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RESUMEN

REYES MONTES JESUS. - Estudio de campo con un c‘nsnyo ELISA comcrcial‘para 1a deteccidon
de clenbuterol en’ muestras dc higa‘do‘dc’avc,‘rcs y cerdo (bajb la dircccién de Rubén Mcrino

Guzman)

El presente estudio se realizd con la finalidad de buscar la prescencia de clenbuterol en muestras de

higado dec ave, res y cerdo, 90 de cada esy , destinados al cons humano, procedentes de 15

mercados publicos de diferentes zonas del Distrito chcml. Fueron éélcémdns 6 muestras de higado
de un peso aproximado de 20 g cada una, de cada cspccié y por cada mercado, sec identificaron por
nimero y procedencia y fucron procesadas y analizadas en ¢l Departamento de Produccién Animal:
aves de la FMVZ de la UNAM, Las muestras se procesaron mediante la maceracion de S g con la
finalidad de extracr clenbuterol con acetato de sodio 2M, Ia centrifugacion de las mucstras y su
andlisis con cl estuche comercial clenbuterol ELISA kit® fabricado para la deteccidn cualitativa de

clenbuterol en mucstras de orina y sucro de caballo. Se usaron controles positivos y negativos, asi

como estindares dc clenbuterol en cc iones de 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1 y 2 ng/ ml para cuantificar
la concentracion de la molécula en muestras que dicron r Itado pr positivo. No sc¢
J 5 la pr ia de clent ol en de ave y cerdo, 43.3% dc las muestras de bovino
resultaron positivas a la pr ia dc clenb ol, el rango de la co’nccmmcién en las mucstras fuc

de este cnsayo

de 0.8 - 6.4 ng/ml con un promecdio de 3.08 ng/ml. Sc recomienda lautili
ELISA para el anadlisis de otro tipo de mucstras como  pelo, musculo, retina o plumay la

confirmacién de resultados por métodos de cromatografia de gases o de liquidos de alta resolucidn.




INTRODUCCION

Los agonistas bceta  adrenérgicos son moléculas orgdnicas que sc uncn a los receptores beta
adrenérgicos, dan lugar al complejo agonista receptor, ¢l cual Aétivn a diversas proteinas, que a su
vez activan al AMPc. Esta moldécula favorece la fosforilacion de una gran cantidad de proteinas
intracelulares. Estas proteinas tienen una variada gama de funciones que van desde permitir la

cntrada de calcio a la célula, hasta mediar la si) is de otras protei clave para el funcionamiento

celular. Las respuestas fisioldgicas se producen cuando cstos agonistas beta adrenérgicos sc unen a

los receptores. La administracién oral de algunos agonistas beta adrenérgicos téticos modifican

cl crecimiento de la masa muscular y disminuyen la acumulacién de grasa

Los beta agonistas se han utilizado ampliamente para el tr icnto de afecei respiratorias por

su accion broncodilatadora y como tocoliticos en medicina veterinaria. Posterior se i6

que presentan una accién anabdlica en los animales domésticos si sc emplean en dosis mayores a las
terapéuticas, favorccen la sintesis de proteina y disminuyen la de grasa, lo que dio ‘lugar a la
denominacidn de este grupo como *“agentes repartidores de cnergia®™. Este cfecto se¢ comprobé en

diferentes especics animales utilizadas para consumo humano.®




Mecanisme de accién del clenbuterol ‘

El clenbuterol cjércc su efecto al activar a los receptores bpta ndrchérgicps. Cuando sc pone cn
contacto con ¢l receptor cspcéiﬁco. sc activa la adenilato ciclasa que convierte el ATP cn'AMPc, cl
cual promueve la activacién de lipasas en el hdipos.ito.vpam' pAstqﬁomcnlé libérm" ﬁéidoé gﬁgsds ala.

3y : L ; . SR

sangre.’

Los receptores B-AR cslan prcscmcs ‘en la mayona dc las células de los mnmifcros uunquc la

distribucioén de los subtlpos ([}l [52 [33) y Ia proporcnon de cada uno, varia cnlrc‘lc_jldos cn una

especie dada, Por lo general, los [31 prcdommnn en cI comzén pnm csumular su notrop:smo y en cl

miusculo liso intestinal inducen rcla_mcnén. mlcntms quc lo= p2: quc sc locallmn cn bronqulos y

misculo uterino inducen rcl:uac:én cn’ ambos cnsos.(" Sc’ poslula quc_cl cfcclo llpolmco csta’

asociado con los receptores B3, localizados cn el ndlposno. lo cunl fac

6I|sns. El cﬁ:clo cn

el misculo esquclético ¢s la hipertrofia ‘”. ncnc un polcnt cfccto anabéhco sobre cs!c al prumovcr :

y fuentes de encrgia para la sintesis proteica. %

Problemiitica de uso y abuso del clenbuterol en la ali i6n de ani domésticos.

La prohibicién del emplco de hormonas sexuales y andlogos en la Unién Europea propicié cl interés

i d

del sector ganadcro por las beta i porque

de cjercer  cfectos 's?mil'al;cs en
los animales tienen la ventaja de administrarse por via omal, lo gque permite su mczrtA:-l‘arcon los
alimentos. . B
El problema para la salud humana, radica en que la accién de los prorﬁolorcs sobre cl desarrollo

muscular sélo se obticne con dosis farmacolégicas al menos diez veces superiores a las terapéuticas.
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Durante las ultimas décadas, las especies productivas (particularmente ¢l pollo de engorda) han sido

seleccionadas para mcjorar su tasa de crecimicnto y reducir considerablemente ¢l tiempo para

se pafia de una

obtener un buen peso al mercado. Esta mcjora de la tasa de crecir
excesiva deposicion de grasa que es improductiva y debe ser removida de la canal. La dcposi i6n de

grasa puede ser reducida a través de muchos medios, como la: ﬁclcccnon gcncucn faclorcs de

mancjo nutricional o bien por ¢l uso de compuestos que mcjoran la composncnén corpoml. mcluxdos

los beta agonistas. .

