Grows) :nombre co
mercial con el que se conoce al Zeranol. ' Segun sus fabri
cantes, International Minerals and Chémical Ccrporétioh,-
el producto debe implantarse aproximadamente cada 90 dias
al animal en dosis de 36 mg cada vez, con lo cudl el ani
mal recibe de 144 a 180 mg de Zeranol durante todo el pe

riodo de engorda.

De esta manera al utilizarse la carne de bovino pa-
ra alimentacidn humana, proveniente de animales tratados
con este compuesto,existe la posibilidad de encontrar ex
cedentes del agente anabdlico que provoquen efectos no-
civos en el ser humano como el caso de Telarque, enferme
dad caracterizada por el desarrollo prematuro de los dr-
ganos sexuales en nifos,reportado en Puerto Rico en 1986.2

Debido a lo anterior el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos de América realizd un intenso pro-
grama especial con duracidn de 8 meses durante los cua--
les se analizaron 693 muestras de carne roja destinada a
alimentacién humana, para detectar la presencia de trazas
de Zeranol y de Dietilestilbestrol, resultando negativa la
presencia de estos dos compuestos.

Otro de los agentes anabdlicos conocidos es SINOVEX,
el cudl es el producto de la combinacidn de dos hormonas
y que comercialmente tiene dos presentaciones:SINOVEX M
que contiene 20 mg de benzoato de estradicl y 200 mg de -
progesterona sugerida para utilizarse en bovinos machos -
y SINOVEX H que contiene 20 mg de benzoato de estradiol -
y 200 mg de testosterona sugerida para utilizarse en bovi



nos hembras. Ambas presentaciones deben ser administra-
das antes de los 60 dias previos al sacrificio de acuer
do a la Food and Drug Administration (FDA}. Al igual --
que otros compuestos empleados como estimulantes del --
crecimiento, existe la preocupacidén de los posibles e--
fectos secundarios causados por el empleo de este pro--
ducto.

Lesmeister y Elling3 estudiaron los efectos anatd-
micos y reproductivos en hembras Holstein a las que les
habian administrado estrdgenos y progesterona, encontran
do que el drea pélvica en em® fué mayor en las hembras
que recibieron SYNOVEX H a los 15 meses de edad y 28 dias
antas del parto. Las medidas transversal, vertical y al-
tura de la pelvis fud mayor en animales implantados com-
parativamente a los controles (animales sin implante).

Otro producto empleado como estimulante de crecimien
to es REVALOR, nombre comercial registrado por el Grupo -
Roussel, el cudl asegura una ganancia total por animal de
136 kg. Este producto contiene 20 mg de estradiol y 140 -
mg de acetato de trenbolona.

COMPUDOSE es el nombre comercial del 17B-estradiol -
el cual reporta una ganancia total por animal de 126.5 Kg
en una sola dosis & implante. Es ademds, el que presenta
mayor similitud enddgena con el organismo, de los compues-—
tos aqui mencionados.

La alimentacidn moderna de ganado productor de cay
ne va desarrolldndose paralelamente con la industria ac
tual. En nuestros dias es comdin que en la produccidn de
carne se utilicen de manera rutinaria un gran ntmero de
compuestos quimicos, que aunque no son nutrimentos, for-



man parte de las raciones proporcionadas al ganado. De

ahi que los resultados de los estudios realizados de di
versas partes del mundo sobre una posible actividad de
tipo cancerigeno en el ser humano que se ha alimentado

con carne de animales implantados haya provocado que la
Comunidad Econdmica Europea (CEE) decidiera a partir de
enero de 1989 restringir la importacidn de carne trata-
da con agentes anabdlicos proveniente de los Estados --
Unidos de América. Por lo que respecta a Latinoamérica,
los paises de mayor produccidn ganadera, tales como, -
Argentina, Uruguay y Brasil, desde hace menos de cinco

afios exportan a Europa carne proveniente de animales no
implantados.

Por lo anteriormente expuesto, se observa que es -
necesario un gran avance tecnoldgico que sélo logran --
los paises altamente desarrollados, los cuales llevan a
cabo técnicas analiticas para la deteccidn oportuna y -
veraz de residuos anabdlicos, tales como la del Radio-in
munc-andlisis, que requiere del uso de radioisdtopos ¥y
permisos para su manejo, técnicas como la de Unidn Enzi-
mdtica Inmunocadsorbente (ELISA)}, o bien, del uso de -~
equipos acoplados que ademds de ser costosos emplean téc
nicas laboriosas. Qué serd entonces de aquellos paises
donde la posibilidad de contar con equipos y técnicas --
analiticas como las ya citadas se dificulta grandemente?

Como consecuencia, en el presente trabajo se propo-
ne un método de andlisis por Cromatografia de Gases para
la determinacién de un agente anabdlico denominado comer
cialmente ZERANOL con un limite de deteccidn de 1 ppb.
El método aqui desarrollado resulta accesible a un labo-
ratorio comin de investigacidn que cuente con equipo de
uso rutinario. Asimismo, se presenta una breve revisidén
de los agentes anabdlicos de uso mds frecuente en este -

campo.



Finalmente, se tratard de definir el posible aspec
to toxicolégico de estos agentes anabdlicos, realizando
una revisidén de la farmacologia que circunda su funcio-
namiento y la relacidn tan importante que tienen en la-
cadena alimenticia, ademds de comentar los avances ana-
liticos presentando los métodos modernos gue se emplean
para su cuantificacidn.



AGENTES -ANABOLICOS



3.1 Definicién

En la literatura no se encontrd una definicidén es-
pecifica para este tipo de compuestos, sin embargo, los
estudios realizados a la fecha inducen a expresar la --
siguiente definicién: Los AGENTES ANABOLICOS que sean
considerados como tales, serdn compuestos que por sus -
funciones metabdlicas favorezcan la velocidad del creci
miento celular, activando centros reguladores enddcri--
nos en la fase del anabolismo.4

3.2 Clasificacién

Al realizar la bisqueda bibliogrdfica de una clasi
ficacidn de los agentes anabdlicos, no se encontrd in--
formacién alguna en la literatura que fué solicitada a
los Bancos de informacidn de referencias, sin embargo -
se mencionara la divisidn que utiliza Ingerowski6 , co-
locando a los agentes anabdlicos de la siguiente manera:

~Estradiol

ENDOGENOS -Progesterona
-Testosterona

-Estrégenos sintéticos:hexestrol,di-
etilestilbestrol, I-propionato,dineg
trol.

EXOGENOS -Andrégenos sintéticos:trenbolona

~-Micoestrdgenos:zeranol, zearalenona,
zearalanona,talarenol, zecnona,zanona.

OTROS NO Metandicneona,metilandrostenediol,metil
CLASIFICADOS* tostesterona,mandrolona,normetandrolo-
na,oximetalona.

*proc.Workshof{1981) 45-56 {(Eng). Anabol.Ag.beef Veal prod.



3.3 Estructuras y Caracteristicas Quimicas

ZERANOL
(LACTONAS DEL ACIDO RESORCILICO)

El Zerancol es un agente anabdlico natural, no esteroide,

semisintético, cuya composicidn quimica corresponde a --

una lactona del dcido resorcilico que se encuentra en el

ambiente como un Phyto-estrdgeno natural. Segin cl Index

Merck se tienen las siquientes acepciones para este com-

puesto: Zeranol; 3,4,5,6,7,8,9,10,11,12-Decahidro-7,14,16
trihidroxi-3-metil-1H-2-benzoxaciclotetradecin~l~ona; --

dcido-6-{6,10~dihidroxiundecil)-B-resorcilico de M-lacto
na; Zearalanol; P-1496; Ralgro; Zerano.(fig.1}

oH Ot ,CHy

(¢) R,
7 Zearatanune -0
Zearalane H
Ho Zearalano) OH
Ry
FIGURA 1

El Zeranol se prepara industrialmente a partir de la zea
ralenona que es a Su vez producida en forma natural en -
cultivos sumergidos en medio glucosado, por un hongo pro
pio del maiz, Gibberella zeae (Fusarium graminearum, Fu-
sarium roseum) segin Hidy (1977).7 L zearalenona es mo-
dificada en un proceso quimico por reduccién de la fun--
cidén 7-cetona a una mezcla de alfa y beta hidroxiles, y

por hidrogenacién de la funcidn olefina en el Ciy ¥ €y

se logra obtener una mezcla de Zeranol y Taleranol. De -

IR|



esta manera, el 7-alfa diasterdmero, el zeranol, ‘se se-
para por recristalizacidn con el 98% de pureza para. --
constituir el producto de uso comercial. )

Zearalenone
(Precursoar del 2erandl)

Hidrogenacitn
{Raney Nickel)

Talaranol

Zeranol

FIGURA 2

Los estudios de-las propiedades anabdlicas de los deri-

vados de la zearalenona, se realizaron por la necesidad

de reemplazar al DES como promotor de crecimiento. Con-

secuentemente fué obtenido el producto comercial Zeranol
(s-zearalanol) el cudl como ya se ha mencionado es un -

derivado semi-sintético de la zearalenona que tiene la

configuracidén S en la posicidn 10'.8

Existen mds de 100 derivados de la zearalenona que pue-

den ser sintetizados y clasificados de acuerdo a varios

12



1
9010 yuchos de estos compuestos

efectos farmacoldgicos.
andlogos se han probado en ratas y ratones con ensayos

uterotrdpicos y se ha expresado su actividad relativa a
la zearalenona y el DES (tabla l).g'11

De estos estudios pueden emerger dos facetas: la primera
es que la actividad estrogénica de la zearalenona se pue
de incrementar considerablemente por alteraciones de
estructura y la segunda, es que la configuracidn isomérji
ca de la zearalenona y sus derivados juega un papel muy

importante ya que esteo determina la actividad uterotrdpi

ca de la molécula.

Actividad Worsadpica an
oxires relativa_a

SActividd
Grposto mm&m nrs Zearslenvne
DES (standard) i 1 2000
Zeazalenune {S) 0.0005 t
R-Zearalanone 0.0003 0.6}
§-Zearalanone 0.0008 —0.0010 2
Zearalanol (Ralgro) 00004 —0.0012 as
Zearalano} 0.0013 27
Zearalane 0.0011 0.00016—0 0005 0.22—10
T formylzcaratane 0.003 0028 S0
Isomer A 0.00tS 0009 111
Isomer B 0.006 wod? 9N
7.Carbozyzearalane 0030 0050 100
teamer C 0.150 0.09 m
somer D 00175 0.009 1w
2.4-Dideosyzearalanons <0.0001 <0.2
2-Deoxyzcanalanone 0.00063 126
<0 0001 <0.2

4-Deosyscaralanone

$-Hydronyzearalanone <0000 <06

S-Nitrozearalanone 0.0007 [X}

2,4-Discciosyzearalanol 00019 p1 s

&-Acetylzzanlane 00040 2

2.4-Dimetboayzeasalenone <0.0001 <02

-Meiboryyearalenone <0000 <02
TABLA 1



DIETILESTILBESTROL
{ESTILBENOS)

En la década de los afios 40's se iniciaron una serie de
estudios tendientes a obtener productos que sustituye--
ran a los estrdgenos de origen natural. Se obtuvieron -
una gran cantidad de compuestos, encontrdndose que los
estilbenos sustituidos presentaban efecto estrogénico.1
Mds tarde en los afios S50's se empezaron a realizar las
primeras investigaciones sobre la actividad estrogénica
de los derivados del estilbeno. Sin embargo, la utilidad
prdctica de dstos es muy limitada ya que presentan efec
tos secundarios serios tales como efectos feminizantes,
ginecomastia, impotencia, etc.