Dc acuerdo con diferentes autores, los cfcctos ‘de Ios beta agonlsus no son tan cﬁ.cuvos en aves
como cn los ovinos; en los cerdos ¢l efecto es calificado como intermedio y cn el gnnado bovino la
respuesia es buena y similar a la de los ovinos. La probable explicacién de estas diferencias es que
algunas especics s¢ han scleccionado de mancra tan intensiva en su velocidad Vdc crecimicnto que
tendrin menos potencial para incrementarlo ya que cstin muy proximas a la . velocidad  de
crecimiento biolégico miximo. Otros mecanismos posibles incluyen la afinidad del agonista por los
receptores 3 y la posibilidad de que determinada especic animal tenga un numero_ limitado de
receptores 3 en tejidos blanco. ¢? Adicionalmente hay evidencia de que la intensidad de la respuesta
depende de la predisposicién endégena hacia cicrta condicién corporal, con di:fc‘rcncias entre
genotipos o sexos. ™ En el pollo de cngorda recientemente se ha mostrado la ns’o'ciacio'n de la
accién promotora del crecimicnto de los agentes repartidores con ciertos estados nutricionales y
hormonales. ) '

En los inicios de la década de los ochenta, s¢ publicaron algunos datos sobre la modulacién’ det
crecimicnto en animales donde se utilizé clenbuterol. Asimismo sc mostré que la administracién
oral de este agonista al ganado, aves, cerdos y ovejas aumentaba la masa muscular y disminuia la
cantidad de grasa corporal. En México se¢ obtuvieron resultados similares con ¢l clenbuterol,
suministrado cn el alimento de aves y cerdos, sin ecmbargo en aves sc requirié hasta S veces mas la

dosis utilizada como promotora de rendimicento cn otras cspecies pam obtener resultados tangibles.

) En aves y cerdos se ha mostrado experimentalmente que la accién de los beta agonistas




5

incrementa los requerimicntos de proteina y cnergia. Las respuestas maximas de crecimiento 'y
mantcnimicnto de la deposicion de proteina dependen de la cantidad de proteina cn la dicta. La
adicidn de clenbuterol cn las dictas para cstas especies eleva la utilizacién de la proteina de la dicta, )
™ 1 .0s pollos de engorda responden a la suplcmcﬁmcién prolongada con clenbutero! como lo hacen
los mamifcros, los cfcctos son mas notorios en machos, micntras quc las rcspucstask cnv lfx
composicién de la canal son mas aparentes cn hembras. ? En ¢l caso de los patos, ia uzilizacién- .

cxperimental del clenbutcerol 6 notabl la masa muscular de la pechuga y disminuyé la
p ga y Uy«

deposicion de grasa. @? Estudios experin les en cerdos, muestran que los beneficios en el
crecimicnto promovidos por ¢l uso de beta agonistas en la alimentacién estdn relacionados con los:

nivcles de protcina y cnergin contenidos en: la” dieta. Existe cvidencia de que ‘el uso:de, beta

agonistas, como la ractopamina, mejoran cl crecimicnto y la cofnposicién de la’canal pg:;fc; 'c;;os"
factores pueden verse limitados por la disponibilidad de protecina y encrgia en la diet:i‘. En cstuaios
in vitro con tcjido adiposo de cerdo sc muestra que cl efecto de lipdlisis cs‘ CSli?hl;liidO por
cimaterol, isoprotercnol, ractopamina, pero no por clenbuterol. Y que la lipogéncesis csl estimulada
por todos los beta agonistas mencionados. (% ' '* 19 En. estudios de | farmacocinética  del
clenbuterol se confirma que las dosis utilizadas para promover ¢l crecimiento (10-20 pg/kg de peso
vivo /por dia/ via oral) pueden resultar en niveles residuales farmacoldgicamente Vnctivos cn rifién ¢
higado de animales tratados, no asi cn misculo. 3 a utilizacién .de este compuesto en - dosis
clevadas favorece la aparicién de depésitos dcl mlsmo en dlfcrt:nlcs organos. Estos actimulos han
originado intoxicaciones en pcrsonas quc consumlcron hlgado y carmne contammada con

clenbuterol, cn varios paises de Europn, Chma y Mcxu:o, cuando el pcnodo de retiro del fnrmaco

no fue suficicnte como para haccrlo dcsnpnrcccr dc los produclos dcsunados al consumo humano.

ey | A ’4

En salud piblica ¢l consumo de clenbuterol se considera peligroso por su actividad cardiovascular.
Esta situacién provoca scrias consccucncias sanitarias y sociocconémicas, al propiciar cfectos

negativos en cl comercio de los productos y subproductos de origen animal. '” Este problema no sc

,\g
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hace extensivo a los otros beta agonistus debido a que su potencia- broncodilatadora,” vaso o
cardioactiva, cs mucho menor que la del clenbuterol.