Esta serie de resultados motivd que se efectuara una ip
vestigacidn sistemdtica que permitiera preparar nuevos -
estilbenos, obtenidos a partir de la condensacidén de un
aldehido con fenil acetonitrilo, en donde ambos pueden -
estar sustituidos, entre ellos los alfa-ciano-estilbenos
asimétricos. Pruebas farmacoldgicas preliminares demog
traron que estos compuestos exhiben actividad estrogéni-

ca. 't

+ base

C=N
CH=0 CHZ—CIN

FIGURA 3

En la década de los afios 70's se estudiaron compuestos
del tipo de los estilbenos de tal forma que se sustitu-
yé el nitrilo por el grupo nitro, encontrdndose que --
estos compuestos también presentaban actividad estrogé-
nica. Los alfa-nitro-estilbenos se prepararon por con-



densacién de un aldehido aromdtico con un nitro-bencilo,
perc al mismo tiempo se encontrd que la molécula gue con
tiene el agrupamiento nitro-vinilo presentaba actividad
citotéxica.'®

Doré estudié este tipo de moléculas, encontrando que los
alfa-nitro-estilbenos y los beta-nitro-estilbenos presen
tan mayor actividad estrogénica si se encuentran susti--
tuidos por grupos desactivantes, tanto en la doble liga-
dura como en los grupos arilo.

CH=0

H,-NO
+ ———
R, Ry
FIGURA 4

De este tipo de compuestos, el mids importante es el Die-
tilestilbestrol (DES) gque segin el Index Merck tiene las
siguientes acepciones: Dietilestilﬁestrol; 4,4'-(1,2-ete
nedinil)-bisfenol; -Dietilestilbenediol; Stilbestrol; -
Stilboestrol; 3,4-bis(p-hidroxifenil)-3-hexano; 4{4'-di~
hidroxi- , ~dietiestilbens; Domestrol; Estrobeno; Estro-
cyn; Fonatol; Hi-bestrol. )

FIGURA S
Dietilestilbestrol (DES)*

*Registro CAS (56-53-1)



El metabolismo oxidativo del dietilestilbestrol se ha -
estudiado en vivo en muchas especies y también en el --
hombre.

Un resumen de la ruta metabdlica es descrito en la si--
guiente figura, donde sdélo los isdmeros trans son mos--
trados y los compuestos en corchetes denotan los inter-

mediarios reactivos.

ofer oo
I oo - o

[Feto] - [Ote] ~ et

0€8+ 447 tamigunpar 068 40" aunan

[%]/ @ _[]

FIGURA 6
RUTA METABOLICA DEL DES



Se han sintetizado muchos derivados del Dietilestilbes-
trol, algunos de los cuales se mencionan a continuacion
(tabla 2}. Sin embargo, en este trabajo sélo se hara -

referencia al DES.

PALMITATO
DIFOSFATO
DIPROPIONATO
DIMETIL ETER
DISULFATO
MONOBENZIL ETER
MONOMETIL ETER

TABLA 2

TRENBOLONA
(ESTEROIDE SINTETICO)

Esta es una hormona sexual esteroidal sintética con el
esqueleto comin del ciclopentanoperhidrofenantreno como

estructura base que fué preparado por ‘lelluz.17

a oH

of

FIGURA 7 :
Trenbolona: 17p—hidroxiestra—4,9,I1—ttien—3-ona*

*Registro CAS (10161-338)



FIGURA 8
ACETATO: 17 -acetoxi-3-oxoestra-4,9,1l1-trien-3-ona

El empleo del acetato de trenbolona como promotor de -~

crecimiento en ganado de engorda en Estados Unidos de -

o5 - B - S
AT
o f "
o5 - o5 5

I
%

FIGURA 9
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américa y en algunos paises de Europa es permitido.

El estudio de la biotransformacion de este compuesto

se muestra en la figura 9, en donde como se puede obser
var cerca del 80% del acetato de trenbolona se identifi

ca como metabolito secundario en la ruta oxidativa.



EFECTOS MUTAGENICOS Y CANCERIGENOS



En atencidn a que los agentes anabdlicos han apare-
cido como factores de riesgo causantes de cdncer, se tra
tard este aspecto en esta secciodn con especial detalle,-
asi como la clasificacion en la presentacidn del zeranol
y compuestos de accidén similar, mostrando y analizando -
los datos, provenientes de multiples pruebas realizadas
por diversas fuentes mediante estudios experimentales.

Resulta pues conveniente, analizar en términos gene
rales, cudles son los aspectos que vinculan a la estimu-
lacién tumorogénica dentro de los mecanismos de accidn -
de las drogas en el organismo. En este sentido se deben
distinguir los conceptos de 'actividad genotdxica pri-
maria 6 cancerigena' y la 'actividad secundaria ¢ no ge-
notdxica'.

4.1 Accidn primaria genotdxica o cancerigena

Son genotdxicos los compuestos que reaccionan direc
tamente con el DNA del nicleo celular, produciendc cam-
bios en el genoma de los que derivan cambios & mutacio--
nes celulares, que originan progresivamente el proceso -
cancerigeno. En este sentido, los compuestos quimicos -
de este tipo representan un grave riesgo, pues tedrica--
mente una sola molécula de un compuesto genotdxico, po--
dria reaccionar con una célula y desencadenar el proceso
de cambio histoldgico, sin la existencia del wds minimo
umbral toxicoldgico. Productos quimicos de este tipo --
son algunos hidrocarburos antracénicos, algunos pestici-
das organoclorados, el humo tabacal, etc.

21



4.2 'Accién secundaria no genotdxica

Por el contrario, existen numerosas cantidades de -
moléculas como los anabdlicos y las hormonas, que actian
sobre el DNA celular y que ejercen accidn de crecimiento
por fijacidn a los receptores hormonales de las cdlulas
vinculdndose principalmente con el metabolismo protéico.

Estas acciones llamadas epigénicas, favorecen la --
multiplicacidn celular y pueden estar dentro de los um--
brales de dosificacién que llegan a considerarse toxico-
légicos, constituyéndose en promotores co-cancerigenos -
por via del incremento de crecimiento celular. Esto sig
nifica que al aumentar la velocidad de crecimiento del -
nimero de células, también se incrementa la vulnerabili-
dad a otros factores verdaderamente genotdéxicos que se -
encuentran en el organismo y desencadenan el proceso tu-
moral.

Tal es el caso de los virus de accidn tumorogénica,
de elementos inmunodepresivos que frenan las defensas na
turales contra las células anormales o de las sustancias
téxicas que especificamente tienen la propiedad de desa-
rrollar las patologias celulares cancerigenas en el orga
nismo.

De esta manera, el compuesto no genotdxico, puede -
actuar asociado y también como factor predisponente de -
grado de mayor o menor actividad promotora. Diversas --
hormonas y compuestos anabdlicos a determinadas dosis, -
pueden cumplir esta funcidn, entre los que se encuentran
los estradioles que actdan normalmente dentro de los me-
canismos fisico-enddécrinos de los animales y el hombre.

22



Algunos agentes anabdlicos por si mismos, no tienen
propiedades genotdxicas ni tampoco como promotores secun
darios de crecimiento celular. Sin embargo, para este -
dltimo caso, deben considerarse muy detalladamente las -
vinculaciones con las funciones estrdgeno-similares, ya
que estos efectos dependen de altas dosis y ragularmente
no aparecen dentro de los niveles usuales de la aplica--
cién del producto.

Para evaluar la posible actividad mutagénica y can-
cerigena en la esfera de los agentes anabdlicos, resulta
de fundamental importancia determinar el umbral celulo-
téxico y la dosificacidn de dichos compuestos para medir
la real trascendencia del posible efecto protumoral.

En la farmacologia, tales evaluaciones se definen -
mediante una serie de técnicas que determinan cualitati-
va y cuantitativamente las posibilidades que tiene un --
compuesto para producir efectos mutagénicos y cancerige-

nos.
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PRUEBAS DE EVALUACION



Las diversas pruebas de evaluacidn que se reportan
en la literatura sobre las posibles mutaciones, recono-
cidas por los centros de control e investigacidn farma-
coldgicas mds importantes se describen aqui brevemente.
Se resumird el fundamento de las mismas para dar a con-
tinuacidén los datos que se han informado de algunos --
agentes anabélicos.

5.1 Prueba de Ames

Es una técnica desarrollada por B.N.Ames18 que se
basa en la medicidn de la actividad generada por un com
puesto quimico para producir mutaciones de gérmenes es-
pecialmente del género Salmonella.

Utilizando este método para el taleranol,zearaleng
na y zeranol se demostré que los valores obtenidos para
dstos frente a los controles, resultaron negativos indi
cando la induccidn de la mutagenicidad tanto en las --
pruebas activadas como sin activar, en donde la dosis de
los compuestos usados fué en general de 1 a 10,000 g -
por placa usando las cepas de S.typhimurium TA 98 - TA
100 - TA 1535 - TA 1537 y TA 1538, |°r20,21,22

5.2 Prueba de Mutacidn de células de linfoma de ratdn

El test de las células de linfoma de ratdn estd ba
sado en demostrar la induccidn por compuestos quimicos

a la formacidén de mutaciones detectables por la activi-
dad de la enzima tiamida quinasa TK (Thyamide Kinasa) en

las células L5178 y en las de linfoma de ratdn.
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La TK es la enzima celular que le permite a las cé
lulas utilizar tiamida del medio de cultivo en donde ~--
participa por medio de una sintesis del DNA.

De los resultados obtenidos en este andlisis deta-
llado se comprobd siempre la actividad mutagénica nega-
tiva de los compuestos de la familia de las lactonas --
del dcido resorcilico. Sin embargo, en el trabajo de -
Cifone23 aparece el taleranol con caracteristicas de in
ducir la mutagenicidad cerca del punto critico. Shelby
Yy Stasiewiczz4 en 1984 reportaron que con esta prueba -
se obtuvieron resultados ambiguos en compuestos no can-
cerigenos lo que hace dudar sobre la efectividad de la
misma.

5.3 Prueba citogendtica en células de médula dsea de -
ratén

Esta prueba se basa en la evaluacidn de distorsio-
nes cromosomales en células de médula dsea de ratén in-
ducidas por dosis de los compuestos quimicos que se van
a investigar.

Cimino y Wettzs aplicaron esta prueba para estudiar
la induccidn mutagénica derivada de la accidn del zera-
nol, zearalenona y taleranol en ratones que fueron ex--
puestos a una dosis diaria, durante 5 dias, de hasta 5
miligramos por kilogramo de peso de ratdn.

Las tomas de muestra de células de médula dsea se
realizaron a diferentes tiempos entre 6 y 48 horas, com
pardandose las alteraciones cromosomales con base en los
tejidos que se inocularon con trietilamina (TEM) como -
un inductor positivo por via intraperitoneal; los testi
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gos negativos se inocularon con carboximetilcelulosa --
(CMC). En ninguno de los casos de esta prueba se pre--
sentaron resultados positivos de induccidn mutagénica.-
con los compuestos antes mencionados.

5.4 Prueba de Cultivos primarios de hepatocitos de rata

El método consiste en determinar granulaciones nu--
cleares producidas en cultivos primarios de células de -
higado de rata inducidas por los compuestos a estudiar y
medidas por técnicas autoradiogrificas. El control del -
estudio se realizd observando las modificaciones an el -
DNA celular.

Para el zeranol y sus metabolitos, se utilizaron --
concentraciones entre 1.3 x 10'2 a 1.3 x 1073 mg/ml. Con
base en los controles negativos y los testigos positivos
tratados con amino-fluoreno, se considerarian positivos
los casos con granulaciones excedentes a 5 en cualquier
concentracién. En este estudio no se encontraron en nin
guno de los casos, granulaciones superiores a 5 que per-
mitiesen sospechar sobre posibles propiedades mutagéni--
cas segtin Williams,G.

5.5 Prueba de Mutacién del Bacteridfago T7

Estos estudios se basan en la cinética de la inhibi
cidén de la réplica del bacteriéfago T7 de Escherichia --
coli B., tal inhibicidn refleja la actividad mutagénica
de sustancias agregadas a cultivos. Se establece un --
orden de magnitud basado en una medida preestablecida --
llamada "dimedosis equivalente" (DED}.

27
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del zearalenona, taleranol y zeranol, el valor DED estu
vo siempre fuera de los niveles de magnitud mutagénica.
En cambio, el 17B-estradiol sdlo en altas concentracio-
nes llegd a dar valores DED en el rango asociado con la
actividad positiva mutagénica.

5.6 Prueba de combinacidn covalente con el DNA

Segiin esta prucba el sistema de control de uniones
covalentes de un producto que se logra enlazar al DNA -
es detectado por medio de un contador de centelleo até-
mico. De esta manera, se mide la diferencia entre el -~
total de un producto suministrado y el combinado con el
DNA de las células hepdticas de ratas que horas antes -
fueron inoculadas intraperitonealmente, con los produc-
tos a investigar.

El DNA hepatocelular se extrae de las células y se
desproteiniza, luego se purifica por centrifugacidn, re
pitiendo estas dos operaciones varias veces. A continua
cién se le dan tratamientos con RNAasa, se separan por
cromatografia en columna y ultracentrifugacidn para fi-
nalmente calcular el Indice de Unidn Covalente {IUC), =~
lo cudl se realiza midiendo la radicactividad original
del agente anabdlico marcado e inoculado y la radioacti
vidad resultante después de su unidn al DNA del higado.

Como sistema comparativo de control se establece -
la relacidn con un agente cancerigeno de reconocido po-
der, como el N-hidroxiacetilaminofluoreno, cuyo indice
de unidén covalente es de 252.

En el siguiente cuadro, Barraud28 muestra los in-
dices de unién covalente en ratas de alqgunos agentes

anabdlicos. .
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Valores de:I1.U.C.

t7B-estradiol 11.4
Trenbolona 5.6
Testosterona 4.5
2erancl 1.6

En este ensayo se puede observar que dentro del --
grupo, el zerancl es el compuesto que presenta el menor
indice de unidn covalente al DNA de las células hepdti-

cas en ratas.

De los estudios realizados por la FDA, para inves-
tigar las posibilidades de generar condiciones pre-can-
cerigenas en el animal, segln presentacidn de Farber29
y de las pruebas realizadas por Becci30 y seglin sus re-
sultados, no se observé en ninguna de las pruebas, la -
induccién de formacidén de tumores ni de neoplasias de -
cualquier tipo, situwacidén similar a los mecanismos pro-
pios de los compuestos hormonales, como los estrdgenos,
en la familia de las lactonas del dcido resorcilico.

30 realizd ensayos en ratas FDRL wistar, las

Becci
cuales fueron expuestas a zearalenona, administrdndose -
éste en itero y por via oral durante 104 semanas en do-
sificaciones de 0.1 a 3 mg/kg/dia. En este estudio no -
se observaron efectos tumorogénicos y como tnica obser-
vacidn particular a dicho experimento, puede mencionar-
se que los animales tratados con dosis altas (3 mg/kg/
dia) mostraron aumentos en el peso de sus Srganos como
consecuencia del efecto estrogénico a esas concentra---
ciones, pero sin alteraciones histoldgicas que indigquen
acciones pre-cancerigenas de algin tipo.

Los problemas relacionados con la determinacién de
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un nivel adecuado de exposicidn a esteroides sexuales -
sintéticos, son mds complicados que los relacionados --
con la determinacidn del nivel de exposicidn a esteroi-
des sexuales enddgenos naturales, esto se debe en parte
a que en los agentes de tipo exdgeno, como el zeranol,

no existe una sintesis enddgena del compuesto que pueda
ser cuantificada y considerada en relacidn directa con

la exposicidn producida por el producto. Por consiguien
te, las pruebas toxicoldgicas se hacen mds complejas, -
largas y dificiles de interpretar como se observa en --
las pruebas realizadas en zeranol para comprobar el po-
sible efecto cancerigeno o tumorogénico, donde éste no

se define claramente. Sin embargo, para la trenbolona -
se reportan casos de mutaciones en el linfoma celular -
de ratdn en un experimentc realizado con células del -~
tipo L 5178y.°’

Metzler32 realizd un estudioc a estilbenos y parti-
cularmente dietilestilbestrol para determinar si la for
macién de estos metabolitos forman parte de los mecanis
mos cancerigenos. El estudio lo realiza en el metabolisg
mo oxidativo, especialmente sobre el mediador metabdlico
de la activacidn de la peroxidasa luego de interacciones
de intermediarios reactivos con las proteinas y los dci-
dos nucleicos.

Muchos son los estudios que se han realizado sobre
los estrdgenos sintéticos, entre los cuales destacan --
los de Liehr J.G. y Fang N.E.33 con su investigacidn so
bre la carcinogenicidad de derivedos de estradiol, induciendo
carcinoma renal en Hamster Syriam machos; los trabajos -
de Korach K. y McLachlan J.34 en donde hacen una revi--
sién histdérica y muestran evidencias experimentales del
importante papel que desempeia el estrégeno receptor en
la toxicidad del dietilestilbestrol; y los estudios de

Von Borstel R.C. y Mehta R.D.35 en los cuales se hace -
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una intensa investigacidn del DES en las dreas de toxi-
cidad, pruebas de mutagenicidad, translocaciones genéti
cas, metabolismo y carcinogénesis.

Sin embargo, de los compuestos mds importantes que
encontramos, el zeranol y la trenbolona, los estudios -
experimentales no logran definir el debate que se suci-
ta sobre la posible toxicidad de estos compuestos. Para
ellc Sfcheutwinkel M.V. y Hude w.Js realizaron una inves
tigacién sooie la toxicidad de €stos compuestos en la-
que resulta positiva una prueba para detectar la posi--
ble potencialidad del zeranol como compuesto genotdxico

Por todo lo anterior, la Food and Drug Administra-
tion de los Estados Unidos de América ha impuesto para
este tipo de compuestos una serie de Normas de Seguri--
dad que se basan fundamentalmente en un esquema de prug
bas que garantizan su inocuidad con un alto grado de -~
confianza. De esta manera, se busca satisfacer las in-
cdgnitas que tanto los técnicos como los consumidores -
se hacen en relacién a la seguridad sobre la utiliza---
cidén de un producto, dado que las consecuencias deriva-
das de su uso pueden afectar la salud ptblica con efec~
tos probablemente irreversibles de no fdacil e inmediata
deteccidn.
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NORMAS DE SEGURIDAD



Para detectar la posible potencialidad cancerigena
o genotéxica de un agente anabdlico, la Food and Drug -
Administration de los Estados Unidos de América ha apro
bado la siguiente lista de controles para que sean rea-
lizados en todos aquellos productos que se quieran des-
tinar para incrementar el metabolismo animal.

A)Estudios sobre mutagénesis
-Prueba de sintesis no programada de DNA en mamiferos

~Pruebas mutagénicas:
Ames Lo
Controles en células de mamiferos

B)Estudios sobre animales X

-Reproduccidn sobre dos 6 mds generaciones de ratas -
con estudios teratogénicos.

-Estudios teratogénicos en una segunda especie.

-Estudios de alimentacidn de 90 dias de duracidn, en
ratas, con observaciones de actividad reproductiva y
sexual.

~-Estudios de 90 dias de alimentacién en perros.

-Estudios de 180 dias en monos macaos u otros primates
con observaciones de las respuestas hormonales en el
aspecto sexual y reproductivo.

-Estudios de oncogenicidad en dos especies de roedores,
sélo si cualquiera de los ensayos sobre toxicidad ge-
nética resultara positivo, o bien, existiese cualquier
indicio pre-neopldsico. Si no existen indicaciones --
carcinogénicas é si los tumores aparecen solamente en
el tejido enddcrino, debe calcularse la ingesta diaria
aceptable (IDA), valiéndose de la muestra mds sensible.
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METODOS DE ANALISIS PARA AGENTES ANABOLICOS



A continuacién se muestra un resumen de cada una
de las técnicas de andlisis para la determinacidn de ni
veles residuales en tejido animal de 7-alfa-zearalanol,
conocido comercialmente como zeranol. S§in embargo, fud
la cromatografia de fase gaseosa la primera técnica ofi
cial segin método aprobado por la Food and Drug Adminis

tration de los Estados Unidos de América en 1969.37

La sensibilidad de esta técnica llega a 20 ppb, lo
que significa un nivel de deteccidn por debajo de los -
requisitos definidos como Nivel sin Efecto Hormonal (NEH).
Sin perjuicio de ello, el método, si bien, es sensible -
no deja de ser trabajoso y complejo. Lo anterior ha im-
pulsado a desarrollar otro enfoque en el terreno analiti
co utilizando técnicas nuevas, mejordndolas y realizando
acoplamiento entre ellas.

7.1 Cromatografia en capa fina (TLC)

El método de cromatografia en capa fina para la de-
teccidn de agentes anabdlicos en tejido u orina contami-
nados, ha sido perfeccionado mediante un procedimiento -
que describe Verbeke R.38

Con este método se alcanzan niveles de deteccidn --
tan bajos como 0.5 a 10 ppb, permitiendo la recuperacidn
del 60 al 80% del agente anabdlico, entre los que se en-
cuentran el zeranol, trenbolona, 17B-estradiol, melenges
trol, dinestrol, benzestrol y etinil estradiol.

El andlisis se realiza por medio de una corrida bi-

dimensional en donde la presencia de residuos de agentes
anabdlicos son revelados utilizando dcido sulfirico por
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induccidén de fluorescencia. El limite de deteccién de
algunos de estos agentes anabdlicos es del orden de 1 a
18 ng.

El método de cromatografia en capa delgada se ha -
perfeccionado mediante el acoplamiento del zeranol a un
colorante azoico y por corrida unidimensional con doble
revelado y cambios en los sistemas de disolventes. La -
determinacidn colorimétrica del zeranol y el colorante
azoico llega a detectar niveles de orden de ! ppb segin
Worber 8.39 En este procedimiento, Worber utiliza el -
acoplamiento de la sal de diazonio (Fast Dark Blue R.)
con estradiol en presencia de estriol y estrona. La -
prueba se realizd para residuos hormonales en carne des
tinada a alimentacién humana.

Con los mismos objetivos que se presentan en este
trabajo, Oehrle K.L. Y Hoffman 5.%0 realizaron un méto
do en el campo de la cromatografia en capa fina para la
determinacién de trenbolona y acetato de trenbolona con
una reaccidén colorida mediante fluorescencia. La reac--
cién descrjita es altamente sensitiva y especifica con ~
la descriminacidn ademds de otros agentes anabdlicos. =
La medicidén en el fluordmetro se realiza con una longi-
tud de onda de 365 nm y tiene su emisidn mdxima a 498 -
nm.

7.2 Espectroscopia de ultravioleta/visible

La técnica analitica de espectroscopia de ultravip
leta/visible (UV/V) logra el ensayo semicuantitativo de
la mayoria de los agentes anabdlicos aqui mencionados.
Pero debido a que la deteccidén de residuos anabdlicos -
requiere de limites de deteccién del orden de partes -
por billdn (una parte en 109) esta técnica no es 1til -
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para la cuantificacidén, sin embargo, es util para --
la ‘identificacién.

La trenboclona puede ser identificada por espectros
copia de ultravioleta/visible a una longitud de onda md
xima de 239 6 335 nandmetros con un coeficiente de extin-
sién molar de 5260 y 28,000 respectivamente.

La identificacidn de zeranol, taleranol y zearale-
nona extraidos con metanol de muestras urinarias de ani
males se logré facilmente. Los espectros mencionados -
se muestran a continuacién {figqura 10} comparados contra
los estdndares de referencia bajo idénticas condiciones
cromatogrdficas segin estudios realizados por Heyong.d‘

7.3 Cromatografia liquida de alta presidn

Frischkorn C.G.B."‘2

matografia liquida de alta presidén (HPLC)* para el zera

desarrolld un método por cro-
nol y la zearalenona, mds tarde, estd técnica sufrié mo
dificaciones y hoy en dia existen dos variantes al méto

do desarrollado obteniendo una sensibilidad de 10 y 5 -
ppb.