En los casos reportados de toxicidad por clenbuterol ‘en humanos, ' los sintomas (mdlqslar genceral,

taquicardia, temblores, debilidad, ansiedad, cefalea, marco ¥ nauscas) ‘up‘arcc‘cn dci18 minutos a 6

horas después de la ingestion de lcydos comammudo .dc:90 miﬁuios 5,6 dias

después. La larga vida media del clcnbutcrol rcsulv.a en 'un cfcclo

intoxicados. * Sin embargo, los efectos de la mloxlcnc.on no %on f'malcs ax

rolongado cn lo: pnclcnlcs

Situaciéon Nacional actual
Con cl fin de ascgurar la salud pablica, en nuestro pais entraron envigor. una seric d¢ accioncs

tendientes a controlar el uso de los beta cn la alir

uso incorrecto de este grupo de firmacos pucde representar un rlcs;,o qamtarlo. 3

De acucrdo con la norma oficial mexicana NOM-EM- 0!5-200-2002 (Espccxfcacxoncs lccmcns

para ¢l control del uso dc beta agonistas cn los animales) @Y ¢o cnticnde por bcm ngonlsla nL,

compuesto quimico del grupo de los beta adrenérgicos, que confiere a cualquicr producto,' dilucién

o mezcla el caracter farmacéutico especifico de los mismos, con efectos de promocidn de.la masa

muscular, reductor de la cantidad de grasa corporal y con efcctos sobre el aparato respiratorio;

Los beta agonistas mas utilizados como promotores del crecimicnto son: clenbuterol, ractopamina,

y zilpaterol. @ El clenbuterol es un miembro de las denominadas fi laminas, inducec.una .

notoria broncodilatacién en cl ser humano y es utilizado como un fiirmaco auxiliar en ¢l tratamiento

de enfermedades respiratorias. Se considera como un pote broneodilatador, anabélico y lipolitico

en muchas especies. * El clenbuterol es un farmaco beta agonista que sc usa ilegalmente como

promotor de crecimie cn la prod ién animal. 2% . o
La Norma oficial mexicana NOM-EM-015-Z0O0-2002 establece que con excepeién de aquellos
productos beta agonistas que cuenten con ¢l registro y autorizacién de la Sccretaria de Agricultura

para su uso y consumo por animales, queda prohibida la produccién, trifico, comercializacién,
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importacién, suministro o utilizacién de los siguicntes principios actives como ingredientes
aditivos alimenticios en la formulacién de dictas destinadas para consumo y uso en animalces
bromobuterol, carbutcrol, cimaterol, cimbuterol, clenbuterol, fenoterol, isoproterenol, mabutcerol,
mapenterol, orciprenalina, pirbuterol, ractopamina, salbutamol, terbutalina y zilpatcrol. La lista no
se limita a los principios activos mencionados, sino que iﬁcluyc a cualquicr beta agonista conocido
o de nucva creacién.

La publicacién detalla las medidas zoosanitarias ‘de aplicacién, entre las que figuran [la
implementacion de programas de inspeccién en los rastros nacionales, a fin de verificar y tomar
muestras de sangre, orina, pclo, lana y pluma de las aves y ¢l ganado introducido al pais, asi como

cl envio dc tales muestras al laboratorio de diagnéstico aprobado, para realizar un examen anre

mortem y tomar muestras de miisculo, higado, rifién y globo ocular cn los animales sacrificados a

fin de determinar la pres ia de clent ol '7

Los métodos analiticos oficiales cstablecidos en la norma oficial mexicana - son. cnsayo

«@n

inmunocnzimitico, cromatografia de gascs y cromatografia de liquidos de alta resolucién.

Dcbido al riesgo potencial para la salud humana inherente al uso de la droga, los limites cn el
contenido de residuos de clenbuterol en los tejidos y productos cdmicos deben ser establecidos por
leyes y normas desarrolladas cn cada pais. Como la prevencion legal intenta. preservar.ta’salud

d

humana, es necesario contar con analisis confiables y repre

ibles para la d ion'de- residuos
con la finalidad de lograr la cfectividad en dicha prevencidn. @¥ o

De¢ los métodos utilizados para la deteccién y cuantificacién de clenbutcrof, los énsayos
inmunoenzimaticos son métodos ripidos y sensibles que permiten cl andlisis de muchas muestras en
poco tiempo, cntre sus ventajas estd ¢l bajo costo de los reactivos y su ficil implementacién en
laboratorios que no cuentan con cquipamicnto para la realizacién de pruebas de cromatografia. Son
considerados como prucbas tamiz y una caracteristica importante de estas prucbas es el aceptable

bajo némero de resultados falsos negativos que arrojan, aunque la validacién de estos resultados

debe levarse a cabo por métodos confirmativos como la cromatografia. €2 Existen estuches (kits)
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disponibles comercialmente para la deteccion de clenbuterol. Uno de ellos, de uso veterinario, sc ha

[E3]

usado para la decteccién de clenbuterol en muestras de sucro de un paciente humano y también sc

ha usado en cnsayos in vitro para detectar y cuantificar clenbuterol en muestras de aves negativas ¢
inoculndas con concentraciones conocidas. 4
Los métodos de deteccidn de clenbuterol por cromnlogm(’n dan rcsulmdos cualitativos y

cuantitativos .’ definitivos, sin embargo las muestras rcqulcrcn un: proceso dc cxlmcc:én muy

clabomdo. previo a su anilisis, ®* adcmas se ticne cl mconvcnu.nlc dc rcqucnr apamloﬁ

sofisticados, por lo que resulta dificil su implementacién en la mayoria dc los Iabormonos dcl pnis.

Es por cllo que sc hace necesario contar con prucbas scnsnblcs quc pcrmuzm dctccmr la prcscncm de

clenbuterol en la came y visceras destinadas al consumo humano quc sc udaplcn a las condlcxoncs

de la mayoria de los laboratorios del pais.