* High-Performance Liquid Chromatography
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Maysinger D.C.43 trabajé con derivados poli-ioda
dos activando el anillo aromdtico del dietilestilbestrol
y del estradiol obteniendo ésto por sustitucidn electro
filica del iodo. Aungue en este trabajo, los derivados -
iodados sélo fueron purificados por cromatografia liqui
da de alta presidn y caracterizados posteriormente con -
acoplamiento de UV/espectroscopia de masas, Maysinger --
resume los resultados obtenidos de trabajos anteriores -
que conformaron la sintesis de los derivados iodados des
de su separacidn, purificacién e identificacidn de éstos
gracias a la técnica analitica de HPLC.

De la misma manera Frischkorn C.G.B y Frischkorn H?4
a raiz de los sucesos de la Olimpiada de Montreal en 1976
en donde, como es sabido se detectd por primera vez el --
uso de drogas anabdlicas en atletas, utilizaron la técni-
ca de antidopping trabajando con cromatografia liquida de
alta presidén para detectar drogas anabélicas en muestras
de orina, tanto en atletas como en animales de alta pro--
duccién de carne para consumo humano, por ejemplo bovinos.
En este trabajo también reportan la determinacidén simultgd
nea de metarAdicnona,conocida comercialmente como Dinabol,
y sus posibles metabolitos: metiltestosterona, isometil--
testosterona y ‘7-metildihidrotestosterona en presencia -
de esteroides naturales de las vias urinarias.

7.4 Radio-inmuno-~andlisis

Dado el éxito que este método ha tenido, ya que lo~-
gra un alto grado de sensibilidad y perfecciona la especi
ficidad en la deteccidn del zeranol y compuestos relacio-
nados y considerando la naturaleza de este trabajo, resul
ta conveniente ampliar algunos conceptos generales carac-
teristicos del radio-inmuno-andlisis al aplicarse al zera

nol.
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El radio-inmuno-andlisis depende de la habilidad -
del anticuerpo marcado isotdpicamente para unirse al an
tigeno. Con el fin de cuantificar el antigeno radioac-
tivo marcado se busca medir su unidn con el anticuerpo
frente a otros antigenos con los que opera competitiva-
mente. El anticuerpo es formado por inoculacién al ani
mal con suero de albumina conjugado al zeranol. La al-
bumina se une al zeranol en su posicidén 14-hidroxi.Cuan,
do el antigeno no radioactivo estd presente, menos antyi
geno radioactivo queda adherido al anticuerpo. Asi se -
establece una relacidén cuantitativa entre la concentra-
cidn del antigeno no marcado ligado al anticuerpo vy la
proporcién de los antigenos marcados isotépicamente uni
dos al anticuerpo.

Las uniones anticuerpo-complejo marcadas son precji
pitadas por otro segundo anticuerpo, midiéndose esta --
precipitacidn con el contador de centelleo radioactive
luego de remover el sobrenadante. Los resultados del es
tudio son extrapolados, se comparan contra la concentra
cidén de los controles y se dibuja con puntos la tenden-
cia lineal. Los puntos miden la concentracidén del pro-
ducto del antigeno en la abeisa por el valor que en la
ordenada presentan los controles en su nivel radioacti-
vo residual compzrable.

Cabe mencionar que actualmente se estdn desarro---
llando métodos analiticos ain mejores que el radio-inmu
no-andlisis para la deteccidn de residuos de zeranol en
tejido ya que una desventaja importante gue presenta cg
te método es su requerimiento en el uso de radioisdto--
pos provocando con ésto que el método sea laborioso y -
costoso. Los nuevos métodos que reemplazardn al RIA in
cluyen métodos cromatograficos mejorados.
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La técnica del radio-inmuno-andlisis se describid
por primera vez con una preparacién de antigeno por aco
ple del zeranol hemisuccionado a la albimina de suero -
de bovino segin estudios realizados por Dixon S.N.qs El
anticuerpo policlonal en este caso, reacciona no unica-
mente con el zeranol en un 100%, sino también con la --
zearalenona y con el zearalanol en un 19% para cada uno.
Sin embargo, con estas reacciones cruzadas se puede per
judicar el método cuando exista la posibilidad de que ~
los alimentos consumidos por los animales en estudio es
tén contaminados por el hongo Fusarium sp.., lo que inva
lidaria los resultados debido a la aparicién de compues
tos de su metabolismo vinculados a la zearalenona, ta--
les como los micoestrdgenos y esto resulta de vital im-
portancia ya que la sensibilidad del método para estos
compuestos resulta del orden de 0.1 ppb

La especificidad del radio-inmuno-andlisis ha sido
perfeccionada por la produccidn de antigenos por acople
del l6-carboxipropil éter del zeranol con el suero de -
albumina humana y con anticuerpos de tipo monoclonal.

7.5 Unidn enzimdtica inmunoadsorbente

La empresa Neogen Corporation de los Estados Unidos
de América ha desarrollado un procedimiento para la rd-
pida deteccidn de micotoxinas y micoestrdgenos.entre.--
ellos la zearalenona.

El método se denomina Enzime Linked Inmuno Sorbent -
Assay (ELISA) siendo ésta una alternativa sencilla y e-

condmica que utiliza técnicas quimicas.

En Estados Unidos de América se encuentra en proce
so la autorizacidn de la prueba como procedimiento ofi-~
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cial por la American Official Analytical Chemist (AQAC).

El método utiliza anticuerpos especificos marcados con -
enzimas que son fijados a un soporte sdlido en cuyo fon-
do estdn adsorbidos‘los anticuerpos.

El micoestrdégeno conjugado a un enzima, utilizado -
en la prueba como antigeno conocido, denominado conjuga-
do enzimitico entra ahora en competencia por fijaciones
a los soportes. El micoestrdgenoc y el conjugado enzimi-
tico no fijados, son lavados por separado pipetedndose -
un sustrato enzimdtico en los huecos del soporte sdlido.
Para hacer visible la reaccidén se afade un reactivo colo
reado, de esta manera se forma un espectro cromdtico que
puede ser fdcilmente detectado y evaluado mediante obser
vacién fotométrica en concentraciones del orden de 20 ppb.

7

s

Anigencs Canjugado
dalemunrtre ansunlues

FIGURA 11
Esquema del principio de ELISA

7.6 Cromatografia de gases

El acoplamiento de técnicas para el andlisis de re-
siduos de compuestos anabdlicos en tejido ha sido muy -
notable , tal es el caso de los investigadores Stan Ili.J.
y Abraham B.46 que reportan el acoplamiento de las téc-
nicas de cromatografia de gases y espectroscopia de ma--
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sas. El trabajo consistidé en la determinacién de 7 --

.drcgas estrogénicas usadas en preparaciones anabdlicas
para produccidn animal con limites de deteccidn de 1
a 5 ppb.

La cromatografia de gases para la determinacidn -
de residuos de compuestos anabdlicos sintdéticos, tales
como los estilbenos entre los que sec encuentran el die
tilestilbestrol, dinestrol y hexestrol fud tratada por
Laitem L.P.G. y Bello 1.%7 con la formacisn de deriva
dos con pentafluorobenzoil cloruro, obteniendo ésteres
perfluorados muy estables y adecuados para el andlisis
por cromatografia usando un detector de captura de --
electrones. Con este procedimiento es posible la de--
teccidn de subpartes por billdn utilizando sélo 5 g de
muestra.

Es asi como se han presentado diferentes métodos -
para la deteccidn, caracterizacidén y/o cuantificacidn -
de algunos agentes anabdlicos, sin embargo, la técnica
de cromatografia de gases presenta ventajas sobre las -
anteriores, tales como la facilidad de operacidn, costo
y disponibilidad, entre otras, mismas que motivaron la
utilizacidn de esta técnica en el presente trabajo.

43"



GENERALIDADES

El método de cromatografia de gases es una técnica itil
y versatil. En sus inicios fué aplicada al andlisis de
gases y vapores muy voldtiles. El trabajo de Martin y
Synge48 y luego de James y Martin49 en cromatografia -
de gas-liquido abre una puerta para la utilizacidn de -
una técnica analitica que ha revolucionado los andlisis
y las separaciones quimicas.

Hoy en dia, la cromatografia de gases es una herramienta
quimica que puede ser usada para la separacidn directa -
y para el andlisis de muestras gaseosas, liquidas y séli
dos voldtiles. Asi mismo, la cromatografia de gases es-
tudia estructuras de compuestos quimicos, determina meca
nismos y cinéticas de reacciones quimicas, realiza medi-
ciones de isotermas, de energias libres, de coeficientes
de actividad y constantes de difusidn.

Otra aplicacidn significativa de esta técnica es en el -
drea de la preparacidén de sustancias puras como estdnda-
res para otras investigaciones. A escala industrial es -
utilizada para monitoreo de procesos.

La cromatografia de gases puede ser aplicada para la so-
lucidén de problemas en muchos campos, de los cuales se -
enumeran sélo algunos:

a) Drogas y compuestos farmacéuticos

La técnica es usada en el control de calidad de los pro-
ductos de referencia, también sc aplica para el andlisis
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de nuevos productos y para el monitoreo de metabolitos
en sistemas bioldgicos.

b) Estudios del Ambiente

Las muestras de aire pueden ser muy complejas y la cro-
matografia de gases es adaptada facilmente para la sepa
racidén y andlisis de los compuestos que componen a estas
muestras, De esta manera, se ha podido relacionar, di--
recta o indirectamente, la contaminacidn del aire con -
muchos problemas de2 salud que presentan las grandes me-
tropolis, tales como asma, cdncer de pulmdn, eficemas y
bronquitis entre otros.so

c) Quimica Clinica

La cromatografia de gases se adapta a muchos tipos de -
muestras como la sangre, orina y otros fluidos bioldgi-
cos, compuestos como las proteinas, carbohidratos, ami-
nodcidos, dcidos grasos, esteroides, triglicéridos, vi-
taminas y barbitiricos.

d) Pesticidas

La cromatografia de gases con la ayuda de detectores --
especificos tales como el de captura de electrones, con
ductividad electrolitica y detectores fosforosos hacen
que la deteccidén y la medicidn sea relativamente simple.
A través de esta técnica se analizan casi en su totali-
dad los pesticidas agricolas empleados actualmente.

e) Alimentos

La determinacidén de antioxidantes y conservadores alimen
ticios es una parte activa en el campo de la cromatogra-
fia de gases. Los andlisis se realizan en frutas, jugos,
vinos, cervezas, quesos, especias, oleoresinas, bebidas,
productos en descomposicidn, contaminantes y adulterantes.
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La cromatografia de gases se define como una técnica de
separacidén de mezclas de sustancias voldtiles a la tem-
peratura empleada, que interaccionan con una fase liqui
da y son arrastradas 6 eluidas por una fase gaseosa, de
ahi que su separacidn dependerd del punto de ebullicidn
del compuesto & compuestos por analizar, de la fuerza y
tiempo de interaccidn de éstos con la fase liquida y de
la velocidad del gas de arrastre.

partes Basicas de un Cromatdgrafo

- Cilindro del gas acarreador
~ Puerto de inyeccidn

- Columna

- Detector

- Registrador

Ademds consta de un controlador de flujo de gas, un regu
lador de presidn y termostato para el inyector, columna
y detector.

Sistema Cromatogrdfico

Gas Acarreador Puerto de Columna

Inyeccién

Registrador }‘“‘”‘{ Detector

La medicidn cuantitativa en el método de cromatografia -

de gases depende del drea del pico registrado 6 la altu-
ra del pico y la relacién de éste con la cantidad & con-
centracidén de soluto en la muestra. La medicidn del --~
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drea se puede llevar a cabo mediante las’siguientes-téc /-

nicas:

-~ Planimetria

- Cdlculo del drea (b*h/2)-
- Triangulacién

~ Cortar y Pesar

- Integrador de disco

- Integrador electrdnico

La base del andlisis cuantitativo en la cromatografia -
de gases es la comparacidén de los tiempos de retencidn
de los compuestos conocidos con el valor obtenido de --
los compuestos desconocidos, tratados bajo las mismas -
condiciones de operacidn ya que cuando éstas ultimas --
son constantes, el tiempo de retencidn es caracteristi-
co de cada compuesto.

El tiempo de retencidén puede verse modificado por cam--
bios en:

- Temperatura de la columna.

- Naturaleza del gas acarreador y el flujo de éste.
-~ Entrada y salida de la presidn del gas.

~ Composicidn y naturaleza de la fase estacionaria.
- Longitud de la columna.

- Volimen de inyeccidn.

La identificacidn cromatogrdfica se realiza por distin-
tos métodos y entre ellos se encuentran:

- Datos de retencién

- Series Homdlogas 6 Kovats

- Método del canal doble

~ Pécnicas no cromatogrdficas como la formacidn de deri-
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vados, espectro de infrarrojo, espectro de masas’'y resg.
nancia magnética nuclear.’ | :

DETECTORES

Para que un detector pueda ser usado en cromatografia de
gases, debe tener una alta sensibilidad a la mayoria de.

las sustancias, alta estabilidad térmica, un buen inter-
valo lineal & proporcionalidad y dar una respuesta en un
lapso corto. Existen muy variados tipos de detectores,

pero los mds utilizados son:

a) Detector de conductividad térmica

Compara la conductividad térmica de una mezcla llevada -
por la corriente de gas acarreador, con la conductividad
térmica del gas acarreador. El hidrdgeno y el helio con-
ducen aficientemente el calor, por lo que son reco--
mendados para obtener una efectiva conductividad térmica.
La celda de conductividad térmica consiste en un filamen-
to calentado al rojo dentro de un blogue de metal y con -
una corriente eléctrica constante que pasa a través del -
filamento, el cudl estd conectado a un pucnic de Wheatstone.
Los filamentos estdn fabricados por metales que resisten
la corrosidén y que tienen un alto coeficiente de resisten
cia a la temperatura. Los mds usados son los filamentos
de platino, tungsteno, niquel y aleaciones de tungsteno.
A este detector se le denomina universal ya que presenta
respuesta a todos los compuestos, ya sean orgdnicos o --
inorgdnicos. El limite de deteccidn del detector es del
orden de 100 ppm.

b) Detector de ionizacidn de flama
Se fundamenta en que la conductividad eléctrica de un gas

es directamente proporcional a la concentracién de parti-
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culas cargadas que contenga la corriente del gas. El -
gas que fluye de la columna, generalmente nitrdgeno, a
través del orificio del electrodo, pasa por una fuente
de ionizacidén que ioniza alguna de las moléculas presen
tes en la corriente del gas. La presencia de particulas
cargadas en el electrodo causa que la corriente eléctri-
ca se incremente, provocando desbalanceo en la resisten-
cia por lo que al pasar la sefial eléctrica al registrador
forma el llamado pico cromatogrdfico. El detector de ~-
ionizacién de flama responde virtualmente a todos los --
compuestcs orgdnicos, pero es “ciego" a compuestos inor-
gdnicos lo que lo hace un detector selectivo y de espe--
cial ayuda para andlisis de contaminantes del aire y del
agua, materiales geoldgicos, bebidas alcohdlicas, etc.
En la actualidad, el limite de deteccidn del detector es
del orden de nanogramos.

c) Detector de captura de electrones

Mide el descenso de la corriente eléctrica producida -~
cuando el gas acarreador, generalmente argdn-metano (1:20),
pasa a través del detector compuesto por tritio o niquel
63, el gas ioniza y se forman electrones lentos. Estos --
electrones lentos emigran al dnodo por una corriente elég
trica que es amplificada por un electrdmetro. Si la mues~
tra contiene moléculas dvidas por electrones la corriente
es reproducida. Esta pérdida de corriente es una medida -
de la afinidad electrdnica del compuesto. El detector de
captura de electrones es extremadamente sensible a cier--
tos compuestos tales como los haloalquilos, carbonilos -~
conjugados, nitritos, nitratos y organometales. Su sensi=-
bilidad a los haldgenos lo hace muy valioso para el andli
sis de pesticidas ya que su limite de deteccidn es de has

ta picogramos.
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Descctor de captura de elecsrones. (Cortesla de Vatian Astociaies.)

- d) Detector de helio
Estd basado en el aumento del nivel energético por emi--
sidén de radiaciones beta a través de una hoja metdlica -
de tritio. El helio estable ioniza el compuesto a anali
zar y la cantidad de electrones emitidos producird un --
cambio de corriente que serd registrado.

FORMACION DE DERIVADOS

- Las razones para formar derivados en cromatografia de --
gases son: para incrementar la volatilidad de una sus--
tancia con punto de ebullicidén muy alto, para reducir la
adsorcién de solutos sobre el soporte y la superficie de
la columna y ademds para favorecer la separacién. Los -
agentes formadores de derivados especificos auxilian pa-
ra lograr una mejor separacidn de compuestos que quimica
mente son similares tales como los isdmeros dpticos.

Cuando se considera necesaria la formacidén de derivados
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en cromatografia de gases, es conveniente primero distin
guir entre dos causas que afectan la volatilidad de una
sustancia:

a) La volatilidad de un compuesto no podrd ser incremen-
tada cuando la cchesidén intermolecular, resultado de in-
teracciones de fuerzas de dispersidn, sea alta.

b} Cuando se tengan compuestos con tamafio moleuclar rela
tivamente pequefio y que tienen grupos funcionales que --
provoquen interacciones polares no podrd incrementarse -
la volatilidad.

Las sustancias con alto peso molecular y muchos grupos -
funcionales sobre la molécula no son recomendables para
identificarse por cromatografia de gases. Los grupos --
funcionales polares reducen la volatilidad de los compues
tos, lo cudl resulta en tiempos de retencidn excesivamen-
te largos. La volatilidad puede aumentar por disminucién
en la polaridad debido a bloqueos de los agentes formado-
res de derivados en los grupos polares y de esta manera -
pueden ser cromatografiados con tiempos de retencidén razo
nables.

Sin embargo, es frecuente que sea necesario analizar sus-
tancias con volatilidad relativamente alta y por conse---
cuencia hay pérdidas de los componentes que se estdn ana-
lizando.

El tratamiento con un agente formador de derivados puede
convertir al compuesto derivado en uno menos voldtil y -
que sea apropiadc para el andlisis por cromatografia de

gases.

Algunas sustancias no pueden ser analizadas por cromato-
grafia de gases debido a su inestabilidad térmica ya que
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se descomponen y se producen demasiados picos lo cudl -
resulta indeseable en cualquier cromatograma. Estas --
dificultades se pueden resolver si se usa un agente for
mador de derivados adecuado.

Usualmente compuestos de alta polaridad y baja volatili-
dad se adsorben sobre el soporte cromatogrdfico & sufren
descomposicidn, por estas razones la evaluacidn cuantita
tiva es muy dificil y puede tornarse imposible. Un ejem-
plo es el del colesterol cromatografiado sin derivar y -
derivado utilizando para ello trimetilsililimidazol (TMSI)
como agente formador del derivado. Como se puede observar
(figura 13) el cromatograma del colesterol libre es muy -
dificil de evaluar mientras que el cromatograma del coles
terol derivado presenta simetria en el pico y una aprecia
ble disminucidn en el tiempo de retencidn.

Colesterol i ;
derivado Colesterol sin derivar
A .
—
18 30 o 18 30 < [ 78
minutos minutos

FIGURA 13

Fl efecto de coleo y la adsorcidn en el soporte son comun
mente causados por grupos funcionales hidroxilo, carboxi-
lo y compuestos polifuncionales de alto peso molecular vy
ademds algunos grupos imino y amino que interactidan fuer-
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temente con el soporte. Es posible evitar estos efectos
por. conversidn a grupos de menor polaridad desde la pre-
paracién de la muestra, es decir, antes del andlisis cro
matogrdfico

La formacidn de derivados es de gran importancia y provee

de un método adecuado para la separacién de compuestos es

trechamente relacionados, donde frecuentemente se hace po

sible su resolucidn, que de otra manera no podria realizar
se, Entre los compuestos que pueden ser un claro ejemplo

de ésto, se encuentran los esteroles que difieren en la --
posicién del grupo hidroxi, ya que los isdmeros con grupos
hidroxilo en la posicidén alfa no pueden ser separados del

isémero beta sobre una columna no polar, pero cuando el --
grupo hidroxilo se convierte al compuesto derivado, estos

isémeros si pueden separarse en columnas no polares.

La separacidn sobre columnas no polares de la estrona, el
estradiol y el estriol, todos ellos estrdgenos, derivados
y sin derivar, pueden apreciarse en la siguiente figura.

La separacidén incompleta y la mala definicién de los com-

no derivados

1 estrona
2 estradiol
3 estriol

i
[ 15 30

minutos

FIGURA 14
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puestos sin derivar y el comparativo con los compuestos
derivados donde se observan los picos bien definidos, se

muestran con claridad.

En el estudio de muestras bioldgicas, debido al comporta

miento de sustancias orgdnicas, es necesaria la formacidn
de derivados para que se realize la cromatografia de ga--
ses. Finalmente, entre los compuestos por derivar mds co
munes se encuentran los ésteres, éteres, silil derivados,
acil derivados, hidrazonas y oximas y quelatos metdlicos.
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DESARROLLO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL



8.1 Introduccién

El uso de la cromatografia de gases y la columna ca-
pilar en la deteccién del 7-alfa-zearalanol, conocido co
mercialmente como zeranol, proporcionan un método adecua
do y sensitivo para la determinacidn de trazas de dicho
compuesto en tejido animal destinado para el consume hu-
mano.

A continuacidén se reporta un ensayo simple con un ~--
limite de deteccidn minimo de ! ppb, utilizando para ello
equipo comin a un laboratorio de investigacidn sin la --
necesidad de equipos costosos que impliquen la utiliza--
cién de anticuerpos o radioisdtopos.

La técnica requiere tan sélo de un dia de trabajo, -

permitiendo asi el andlisis de un nimero considerable -
de muestras en un periodo relativamente corto.

Este ensayo consiste en extraer con dter dietilico -
la enzima hidrolizada del tejido, seguida por la separa-
cién cuantitativa por cromatografia de gases del 7-alfa-
zearalanol derivado con el dter trimetilsililimidazol.

La confirmacién de la derivacidn del zeranol-TMS en
residuos de tejido se realiza usando cromatografia de ga
ses con detector de captura de electrones.51 El patrén
de fragmentacidn y el tiempo de retencidn obtenido para -
el 7-alfa-zearalanol-TMS estandar hace suponer que serd

el mismo para el compuesto en estudio.

El método resulta lineal bajo un rango de | ppb a --
10 ppb. Finalmente, el método resulta conveniente por el
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poco tiempo necesario para el anallsls del c»mp
por el empleo de equipo de uso comén a cual uier laborato :
rio de investigacidn. G o

£.2 Extraccidn y Purificacién

a) Aparatos

Estufa con intervalo de temperatura 0-100 °C
Viales para derivacidn de 2 ml de capacidad

Centrifuga:Explosion-Proof
Balanza granataria de 2000 g de capacidad
Balanza analitica de 0.! mg de sensibilidad

Homogeneizador de tejido:Tekmar Tissumizer o egquivalente.
Potencidmetro:Beckman Mod. 3200 .

Evaporador_de nitrdgeno con bafio de agua: Organcmation‘,é
N-Evap. o equivalente.

- Congelador .
Tubos para centrifuga:Corex No. 1265 de 150 ml. con tapa L

de rosca.
Bafdo ultrasdnico para equiro de_vidrio: NoChroMix

Pipetas Pasteur

Matraces de 250 y 1000 ml de capacidad con boca ancha --
24/40 vidrio Pyrex

Embudos_de separacidn: Squibb con llave de tefldén de 250 y
500 ml de capacidad, vidrio Pyrex

Extractor:Soxhlet de 1000 ml de capacidad, vidrio Pyrex

Bafio_de agua

b) Reactivos

Eter dietilico anhidro. Se analizd para detectar presencia
de perdxidos y contaminantes sequn procedimientos recomen-
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dados por ACS. EEA
Cloroformo Regis Chemical. Redestilado.y refrigerado al
resguardo de la luz. ’

NaQH solucidn ' N y 6 N. Grado analitico

HyPO, solucién 3 N. Grado analitico

Solucidn 0.05 M PBS, 6.9 g NalPO, + 8.5 g NaCl, disolver
en 800 ml de agua, ajustar pH a 7.2 con solucidn de «--
H PO4 y diluir a 1 lt.