En este trabajo sc evalta ¢l método de ensayo mmunocnmmanco y sc dcscrlbc cl proccso para la

a.

deteceion de Clenbuterol en tejidos de animales util humano.

Procesos de extraccion

Para la detcecién de clenbuterol en los difcrcnlcs tipos de muéstras qui: 'pucdcn ser cmplcadas

existen también varios procesos dc extracciéon que ucnc la ﬁnahdad dc tiberar la molécula de la

muestra y mcjorar la sensibilidad del anilisis. Ln vanncxon dc cstos proccsos dcpcndc en menor

grado decl método analitico que sera empleado, ya que lps mctodos por cromalogmfin requicren

1S

proces de purifi previos. Para’ Ia oxtr 1

b "'rol cn muestras de tcjido, es

necesario reducir ¢l tamaifio de particula de la mucstm ya sea por maccmclon, picado, por mcd:o de
digestion cnzimitica o con ¢l uso de proteasas.. (" "" Poslcrlor a la reduccidén de Ia mUCstm sec
utilizan sustancias como ctilacetato, NaOH 2M, :’u:ido pcrclérico. cloroformo, butil- metil- éter, o
combinacioncs de éstos, cuya finalidad es extracr €l clenbuterol presente en el tejido por medio de

la modificacién del pH y Ia disolucién de lipidos de los tejidos y membranas celulares. %37 gq cl
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caso dec muestras dc sucro, se pucde llcvur a cabu ¢l analisis sin realizar extraccién o con la

utilizacién de cloruro de sodio, acclomtrllo. éter, fosfalo de sod|o o acidificacién con SN HCL. s.28

Una caracteristica lar del ol, cs quc sus grupos OH son susulmdos por halégenos
(cn este caso clore). La presencia de cloro enel’ clcnbulcrol lo hace mads liposoluble que sus

andlogos por lo cual, tiende a dlfundlr mas profundamcntc en los tejidos y la grasa animal. Las

propicdades lipofilicas dc las bascs libres de los, bﬁg;x ngpmsms son usadas durante su anilisis cn
tejidos. Las sales de la molécula de interés prcscr;ic cn una matriz acuosa, son convertidas cn bascs
libres a través de un ajuste de la matrizaun pH 100 n'—u‘:yonf. y ¢l beta agonista es extraido del medio
acuoso con solventes como cl ctil acetato, élc; o cloruro de metilo. ®” La hidrofobicidad del
clenbuterol ¢s responsable de su distribucién cn los lipidos celulares ¢ influyc en Ia prccisién de su

determinaciéon. El paso de una molécula ionizable en lipidos, como ¢l clcnbulcrol. de un mcdip

celular hacia un solvente orgdnico, dependce de 1a fr i6n de ln molécula quc pu- nculml ul

pH que se este usando. Estas moléculas sc distribuyen en el mcdlo ucuoso. cl solvcntc Y. cl tc_ndo

adiposo. Si cl solvente orgénico ¢s capaz de disolver csos I|p|dos. cn!onccs su contcmdo dc la’

molécula de interés se suma a la fraccién directamente cxlmlda dcl mcdlo ncuoso @




HIPOTESIS
Si un ensayo ELISA para la dclccclon dc clcnbulcrol cn mucstras de’ suero y orina de caballo ha

mostrado ser Util en cnsayos in vitro con’ mucslms dc nvc, cnlonccs pucdc cmplcarsc cn cl campo

para la d ion de clent ol cn muc .;s d'. tc_udo (hlgado) dc ave, cerdo y res, como prucbn

rapida y efectiva.




OBJETIVO
- Efcctuar un estudio de campo con un ensayo ELISA comercial para dctectar clenbuterol en
muecstras de higado dec ave, res .y cerdo para consumo humano procedentes de mercados

publicos del Distrito Federal.




MATERIAL Y METODOS
Muecstras
Sc utilizaron, 90 mucstras de higado de cada una de Ias tres cshccics animalcs (ave, cerdo, bovino),

recolectadas cn mercados piblicos dc 15 zonas dcl Dlstruo l‘cdcml. ‘Se hizo la recoleccidon de 6

muestras de higado (aproximad. ite 20 g / tra) dc cada cspccm ammnl por mercado. Las
muestras fucron identificadas por nimero y proccdcncm. y Ilcvadas al Dcpanamcnlo de Produccion
Animal: aves, de la Facultad de Mcdlcma Vclcnnann{,y Zootecnia de la UNAM, donde sc

conservaron cn congelacion a ~20 °C hasta su anilisis.

Procesamicnto de las muestras

De cada muestra de higado de res, pollo Yy ccrdo. sc lomaron 5 . Lns mucslms fucron ordcnadns.

identificadas y procesadas con la finalidad de. cxlmcr cl clcnbutcrol cn caso dc estar presente cn ¢l

fu

tejido. El! proceso dc extraccion que se* uuhz [ 1 rccomcndado por Ncogen Corpornuon