3

[-3] Procedimiento

La muestra de tejido excento de agentes anabdlicos pro-
veniente del Livestock Feeding and Nutrition Research -~
Institute localizado en Terré Haute, Indiana,E.U.A. fué
tomada per el laboratorio de Andlisis de Residuos del -
mismo Instituto. La muestra de tejido pertenecia a reses
machos de 45 semanas de edad siendo dstos sacrificados

5 dias antes a la utilizacidn de la muestra, la cual fue
homogeinizads en agua ¥y mantenida en congelacidn para su
conservacion.

4) Calculos

La concentracidn de 7-alfa-zearalanol en la muestra de
tejido se calcula con la siguiente ecuacidn:

ppb de zeranol = ng_de zerancl en la muestra
en la muestra g de muestra x 0.9

Ecuaecidn 1

8.3 Detaccién por Cromatografia de Gases
al Aparatos

Cromatdgrafo de Gases:Varian Modelo 810 con detector de
captura de electrones o esquivalente, equipado con inyeg ~7°
tor SPLIT/SPLITNESS y FDI. N
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Jeringa Hamilteon Micro Syringe Modelo 70! de ‘10 ul de ca
pacidad. 2

Integrador PC-IBM-XT de Spectra- Physxcs 4270 o equ;valen
te utilizando el Software Labnet-XT versxon 2.0

b) Reactivos

Tetrahidrofurang grado derivacidn, Pierce Chemical Co., -
No. Cat. 27860

Deriva-Sil Regis Chemical, No. Cat. 270150. Estd compues-,
to por BSA (N,0-Bistrimethylsilylacetamida), BSTFA (N,O-
Bistrimethylsilyltrifluoacetamida), DMS (Dimethylsilyl),
TMCS {(Trimethylchlorosilano} y TMSI (Trimethylsilylimida-
zol).

Material de widrio. Todo el material de vidrio fué silani

zado con solucidn de dimetildiclorosilanc en toluenc antes
de su uso.

c) Gases para cromatégrafo

Gas_acarreador. Helic ultra puro
Hidrégeno. Ultra puro
Nitrdgeno. Ultra puro

d) Columna

Columna capilar 15 metros x 0.32 mm. ID FSOT recubierta ~
con DB-~5, espesor de capa 0.2% micrones. Inyecciones de ~
1-2 ul de una mezcla 50/50 de hexametildisilazano y trime
tilclorosilano que ayudard a remover sitios activos en la
columna.Se prepard un trimetilsilano derivado de 1000 ug
del estdndar primario como se describe en el procedimiento
general.Se inyectaron alicuotas de lul varias veces y en -~
cada ocasidén se fueron variando las condiciones de operacidn
hasta optimizarlas, de tal manera gue la columna responda-
con la mdxima eficiencia.Una vez que la columna mostrd res
puesta al nivel de 1000 ug, se procedid a inyectar cantida
des mds pequefias para conocer el limite de deteccidn.
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e} Detector

Captura de electrones

£) Condiciones de operacidn

Fluijos Promedio
Helio

Aire

Hidrdgeno

Condiciones del Horno
Temperatura inicial
Incremento de temperatura
Temperatura final

Temperatura de inyeccidn

3.7 mi/min
300 ml/min
30 ml/min

100 °C para l‘min
" 15:°Cipor min
300°°C. para.5 min -

Temperatura del dciector
Detector

-electrones

Tipo de_Inyeccidn
Relacidn
Tamafio de muestra

8.4 Preparacidn del Estdndar

Zearalanol estdndar primario, lote No. P-1496-3 Commer-
cial Solvents Co. La preparacidn del estdndar consistid
en elaborar una solucidn stock disolviendo 0.100 g del -
estdndar primario P-1496-3 en metanol, diluyendo en un
matraz aforado hasta 100 ml. De éste se tomé una alicuo-
ta de 5 ml, se llevé a un matraz aforado de 100 ml, se
diiuyé hasta la marca nuevamente con metanol y se agitd.
Se prepararon soluciones de 1 y 5 ug/ml diluyendo alicug
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tas de 2 y 10 ml de la sequnda dilucidn con 100 ml de me
tanol.

De éstas Gltimas se tomd una alicuota de 1 ml y se colo-
caron respectivamente en viales con el fin de evaporar -
el disolvente al vacio a 60 °C durante toda la noche y -
se guardaron para la preparaciodn del derivade ceon trime-
tilsilano. Los estdndares secos de 1 a 5 ug son estables
hasta por un mes.

8.5 Procedimiento general

-Pesar con precisidén 25 g de muestra de tejido finamente
picado y llevarlo a un tubo de 150 ml de la centrifuga.
-Afadir a la muestra la cantidad apropiada de 7-alfa-zea
ralanol {estdndar) o metanol, segin sea el caso, hasta
alcanzar igualdad de volumen en todos los casos.

~Adicionar 15 ml de la solucidén PBS.

-Homogeneizar la muestra con el homogeneizador de tejido.
-Tapar el tubo de la centrifuga y llevar éste al bafio de
aqua justo antes de la ebullicién, por un tiempo de 10

minutos.

-Quitar el tubo de la centrifuga del bafio y enfriar a ——
temperatura ambiente.

-Adicionar 5 ml de la solucidén PBS que contiene 25,000 u
de beta-glucuronidasa y re-homogeneizar.

-Incubar la muestra en bafio de agua a 37°C por 60 min.
-~Sacar de la incubacidén y enfriar con agua.

-Ajustar pH entre 7 y 8 con solucidén NaOH 6 N y enfriar
nuevamente.

-Adicionar CUIDADOSAMENTE 25 ml de éter dietilico.
-Centrifugar a 1200 rpm durante 5 minutos.

-Quitar la tapa y extraer la capa etérea con una pipeta
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Pasteur y llevar esta capa a-un'vasé de”précipitédo;;ae
50 ml. ﬁi, : ,&fi, kafﬁ ?:‘>11
-Repetir los pasos 11,12 y 13 con extracciones de éter -
de 11 a 13 veces. : . L :

-Evaporar en campana o bajo flujo de nitrégeno*hastaAse-g
quedad, aproximadamente 12 horas.

-Disolver el residuo en 20 ml de cloroformo y transferir
a un embudo de separacidn de 125 ml.

-Extraer el cloroformo dos veces con alicuotas de 10 ml -
de NaOH ! N llevdndolo a otro embudo de separacidn.

-Lavar el extracto cdustico con 10 ml de cloroformo.

-Ajustar el extracto cdustico con solucién de H PO, 3 N
a pH de 8.0

-Retornar la solucidn neutralizada al embudo de separa--
cién y extraer ésta tres veces con porciones de éter --
dietilico.

-Eliminar cualquier capa que se haya formado debajo de la
de éter.

-Pransferir el extracto etéreo a vasos de precipitados de
50 ml y posteriormente dejar secar toda la noche o bajo
flujo de nitrdgeno. '

-Transferir el residuo a un vial para derivaciones con --
dietil éter y secar nuevamente bajo flujo de nitrdgeno.

-Adicionar 100 ul de Deriva-Sil (3:2:3:BSTFA:TMCS:TMSI) -
y calentar a 60°C durante 20 minutos.

~Enfriar y adicionar 100 ul dec tetrahidrofurano seco.

-Inyectar 2.8 ul dentro de la columna de 15 m x 0.32 mm -
ID FSOT con DB-5 para un promedio de capa delgada de --
0.25 um siguiendo las condiciones para el andlisis por -
cromatografia de gases ya descritas.

-Calcular por sustraccién las diferencias de drcas en el
cromatograma, o bien, utilizar el Software Labnet-XT ver
sidén 2.0 instalado sobre una PC-IBM-XT de Spectra-Physics
haciendo la sustraccidn del cromatograma del blanco y la

muestra punto por punto.
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-Usar las diferencias de dreas en el cromatograma para -
determinar la cantidad de 7-alfa-zearalanol presente -
seglin la siguiente ecuacidn:

ng de zeranol Area del pico de
ng de zeranol = _en_el estandar X zeranol en la muestra

en la muestra

Area del pico de zeranol en =21 estandar

Ecuacidn 2
Los volimenes de la muestra y el estandar pueden ser --

iguales o diferentes si se usa un factor de correccién.

~Calcular la concentracién de 7-alfa-zearalanol en la  --
muestra de tejido.
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8.6 Cromatogramas

DESCRIPCION DE LOS CROMATOGRAMAS DEL PRIMER ENSAYO

Para obtener el cromatograma no. | se inyectaron 100 ng -~
de zeranol estdndar, preparado seglin procedimiento que se
encuentra en el punto 8.4. Se obtienen tiempos de reten--
cién, concentracién y drea bajo la curva.” -

Para obtener el cromatograma no. 2 se inyectd la muestra
. . *
# 1 de tejido que se utilizdé como blanco o referencia.

Para obtener el cromatograma no. 3 se inyectd la muestra
*
4 3 de tejido adicionade con 50 ng de zeranol estdndar.

Para obtener el cromatograma no. 4 se realizdé la sustrac

cidén sobre la linea base del cromatograma no. 3 respecto
L3

al cromatograma no. 2 bajo las mismas condiciones, eva

LA 2]
luando la recuperacidén obtenida mediante este método.

Para obtener el cromatograma no. 5 se realizd la inyec--
cién de la muestra no. 4.de tejido adicionado con 50 ng
de zeranol estdndar.

Para obtener el cromatograma no. 6 se realizé la sustrac
cién sobre la linea base del cromatograma no. 5 respecto
al cromatograma no. 2 bajo las mismas condiciones," eva
luando la recuperacidén obtenida mediante este método,*+*t

Para obtener el cromatograma no. 7 se inyectd la muestra
*
# 3 de tejido que se utilizd como blanco.

*
Los valores aparecen en el mismo cromatograma.
Apoyo del software de IBM en equipo Varian
La evaluvacidn se encuentra en el punto 8.7
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ZERANOL ESTANDAR 100 NG

INYECTADO EL 09/1&/88 11t
DISK FILE 1 1VAR2925.RAW

@ECHU}H\.BF PICO =6

ATENUATION = 2.0

23:01

20.96
29.06

o M,«N\A-% .
s i W*"W@vawu»**“V“~“«Fﬁ&»ﬁ&ww4h~4»{*‘***r\h

ECRT T T 31,00
FILE 1 METHOD  © RUN 15 INDEX 15 CH= PS= 1
PICO# AREA % t AREA o
1 t.305 28,99 26 61
2 98,695 29.06 1967 61
TOTALS 100. 1993

CROMATOGRAMA NO. 1
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INYECTADO BL 09/16/88

MUESTRA # !
BLANCO' DE TEJ1DO

12:27:20

Disk FILE: lVRR"?"7 RAW
ANCLU co =6

DE 2.
ATENUACION . = 2.0

L3 L L3
"' L L]
o 8 o 8
] o0 n
i
T T
28,20 .

FILE 1 METHOD © RUN 18 INDEX 18 CH= PS=1

PiCO # AREA % t AREA

1 1.43: 410 02

2 7.15 17047 02

> G.943 2239 02

4 17.651 42074 02

5 1.54 2485 02

é 16,472 39265 02

7 4.084 9736 02

e 5,439 13442 02

9 0.812 1935 &1

10 0.885 2110 02

11 1.267 2021 02

12 1,327 3163 02

13 1.085 2588 02

14 2,048 4929 02

15 8.094 19300 02

CROMATOGRAMA NO. 2
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IUYECTADO EL

DISK FILE @

QECHUR/). %l; £I1CO

ATENUACION

MUESTRA ¢ 3
TEJIDO CON 50 NG DE ZERANOL ESTANDAR

09/16/88  13:27:02
1VARZI 2B, RAW

=6
= 2,0

n o o0 8 (3]
-1 @ «en > en
o aQ a8 o -1
N nm n nm
N
-
28.00 T TN
FILE 1 RUN 23 INDEX. 23 CH= pPS=1
1co ¥ [ AREA
f1c 27.24 895 01
2 27.51 12972 62
3 27.54 343 02
3 27.59 2106 02
S 27,72 1588 02
5 27.87 51027 o2
7 .05 5534 02
a 28.32 53768 02
3 [ab 3483 02
10 28l6 10091 02
i1 Z8.81 15 02
12 28.99 464 b1
i3 39.05 563 02
13 29.12 361 00
13 2 1269 GO

CROMATQGRAMA NO. 3
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DE /I.n
ATENUACION
ANCHURA DE PICO = &

SUSTRACCION SOBRE LA LINEA BASE
DEL CROMATOGRAMA NO. 3 RESPECTO
AL CROMATOGRAMA NO. 2

»
- ~
s &
. o
aQ
w -
TR ®
o 4
o
N, 0
T
% om
e M
n 8
M
28.00 FD!
FILE, .1 METHOD . © FUN 235 . INDEX 25 Ch=  pSs1
pPICO # NAREA * Lt ARE
A : .
]
Ed
&
§
10
11
12
i3
14

CROMATOGRAMA NO,. 4
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MUESTRA # 4
TEJIDO CON 50 NG DE ZERANOL ESTANDAR

INYECTADO_EL 09/16/B8 15:21:58
DISH FILE 1 1VARZIZTO,RAW
ANCHURA DE PICO = 6

D .Y

ATENUACION = 2.0

o fui o - o
8 [ o a ¢ . n "
> 2 © 1o .o -4
A A o fu b z »
[ i
@ a
w L'
W
26.e0 T N 31,9,
FILE 1 METHOD ¢ RUN 30 INDEX 30 CHa PS=t
PICO # AREA % t AREA
1 2,186 7.2 4213 ¢2
2 4,216 27.42 8126 02
> 3.181 27.43 6132 02 -
4 2.53 27.59 4893 02
5 2%5.057 27.88 48294 92
& 3.071 28.08 5920 02
7 7.734 28.22 14906 02
=3 21.439 28.35 41321 02
2 5.48 28,44 10562 o2
10 4,765 28.51 2184 02
11 2,65 28.64 5108 02
12 7.60B 28.81 14662 02
13 0,678 29.495 1308 61
14 0,703 29.08 1355 00

CROMATOGRAMA NO. 5
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SUSTRACCION SOBRE LA LINEA BASE
DEL CRCMATOGRAMA NO. 5 RESPECTOQ
AL CROMATOGRAMA NO. 2

INYECTASC EL
LISE FILE @
ITHURA DR PICD
PR
ATENVATION :+ z.o

29.59

T

. 46

a.a0

2. a0 € T v 31,68

FILE I METHCD & - PUN 3T ess

o
"
[#]
(=]
=

P SENI DTN

Sa (b e

CROMATOGRAMA NO. 6 : B
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MUESTRA & 3
BLANCO DE TEJIDO

INYECTADO ELO'
IISK ;IL%; PICO
ANC! T PI
DE “U/Q.R/
ATENUACION = 2

]

4 o
8 a
[
% N
208.00 M T T Tane
R ’
géLE Xl 2 METHOD (<] RUN 28 INDEX 28 CH=
- g
pICO ¥ AREA %
é 7.932
S4
3 &S
a 45
=) 54
& 78
7 82
8 7.811
9 Q.077
10 0.873
11 Q.134
12 Q.614
13 2.481
14 2.156
15 6.379

CROMATOGRAMA NO. 7
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DESCRIPCION DE LOS CROMATOGRAMAS DEL SEGUNDO ENSAYQ

Para obtener el cromatograma no. B se inyectd agente de deriva---
cion ( DERIVA-SIL:THF )} en tetrahidrofurano, que se utiliza como

referencia.*

Para obtener el cromatograma no. 9 se inyectaron 50 ng de zeranol
estandar preparado segin procedimiento del punto no. 8.4., Se ob-

tienen tiempos de retencion, concentracion y 4rea bajo la curva.*

Para obtener el cromatograma no. 10 se inyec:d la muestra % -1

del lote identificado con el no. 24 que se empleo como blanco.*

Para obtener el cromatograma no. 11 se inyectaron 50 ng de zeranol

en la muestra de tejido # 3 identificado con el nimero de lote 24

Para obtener el cromatograma no. 12 se inyeccé la muestra de te---

jido # 1 del lote 23 que se utilizd como blanco.*

Para obtener el cromatograma no. 13 se inyectaron 125 ng de zera-~-
nol en la muestra de tejido = 3 del lote identificado con el nd-

meroc 23.*

Para obtener el cromatograma no. l4 se realizo la sustraccion so-
bre la linea base del cromatograma no. 13 respecto al cromatogra--
ma no. 15 , bajo las mismas condiciones,** evaluando la recupera--

cidn obtenida mediante este método.***

Para obtener el cromatograma no. 15 se inyecto la muestra # 2

del lote 23 que se utilizd como blanco de tejido.*

para cbtener el cromatograma no. 16 se inyectd la muestra de te--

jido 4 4 del lote 23 con 125 ng de zeranol estandar.*
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* Los valores aparecen en el mismo cromatograma

*eapoyo del software de IBM en equipc Varian

*esla evaluacidn se encuentra en el punto 8.7
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BLANCO DE DERIVA-SIL:THF
28341514
£ A

IN‘!ECTADO EL &% i
AM‘HURA DV PICO =
A’I‘ENUACION = o

N
o
o
N
28.20 " :
FILE 1 HETHOD @ Rut 1 THLE: 1 CH= PS®
prco ARER % t e
1 100 28.92 1156 61
totals 100 1156

CROMATOGRAMA NO. 8
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ZERANOL ESTANDAR S0 NG

INYECTADO_EL $9.1
ZHCHURA DE PICO = 6
ATENUACION = 2.0

]

< . . ¢

a ~

o - o o

v 4 o n
WWMW
28.00 T EID

Fig 1 METHOD O RUN S 5 c4= PS=1

PICO ¢ % t

t 28,4

35

2
9
a

CROMATOGRAMA NO. 9
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MUESTRA 4 1

LOTE 24
BLANCO DE TEJIDO

INYECTADO E[. (.'F 17/88  1:332:35
DI jan SS33.FAN

X'URA DE P!CO =6
ATEHUACIOH 2.¢

v Yo @ NS w o=
D. '. '. $ M 8 o
|0 o as ,
N Lt o om g g

FILE 1 METHOD . .G RUN & INDEX 6. .CH=. PS =1

pICO # AREA % t T AREA

X !

2

3

3

B

&

7

8 .

9

10

11

12

13

13

s

CROMATOGRAMA NO. 10
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MUESTRA § 3

TEJIDO CON S0 NG DE ZERANOL ESTARDAR

INYECTADO EL 97/1
Dist FILY : 1VaR
ANCHURA DE PIZ0
ATENUACION = 2.0

;.u'.—\'v_'_ﬁ
~
Ty

T T T Ee s
2
30.97:

==

FILE -1 - METHOD Q

PE=1
PICO " # AREA %
1
2
3
4
5
2.
7
8
3
10
L S B
12 - - g
13
14
15

CROMATOGRAMA NO. 11
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MUESTRA ¢ 1
LOTE 23
BLANCO DE TEJIDO

as
I (st
Ecuunk DE PICO a6
ATENUACION = 2,0
) o n
T i L]
o o y
N L'} ® o
™~
N
o\
3]
o
28.08 T T
FILE 1 METHOD v AUN 14 INDEX 14 CH= PS=1
PICO # AREA % t AREA
1 2.784
2 oz
4 7
4 4
E 443
& 544
7 191
8 %6
7 £99
10 585
i1 &75
12 227

CROMATOGRAMA NO. 12
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MUESTRA # 3
LOTE 23
TEJIDO CON 125 NG DE 2ERANOL ESTANDAR

INYECTADO EL 09/317/82 15:06:20
DISK FILE : IWARD9Ta.RAR
SHNCHURA DE PICO = 6

ATENUACION = 2.0

28.41

20.90

FILE 1 METHOD © RUN 15 INDEX 15 CH="-PS=1
PICO # AREA % t !

- OGO ULB LIRS

[ 3Ll

CROMATOGRAMA NO. 13
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SUSTRACCIOM SOBRE LA LINEA BASE
DEL CROMATOGRAM? NhO. !3  RESPECTO
AL CROMATOGRAMA M, 15

INYECTADO, 71, 09/
DIGK FILE"™ TEZTS, 1%
ANCHURA DE PICO = 6
DE_  /2.A7

2. A
ATENUACION ~ = 2,0

e
p

28,62 = T e
FILE 1 METHOD o RUM . 33 . INDEN":.-24 ' CHa = FSai
PICO ‘# AREA t o AREA-
1 S648 02
2 T931. 02
) g3
o 43
2 33
17.384
8 .ia.’i':
A 51535
16 1.263
1] §.753
. iz 0023
13 1,352

CROMATOGRAMA NO. 14
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L MUESTRA 3 2

. LOTE 23
KLANCO DI TLJIDO

IhYEC’l‘ADO EL 03/318:88 09:36:04
Diz LILRI2 ST, Rk
ANCHURA DE PICO = 6
ATENUACIQN = 2,0

28.00

FILE 1
PICO #

21

v L A LIS

-0

CROMATOGRAMA NO.

81

T 31,0

-G

-
=030 5

15



MUESTRA # 4

LOTE 23
TEJIDO CON 125 NG DE ZERANOL ESTANDAR

IHYECTADO EI; Q93
DIsk FIL VARD s
ANCHURA D: PICO 6

ATENUAC ION = .0

28.00

31,06
FILE .- 1 METHOD -, 07 RUN 25 o INDEX. 2% CHE. Psal
pICO ¥ ' E
L :
2 57
3 3
3T 21
5. 36
5 g0
7 24
8. 49
9 03
107 18
11 dé
i 71

CROMATOGRAMA NO. 16
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DESCRIPCION DE LOS CROMATOGRAMAS DEL TERCER ENSAYO

Para obtener el cromatograma no. 17 se inyectaron 25 ng
de zeranol estdndar, preparado seqin procedimiento que -
se encuentra en el punto 8.4. Se obtiene el drea bajo la
curva.”

Para obtener el cromatograma no. 18 se inyectd la muestra
*
de tejido # 1 del lote no. 25 que se utilizd como blanco.

Para obtener el cromatograma no. 19 se inyectaron 25 ng
de zeranol estdndar en la muestra de tejido # 3 del lote
no. 25.

Para obtener el cromatograma no. 20 se realizd la sustrac
cién sobre la linea base del cromatograma no, 19 respecto
al cromatograma no. 18 bajo las mismas condiciones,'. eva
luando la recuperacidén obtenida mediante este método.***

Para obtener el cromatograma no. 21 se inyectaron 25 ng
de zeranol estdndar en la muestra de tejido # 4 del lote
no. 25.

Para obtener el cromatograma no. 22 se realizdé la sustrac
cién sobre la linea base del cromatograma no. 19 respecto
al cromatograma no. 21 bajo las mismas condiciones,.* eva
luando la recuperacidén obtenida mediante este método.***

*

Los valores aparecen en el mismo cromatograma.
*

Apoyo del software de IBM en equipo Varian.

Fhx .
La evaluacidn se encuentra en el punto 8.7
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2ERANOL ESTANDAR 25 NG

. -INYECTADO EL 05/
DISK FILE : 1VARS

S107
ANCHURA DE:PICO = 6
DE 22,87

ATENUACION

= 2.0

268596

P A VSVSVE_ NP

29.00 - 376,
N l
FILE 1 METHOD ¢  Rue 18 INDEX 13 0 CH=' PE=t
PICO # .  AREA % 3 AREA
1 100. o896 762 b1

CROMATOGRAMA NO. 17
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MUESTRA & 1
LOTE 25
BLANCO DE TEJIDO

INYECTADO EL 0%/
o FILE @ 1YWAR
URA DT PICO

CE SRR
ATERUACION = Z.v

8. T -

28.00 T 3,0
FILE 1 METHOD * © RUN * 33 INDEX' 33 CH= PE=l
prco * AREA % t AREA . -
1 ‘2701z 1224 0t
2 &9 37.4% 10727 o1
] 8 37095 51117 o2
3 97 25.12 46885 02
] =1 5g.4 41659 02
s &9 28.51 8471 02
7 19 28.4 4506 V3
] 72 3.88 5264 0
4 17 29.14 2868 02 .