(lexington KY, 40505 USA) cn su chhmcal Bullctm 589 pam mucslras de higado. Estc proceso
B

consiste en maccrar 5 g de cada mucs(ra cn un mortcl'ov una vez mnccrada Ia mucs(m. se adlcu:m:m
20 ml dc agua destilada y 2 ml de acetato dc sodxo 2M se colocan en.un lubo de ccnlrﬂ‘uga y s
centrifuga a 3000 rpm (1000 x g) duranlc 5 ‘minutos .a 4° C, Postcnormcmc s¢ obllcnc cl

sobrenadante y se colocan 250 ul en una mmroplacn de 96 pozos dc fondo plano. las muestras

pucden conservarse en refrigeraciéon o congclacnon hasla su anal|5|s

positivo (clegidas

Sc repitié el andlisis de varias muestras que dicron_re

aleatoriamente), junto con 2 muestras cuyo resultado’ fuc,,ncgdt‘lvo y: 10 muestras que dicron

resultado negativo y fueron i ladas con clent ol par;.\ utilizarse’'como controles positivos. Sc
usé el medicamento Mucovibrol (Lab. Liomont, DFAOSOYOO.'México) cl cual conticne 0.005 mg / ml

(5 pg / ml) de clenbuterol y clorhidrato de ambroxol 7.5 mg /. ml. E! clenbuterol se inoculd en una
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concentracion de 5 ng/g de muestra. El proceso de inoculacion de las mucstras negativas consistio
cn colocar 5 pul del medicamento en | ml de buffer EIA (incluido cn ¢l estuche ELISA), se agregd

ésta dilucién a S g de muestra macerada y se siguid el proceso de extraccidn descrito anteriormente.

Anilisis de las muestras por 1a técnica ELISA'pnrn deteccién de Clenbuterol

Para cl analisis de las mucstras sc utilizé ¢l estuche comercial Clenbuterol ELISA kit™® (Cat.
101210, 101215 y 101219, Ncogen Cor‘pomtion). fabricado para la decteccién cualitativa de
clenbuterol cn muestras de orina y suéro de caballo, en formato de placas de 96 micro pozos.

Ademas dc los controles positivo (Syng / ml) y ncgativo (0 ng/ml) dec este kit, sc utilizaron los

cstindares de clenb ol en co de 0, 0.1, 0.2,.0.5, | y 2 ng/mL del clenbuterol
quantitative ELISA kit® (cat. 109710, Ncogen Corporation), Estos cstindarcs s¢ usaron para
cuantificar la concentracién de clenbuterol en muestras que dicron  resultado presuntamente
positivo. La prucba se llevd a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante de los cstuches.

Al finalizar la prucba, la microplaca fue Icida en un lector ELISA Dynatech MRG50, con filtro de

650 nm,

Los rcsultados de dcnsidad 6plica (DO) dc cnaa mucﬁvlm sé con;pal:aron con la DO del control

negativo.. Se obtuvo . la proporcxén dc la mucstm hagia cl Ncgauvo (MN). o porccnlajc de

“negatividad™ dc c.:dn mucslm con la formu az

MN = (DO de Ia mucslra / DO dcl conlrol nc;,nuvo) x 100

De acuerdo i:on las ihdica cl fubncanl y cl limitc dc deteccién de clenbuterol en las muestras

con cste produclo. cs. dc alrcdcdor de 4 ng / ml y la MN corrcspondlcnlc a csla conccntrac:én dc

clenbutero! es de 50%. Con este pnncupxo sc proccdlé a mlcrprctar cI rcsultado c la pmcba de la

siguicnte manera:
Muestras con valor de MN 2 50%, se consxdcraron ncg:mvas a la prcscncm dc clenbuterol

Muecstras con valor de MN < 50%, sc consideraron posnwns ala prcscncm de clcnbutcrol
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Curva de calibracion. Las mucstras presuntamentc posﬁivas fucron compai‘adns con una curva de
calibracién construida con la concentracién en ng / ml y la DO obtenida para cada estandar incluido
en la prucba (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1 y 2 ng/mL).

La racién de clenb

ol en cada mucstra posil‘iya fuc calculada con la férmula dckajuslc a
la curva log-logit descrita en cl instructivo de uso del élenbuiterol Quantitative ELISA kit.® o

Sc calculd ¢l porcentaje maximo' de unién de cada estandar mediante la divisién entre la DO de
cada uno de cllos entre la DO del kcs(:'mdnr} oy multiplici\ndoio por 100. Sc transformd cl rango a la
funcién iogit dondec logit= bLn (E‘lN/ lOO;MN) Con cstos valores se construyd la curva estindar.,

Sc determiné ¢l valor.de MN y cl valor logit de cada muestra. La concentracién dc clenbuterol en

cada mucstra prcsunlamcmc posmva se dctcrmmn al comparar ¢l valor logit de cada mucstra con la
conccnlmclén corrcspondwmc dc lo< estandares de clenbuterol. El andlisis sc realizé en una hoja de
caleulo dcl programa ,Mu:rosoﬂ Excel®. (Microsoft Corporation. - Excel 2000, programa de

cémpuxo).

RESULTADOS

De acucrdo con el principio de inlcrprq}ncién u‘trili‘zado (MN >50% = ncgativo), las muestras de ave
y cerdo analizadas dieron resultados ncgativd§ ala ‘Vhrcscncia' de clenbuterol en higado. Las mucstras
de ave mostraron resultados dc MN de 82 a 115%, con un pl;OmCdiO de 96%, micntras que ¢l valor
MN dc las muestras de cerdo varié cnlrc 60y 97%. con un promedio de 87%. Estos rcsullndos se
muestran cn los cuadros | y 2 para las mucstras dc ave y cerdo, respectivamente.

Los resultados de las mucstras de hlgzlldo‘dc bovino sc mucslmn cn el cundro 3.“Sc chéonuﬁr&ﬁ
56.6% dc mucstra negativas (51 de 965. cuyos valorqs de MN mostraron un mngq .dé:c;ll;'c 63y
98%, con un promedio de 80.5%. Sc¢ cnc‘oyn.lmron 39 muestras positivas (43.3%). éon' v;:iorcs MN de
8 a 44% con un promedio de¢ 17.7%. Cuando s¢ comparé la DO de las muestras positivas con la DO
de las referencias del clenbuterol Quantitative ELISA kit™ se obtuvieron concentraciones de 0.8 a

6.4 ng / ml de clenbuterol, con un promedio de 3.08 ng / ml, cuadro 4.




Los resultados de- MN de la rcpcucnén dcl andlisis: dc 37 mucslms Que dicron resultado

presuntamente pcmuvo junto con 2 mucstms ncgauvas Y IO mucslms ncg:mvas quc _fucron

inoculadas con | ng dc clenbuterol /g de mucstm se obscrvnn én cl c dro 5‘ En todas Ins mucstras

presuntamente positivas se confirmo el rcsulmdo. Las do cga ivas dlcron vnlor MN de

59 y 51% (ncgativo). Las 10 muestras moculadas con clcnbulcrol ieron rcsullado positivo (MN

cntre 14 y 43%) con un promedio de 20% yel promcdio de 1a‘concentracién de clenbuterol para

cstas muestras fue de 1.08 ng/ml.




DISCUSION

Kuipcr et al. 3

y Blass er al. @ comcudcn en quc debido al rlcsgo potencial quc repr csen para la

salud humana cl consumo dc carne.y visceras de nmmalcs suplcmcntados con clcnbulcrol como

promotor dc crcc:mlcnlo. es necesario un conunuo mcjoramncmo de los mé! odos dc dclccc on quc

para monitorear y confirmar ¢l uso de clenbuterol en lugares donde: las reg

andlisis de tejidos antes de ser comercializados para ¢l consumo humano,

Mazzanti et al '® indica que se han presentado casos dc intoxicacion en humanos dcspucvs"dc la

ingestién de higado y carme contaminada en varios pmscs dc Europa; Chma, Hung Kong‘y Mcx1c0.

(&)

Por su parte Garcia menciona que en nuestro pais sc h:m noul‘cado cnsos de m(ox:cncnon por

clenbuterol  y destaca que en su totalidad los casos fucron asocmdos al consumo de hlgado dcv

bovino. Por su parte, Cristino ef al.®" seiiala la importancia quc ucnc cl llpO dc mucstra a.analizar

para la deteecién de clenbuterol (pelo, ojo, musculo, higado o rifén) y hm:c hmcap cn las vcnmjas

y desventajas que represcentan de acuerdo con la situacién que prevalece en cada lugar. para definir

mgjor las estrategias para el control del uso ilegal del clenbuterol.
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Esta informacién refuerza la eleccion del higado como una muestra adecuada para el andlisis tamiz
dc la presencia de clenbuterol en tejidos de animales empleados para consumo humano.

En algunos casos dec intoxicacién en humanos se ha utilizado el método ELISA para detectar
clenbuterol en los pacicntes, Hoffman et al. ¥ reporta la dificultad de encontrar laboratorios
capaccs de analizar muestras de sucro con este fin, y para cllo algunos laboratorios veterinarios han
sido capaces de proveer ¢l servicio a partir de una prueba originalmente disciiada para evaluar
mucstras de caﬁallo. E! uso dcl producto analizado en este trabajo confirmé cl diagndstico de

b 1 : t

intoxicacién por cl ol cn un | 10 al scr analizada una muestra de sucro, se

detectéd la prescencia de clenbuterol y se confirmé por cromatografia liquida/espectrometria de

masas. En otro estudio rcalizado por Brambilla er al. '* sec mostrd la utilidad del mismo cnsayo

ELISA, para la decteccién de clenbuterol en muestras de orina de

intoxicad b do en
los niveles encontrados en la carne de bovino analizada con esta prucba.
La curva de calibracién construida en este trabajo arro_m rcsul(ados en; nanogmmos por m|l|luro.

para cllo se usaron los valores de las conccnlmciohcs,'dc Ioé'c's'ténd:irés'”dé clénbutcrol’lo que

permitié cfectuar la calibracién con’ resp >-a’ las “densidades épticas’ de..los controles y -las

mucstras.

De acuerdo con los resultados oblcmdos en este cstudm. Iu problcmauca gcncmda por c] uso de

clenbuterol como promo(or de crcc:mlcmo en las mucstras’ proccdcnlcs dcl Dlslnto l‘cdcral se

centra en ¢l consumo de tejidos, visccms dec bovmo cspccix Los r Itad para las

muestras de ave y cerdo, excluyen a dichas especies del probl de salud publica que repr cl
uso de clenbuterol en la alimentacién animal y ¢l consumo de camne con residuos del mismo. En ¢l

. el

caso de¢ las aves, los resultados negativos ot dan con los ob por Merino ez al

[£3)]

en los que se indica la ia dec clent ol en as de suero, retina, higado, miisculo, y
pluma de aves destinadas al consumo humano. Los resultados también coinciden con las

dceclaraciones de Sanchez @

quién sciiala que ni cl clorhidrato dc clenbuterol ni otras hormonas sc
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utilizan en la engorda de pollo en México porque el periodo de vida de éstas es muy corto ¥y no
habria ningtin beneficio, sino que al contrario representan mayores costos de produccion.
Otros cnsayos ELISA han demostrado ser cficaces para la deteccion de clenbuterol en diferentes

muecstras, al comparar los resultados con los obtenidos por cromatografia, Podcsla er al 3 rcsalta' la
3 P

importancia dc llevar a cabo un procecso de extraccién adecuado’ quc pcrmn.a mmlmlznr las;

diferencias entre resultados y los posibles falsos negativos inhercntes a ducho proc ﬁo. Por su pnnc.