10 89 29. 61 10Be 02
i1 St Zelg2 3614 03

CROMATOGRAMA NO, 18
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MUESTRA & 3

LOTE 25
TEJIDO CON 25 NG DE ZERANOL ESTANDAR

ATENUACIOH = 2.0

29.00 ¥ T

o
-
]
m

1 METHOD Y
CH=

o
-
[e]
o
E3
b3
Fy
m
b

e QDO U B~

3193

CROMATOGRAMA NO. 19

86




SUSTRACCION SOBRE LA LINEA BASE
DEL CROMATOGRAMA ROU. 19 RESPECTO
AL CROMATOGRAMA NO. 18

‘EL 09718/82  13:S1:0%
TIYLETRROBL GRLiBTER, TR
CHURA DE PICO = 6

ATENVACION = 2.0

2 g
c . g &
i
.
20,99 T T
FILE 8 METHOD € AUN 9P INDEX 3% eH= pS= 1
PICC ¥ AREA
! =)
= 57311065
3 6710371
i 5211330
-1 67104
E q
4 &TgE
9. 3
1o &71149
1 LS
i 47110976

CROMATOGRAMA NO. 20
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MUESTRA # 4

TE 25
TEJIDO CON 25 NG DE ZERANOL ESTANDAR

INYECTADO EL -
DIsp FILE: 1V

5 |

e n

a e

LU 1)

28.99 g T
RETN

FILE 1 METHOD 6 . RUM 4t INGEX . 41 CH=  PS=1
pPICO # ARER % - :
1 s.117
= 7 o
3 s = 1612 B :
A 17 12831
5 8 4931
& 09 - 1959
7 18,463 44670
8 4.57& 11072
9 21.809 52816
10 5,048 1a08s
11 6,078 14752
1z 9712 - 11736
13 4,128 5989
14 ¢.i38 &
15 1.129
15 1.618

CROMATOGRAMA NO. 21}
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SUSTRACCION SOBRE LA LINEA BASE
DEL CROMATOGRAMA NO. 19 RESPECTO
AL CROMATOGRAMA NO. 21

] gL 13/38  14:438:4
IRYECTARD L, 23145 <
-\NCHURR DC F CO =

.RTEHUACIOK- = 2,0

B 30.20
> 50.36

L 3@.46

METHOD D}

T
e
LEn
-m
]
<
»
]
-
4
<]
M
e

o
Q
o
£
b
F2)
n
D
B
o

-0

LE3L

Ul =1
PNR IO,
~O

[T NEt

(TS I N T T T

3 0

(NS TETR SIS TSISTRIR]

[gariTet SN NI NN

1@ 0

e 0o O o GILART 2 04
iy ) ;

Yot

v e pee e GOSN A DAL Do

YN

o

T O RO Nl

CROMATOGRAMA NO. 22
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8.7 Cdlculos y Resultados
RESULTADOS DEL PRIMER ENSAYO

ng de zeranol en el estdndar =
Cromatograma No. 1

Area del pico de zeranol en el estdndar =
Cramatograma No. 1

Area del pico de zeranol en la muestra # 3=
Cromatograma No. 4

Area del pico de zeranol en la muestra g 4 =
Cromatograma No. 6

Sustituyendo en la ecuacidn 2
Cromatograma No. 4

ng de zeranol = 100 x 760 = 38.637
en la muestra ¢ 3 1967

Sustituyendo en la ecuacidn 1

ppb de zeranol . 38.637 = 0.85

en la muestra$ 3 50 x 0.9

Sustituyendo en la ecuacidn 2

Cromatograma No. 6
ng de zeranol = 100 x 905 = 46.009

en la muestra § 4 1967

Sustituyendo en la ecuacidn 1

ppb de zeranol =__46.009 = 1.02242
en la muestra # 4 50 x 0.9

20

100

1967

760

905



RESULTADOS DEL SEGUNDO ENSAYO
ng de zeranol en el estdndar = 50 -
Cramatograma No. 9

Area ¢ol pico de zeranol en el estdndar = g7
{romatograma Ho. 9

Area del pico de zeranol en la muestra = 2706
Cromatagrama No. 14 N

Sustituyendo en la ecuacién 2

ng de zeranol = 50 x 2706 = 126.33

en la muestra 1071
Sustituyendo en la ecuacidn

ppb de zeranol = 126.33 = 1.1229
en la muestra 125 % 0.9 S
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RESULTADOS DEL TERCER ENSAYO
ng de zeranol en el estdndar = 25
Cramatograma No. 17

Area del pico de zeranol en el estdndar = 762
Cromatograma No. 17 L

Area del pico de zeranol en la muestra =653
Cramatograma No. 20

Area del pico de zeranol en la muestra = . 354
Cramatograma No. 22

Sustituyendo en . la ecuacidn 2

ng de zeranol = 25 x 653 = 21.42

en la muestra 762
# 3 lote 25

Sustituyendo en la ecuacién’l

ppb de zeranol = 21.42 = 0.952
en la muestra 25 x 0.9 )
# 3 lote 25-

Sustituyendo en la ecuacién 2

ng de zeranol = _25 x 354 = '11{61
en la muestra 762 N
# 4 lote 25

Sustituyendo en la ecuacidn: )

ppb de zeranol = 11.61 = ..05516 o
en la muestra 25 x 0.9 :
# 4 lote 25
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CONCLUSIONES



El método presentado resulta adecuado para la deter
minacidén de 7-alfa-zearalanol en tejido orgénico, median
te el empleo de la técnica de Cromatografia de Gases con
detector de captura de electrones. Indiscutiblemente --
puede ser incluido en los miltiples ensayos y controles
que en este campo se han presentado, ya gue el ensayo se
realiza en corto tiempo ademis de ser sensible, exacto y
confiable. ’

Por ser un método corto y sensible, la técnica se -
facilita, pero no por eso dejard de recomendarse que la
manipulacidn, el equipo y los reactivos se utilicen tal
y como son descritas en la técnica logrando con ello re-
producibilidad en el trabajo y por lo tanto buena calidad.

En relacidn a los otros métodos de andlisis aqui -~
descritos, se observa la gran diversidad de pruebas que
existen para la identificacidn, caracterizacidn y cuanti
ficacién de los agentes anabdlicos. Es, sin embargo, la
Cromatografia de Gases, el procedimiento mds accesible,
econfmico y confiable gue existe al respecto en nuestro
pais.

Durante el trabajo experimental llevado a cabo, se
establecid una recuperacidn mayor zJ. 90% del estdndar en
la muestra, con ello se puede obsaervar que la recupera-
cién obtenida fué mayor a la esperada.

Hoy en dia, se continia la investigacidén de los agen
tes anabdlicos, a través de pruebas experimentales que se
llevan a cabo en diferentes Centros especializados. Estas
investigaciones en algunos casos llevardn muchos afios y -
estardn motivadas por la gran importancia comercial gque -
estos compuestos tienen.
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Hasta este momento todas las pruebas gue se han pre
sentado no demuestran ampliamente la inocuidad de este -
tipo de productos y representan un eventual riesgo para
el consumidor humano a través de la cadena alimenticia,
ya que el efecto causado por estos compuestos en el meta
bolismo de los animales empleados para pruebas, induce a
pensar en un efecto mutagénico debido al exceso en la -
aplicacidén de estos compuestos, lo que significaria una
alteracidn en la mencionada cadena alimenticia.
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APENDICE A~ GLOSARIO



Alelo Una de las formas contrastantes de un gene.

Andrégeno Sustancia con actividad hormonal sexual mascu
lina en los animales vertebrados. .

Anticuerpo Globulina formada como una respuesta especi-
fica a sustancias de masa molecular elevada extraha al
organismo.

Antigeno Sustancia que inyectada al hombre o a un animal
estimula la produccién de anticuerpos que reaccionan espe

cificamente con la sustancia inyectada.

Cincer Tumor maligno en general y especialmente formado
por células epiteliales.

Carcindgeno Sustancia capaz de producir metdstasis en el
organismo.

Carcinoma Cdncer o tumor maligno constituido por células
epiteliales polimorfas con tendencia a la infiltracidén de
los tejidos préximos y a las metdstasis.

Celulotdxico Que causa toxicidad a las células en general.
Citotdxico Que causa toxicidad a células de tejido.
Enddgeno, metabolismo Los aminodcidos resultantes de ~-
las proteinas ingeridos son utilizados para la prepara--
cidn y construccidén de la proteina tisular degradada.

Endocrino Del griego endo, interno y de krinein, separar.

Enzima Proteinas gque catalizan todas las funciones bio--

quimicas.
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Epigénesis Formacién gradual de un organismo nuevo a ---
partir de materias simples no organizadas.

Esteroides Grupo de compuestos gque desde el punto de vis
ta quimico poseen un sistema de anillo hidrogenado ciclo-'
pentano fenantreno.

Estrégeno Hormona del ovario y la placenta que estimula
las formaciones y caracteristicas sexuales secundarias en
las hembras y cuya produccidn aumenta en el embarazo.

Exdgeno, metabolismo Supone degradacidén oxidativa de ami
nodcidos de la dieta gque no son necesarios para la sinte-
sis de proteinas,

Farmacologia Estudia los fdrmacos, su estructura quimica,
su accidén bioldgica y su aplicacién terapeutica en el ---
hombre.

Genoma Serie completa de factores hereditarios o genes,
como los contenidos en una serie haploide de cromoscmas.

Ginecomastia Hipertrofia de la mama masculina producida -
por el excesivo desarrcllo de sus componentes glandulares.

Histologia Estudio de la composicién y estructura mi--—-
croscépica de los tejidos.

Hormona Término para referirse a sustancias orgdnicas -
elaboradas en forma especifica por las gldndulas de secre
sién interna y que ejerce una influencia neta sobre las -
funciones de células o sistemas sin que aporten caudales
importantes de materia y energia.
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Implante Se refiere a la insercidn o Ln]erto en 1os te;
jidos de un huesped o receptor. :

Impotencia Falta de potencia o vxrxlldad, lncapacxdad
del vardn para realizar un coito normal:. g

Inocuidad Que no dafa, inocente, inofensivo.

Inocular Introducir el virus de un enfermo u otro mate-
rial antigeno en el tejido subcutdneo, en un vaso sangui

neo o por aplicacidn sobre una superficie absorbente con
fines curativos, profildcticos o experimentales.

Linfa Fluido tisular que estd compuesto de agua, molécu
las de proteinas, sales y otras sustancias.

Metabolismo  Suma de cambios quimicos que consuman la --

funcidén nutritiva.

Mutacidn genética Proceso por medio del cudl se forman -
nuevos alelos de un gene.

Mutagénico Dicese de las sustancias o agentes inductores
de mutaciones.

Neoplasia Masa anormal de tejido que prolifera sin rela
cién de los tejidos normales y que es capaz de crecimiem-
to independiente.

Oncogenicidad Produccién de tumores

Teratogénesis quimica Sustancias que producen anormali-

dades en el desarrollo fetal.
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Toxicologia Estudia los efectos dafiinos de los compues
tos quimicos que afectan a los seres vivos.

Translocacidn genética Desplazamiento de un segmento de

cromosoma hacia otra parte de un cromosoma homdélogo o --
también al interior de un cromosoma no homdlogo.

Tumor Crecimiento excesivo patoldgico en tejidos, de ->
cardcter no inflamatorio.

Uterotrdpico Que tiene afinidad por el itero o ejerce -
su influencia sobre el mismo.

BSA N,O-Bistrimethylsilylacetamida

BSTFA N,O-Bistrimethylsilyltrifluocacetamida
DMS Dimethylsilyl (derivativo)

IMCS Trimethylchlorosilano

TMSI Trimethylsilylimidazol
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