Posyniac et al ®* hacc hincapi¢ en la optimizacién de los proccsos dc cxtmccnén pa tencr

resultados mas confiables cuando se comparan los rcsu[tados con, mctodcs dc cromalogmf'a. Dec

acucrdo con los resultados obtenidos en las mucslms moculadaﬁ uullzadae como rcfcrcncnas

positivas, ¢l método de extraccion usado cn cl csludlo. a’ pcsnr dc no scr un’ proccso optlmlzado.

cumple ¢l propdsito de deteccion cualitativa oportuna dc mucslm< : inadas con iterol,

De acucrdo con los resultados, el método de cxlmc ion usndo cn cl csludlo. pcnmle un annhsns

confiable para la deteccién cualitativa mlclal dc clcnbu(crol en cl hlgado de las cspccncs csludmdas.

al obtenerse resultados en las mucstras dc avc y ccrdo sxmnlarcs a los rcponadov. con cl mismo

método de extraccién usado por Mcrino ct al @

Acwalmente existen muchas dncrcpanclas pam cl cslnblccnmlcmo claro de Ia dosis léxnca de

clenbuterol en humanos. Las autondndcs dc nlgunos paises . cstablccen los limites residuales de
clenbuterol en tejidos animales para consumo humnno de acucrdo con 1o que consideran aceptable.

En este sentido, vale la pena seialar que la conccmmmén de residuos maxima (MRL por sus siglas
cn inglés) en tejidos o leche de origen nmmal dc un mcdlcamcnto ¥y sus metabolitos se calcula a
partir de la ingesta diaria admisible en humanos (ADI por sus siglas en inglés). Kuiper er al. @2
mencionan que para el clenbuterol la MRL en algﬁnbs baiscs de la Comunidad Europea cs dc 0.5
ue/kg de tejido comestible, por su parte Smith an secilala que la ADI es de 250 ng/peso loml/d}'m
Para llegar al valor de la ADI sc determiné previamente el nivel de no cfecto del clenbuterol

(NOEL por sus siglas cn inglés) cn humanos, cuyo valor es de 2.5 pg/dia. Brambilla er al. ' sciiala

una dosis promotora de crecimicnto en animales que va de 10 a 20 pp/kg/dia por via oral; de
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acucrdo con Sauer e al. @® esta dosis induce niveles residuales cercanos a los 200 ng/g de higado.
La concentracién promedio obtenida en los resultados de este estudio es de 3.08 ng/ml. De acuerdo
con lo descrito anteriormente, esta concentracion podria no poner en ricsgo la salud del consumidor,
ya que apenas representa un 0.015% de la dosis terapéutica mds baja (20ug/adulto). Es importante
tener en cuenta que ¢l clenbuterol es un farmaco prohibido por las autoridades para usarse como
promotor del crecimiento, independientemente de la concentracion encontrada en las muestras de
higado y de los ricsgos que esta implica, no deberia estar presente en los tejidos animales destinados
al consumo humano y bajo este concepto deberian tomarse las medidas pertinentes por parte de las
autoridades compcetentes.

Liama la atencién que las dosis de clenbuterol utilizadas de forma ilicita por atletas o fisico
culturistas (20 a 200 pg por via oral de 1 a 3 veces por dia) **! son muy supcriores a los valores de
MRL, ADI, NOEL y de dosis tcrapéutica en humanos (20 a 40 pg/adulto). Sumano er al @
cjemplifica que para lograr una dosis broncodilatadora (no téxica) con clenbuterol, se viccohic;'ndim

y usan 10-20 pg/adulto 2 veces al dia, si se tiene un NOEL de 2.5 pg/dia'y ' un higado con'una

concentraciéon de 39 ug de lenb ol/kg, un . individuo - deberia consumir

aproximadamentc 125-250 g de higado para lograr npcnas una dosis br dil. fora, iend
una biodisponibilidad del 100% cn el humano, lo cual no, cs pomblc. Existen algunas difercncias en
cuanto a las dosis terapéuticas y con mayor mzén cnlrc las dosis quc pucden considerarse

pecligrosas, sin embargo dcbe tenerse’ cn cucnm la susccphbllldnd dc cada persona a cicrtos

firmacos.

ol purificado que ticnen como

Los limites de deteccidn se establ

: :iyyovELl’SA utilizado cn cste trabajo

tiene un limite de deteccién’de 0.4 ng/ml‘y en ' co rdancia con’Podesta et al. @ cste valor es
considerado inferior a los limites teéricos de toxicidad para el consumidor humano, aunque ¢l no

indica cual e¢s ese valor téxico.
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Este ensayo ELISA permitié la deteecion r:‘:pidd vy cficaz dc mucstras positivas a la presencia de

clenbuterol y ofrece una ventaja considerable si 's¢’ loma cn cucnla la situacion de la mayoria de los

laboratorios en los difcrentes cstados dc la chubhcn, Ios cualcs no cucnlan con cqu:po para

mas sofisticados pucde ser llcvado a cnbo sies

De acucrdo con los resultados oblcmdos en cstc !mbajo. cl u%o del cnsayo ELISA demostré ser

confiable en la repeticién del experimento con Ias mucslms dc rcs quc dlcron resultados positivos y

con muestras cuyo resultado anterior fuc ncgalivo_ y se” inocularon con clenbuterol a una
concenuracion conocida para ser usadas corﬁc; ’rc'fqr:':in‘cia‘é‘ povsilivas. por lo tanto puede
rccomendarse su uso como un método anuliliéo l-z":pi‘do y qfécli;/o phm la deteceidén de clenbuterol
en mucstras de higado y otros tcjidos de cspcciés anima!és destinadas al consumo humano. Sc
recomicnda también la confirmacién de los resultados pbr métodos aﬁalilicos mas exactos, como la

cromatografia liquida/espectrometria de masas.
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Cuadrol.Resultados de Muestra -al negativo (MN) de muestras de higado de ave para

consumo humano analizadas mediante ELISA para la dcteccién de Clenbuterol.

% MN
Mucstra

Procedencia Positivas Negativas A B C D E F

1 0 6 84 82 82 84 86 o1

2 4] 6 92 93 96 91 84 86
3 0 6 91 89 97 89 98 90
4 (o] 6 99 99 105 113 101 105
5 (o] 6 107 110 107 110 115 105
[ 0] 6 98 96 94 92 86 91

7 0] 6 101 93 90 96 93 96
8 I 6 103 87 89
9 o 6 90 98 92
10 (o] 6 96 95
11 (o] 6 103 86
12 v] 6 102 102
13 1] 6 100 95

14 0 6 96 96
15 20 Y 100 - 106
Total o] (0%) ..-90

: (IOO%)

MN=z 50% sc conS|dcran ncgauvas ala prcscncm dc clcnbutcrol

MNSs 50% sc consideran positivas a la’ prcscnma dc clcnbutcrol
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Cuadro 2. Resultados de Muecstra al negativo (MN) de muestras de higado dec cerdo para

consumo humano analizadas mediante ELISA para la deteccién de clenbuterol.

Yo MN
Muestra
Procedencia  positivas negativas B C D E ¥
1 (o] 6 89 88 89 86 86
2 (o] 6 86 94 86 88 89
3 [} 6 95 88 96 89 97
4 o 6 86 97 87 97 97
5 o] 6 89 89 80 87 94
G 4] 6 82 96 88 77 88
7 o 6 97 88 95 85 88
8 o] 6 97 88 89 88 89
9 0 6 84 88 81 89 88
10 [} 6 87 89 89 78 - 87
11 (o] 6 78 - 88
12 o] 6 87
13 o [ 85.
14 o 6 96
15 o i G 86
Total 0(0%) . =905 - ;
T (100%) T

MNz= 50% se¢ considcran ncgi\tivés ala ‘prcs:cnéiq e clenbuterol

MNS< 50% sc consideran positivas a la p}éécn‘qia de ‘élcnb’ute'roi .
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Cuadro 3. Resultados de Mucstra al negativo (MN) de mucstras de higado de res para

consumo humano analizadas mediante ELISA para la deteccion de clenbuterol

% MN
Muestra

Procedencia positivas negativas A D E F
1 2 4 66 69 69 29
2 2 4 19 92 95 .97
3 0] 6 74 87 87 72
4 0] 6 20 98 94 93
5 6 ] 13 12 8 12
6 4 2 18 66 . 73 18
7 3 3 89 .16 215 22
8 1 s 80 81 7 79 e
9 4 2 L
10 6 o
it 5 1
12 4 2
13 2 ‘4
14 o 6
15 -0 -6 3 O& L i
Total 39 51 * Promedio positivas =17.7

wN

: = 17
(43.3%) 1 (56.6%) ¢ ¢ Promedio nepativas = 80

MN= 50% sc consideran n gmlvasa 1 prc‘s"én_cia‘dt‘: Clgﬁnb“l»ltc'rol :

MNS< 50% sc consideran pdéftiyas alh p‘rf.‘»scr‘u):‘ia':(jc clcnbulérol :
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Cuadro 4. Resultados mucstras de higado de res para consumo humano analizadas mediante

ELISA, para la deteccidn de clenbuterol. Concentracidn de clenbuterol en ng/ml

Concentracton de clenbuterol en ng/ mil

B ) E
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Cuadro 5. Resultados de Mucstra al negativo (MN) de muestras de higado de res para
consumo humano anteriormente positivas y negativas inoculadas analizadas mediante

ELISA para la deteccién de clenbuterol.

Yo MN

Muecstra
Procedencia  positivas  negativas A B C D E F
1 2 NE 17 NE NE NE 17
2 2 13 NE 12 NE NE NE
3* 5 1/ 19 17 20 19 16 NE
4 NE NE NE NE NE NE
S5 6 (¢} 15 34 21 10 10 10
6 4 15 12 12 NE NE 25
7 3 3 NE NE NE 14 15 13
8> 5 43 14 15 20 17 NE
9 4 2 NE 21 12 NE 12 11.
10 6 4]
11 5 1
12 3 3
13 2 4
Total 478 2

(95.9%)  (4.0%).

* muestras moculadas e
§ mcluyc las mucstras’ anlcnom nte ne
“mucstras negativas .

MNz= 50% se CO!\SIch’an ncgauvas a prcscncxa dc clcnbutcrol

MN=< 50% sc consndcmn posmvas a la prcscncm dc clcnbutcrol
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Cuadro 6. Resultados muestras de higado de res para consumo humano anteriormente
positivas y ncgativas inoculadas analizadas mediante ELISA | concentracion de clenbuterol

cn ng/ml.

Concentracion de clenbuterol en ng/ mi

procederncia positivas ) D

BwuarRBEAWNN

475, : . dio'p S
(95.9%) " . : Promedio negativas =

*Mucstras inoculadas
§ Incluyc muestras inoculadas
“Mucstras anteriormentc negativas
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