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RESUMEN

Este trabajo describe el desarrollo y la validaciéon de una metodologia analitica para la
determinacion de los enantidmeros de Clembuterol en un modelo animal, su objetivo principal es
establecer si existen diferencias en la proporcion enantiomérica y de metabolitos de clembuterol
en orina que permitan discriminar la ingesta no intencional de una con fines de dopaje, utilizando
las técnicas de extraccion liquido-liquido y la cromatografia liquida de ultra eficiencia acoplada a
un detector de espectrometria de masas-masas. El clembuterol es conocido por mejorar la
resistencia en competencia y el crecimiento muscular en los atletas. Aunque es un medicamento
prohibido, bien regulado en México y Unicamente autorizado con fines terapéuticos, su uso por
parte de la produccion pecuaria estd ampliamente difundido para inducir el crecimiento de su
ganado. Los estudios anteriores sugieren que la relacion enantiomérica de clembuterol puede ser
diferente segun la fuente de ingesta. Sin embargo, alin no se ha explorado la relacion
enantiomérica a lo largo de un ciclo de dopaje o una ingesta continua de carne contaminada. En
esta primera aproximacion, el objetivo fue el desarrollo y la validacién de un método sensible y
rapido para la determinacion de enantiomeros de S- (+) y R- (-) de clembuterol para su uso en un
estudio controlado en ratas alimentadas durante una semana con carne contaminada de
clembuterol y en una simulacion de un ciclo de dopaje. Los enantidmeros se midieron utilizando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas con un analizador de triple cuadrupolo
(LC-TQ-MS) y se separaron en una columna Chiralpak AGP. El método fue completamente
validado siguiendo la VICH (Conferencia Internacional Veterinaria sobre pautas de
armonizacion) y fue lineal en el rango de 12.5-800 pg/mL con un coeficiente de correlacion de
>0.98 para cada enantidmero, y con un limite de cuantificacion y deteccion (LOQ y LOD) de
12.5 pg/mL y 6.5 pg/mL, respectivamente, para ambos enantiomeros. La aplicacion de este
método sefial6 el cambio de la relacion enantiomérica en la orina de ratas durante los primeros
cinco dias del ciclo de dopaje (p<0.001) (R/S=0.67-0.89) en comparacion con el grupo
alimentado con carne contaminada (R/S=(0.97-1.22). Estos resultados son de importancia en
futuros estudios de dopaje. Asi, mismo, se identificaron 5 metabolitos de clembuterol y un

posible indicador de dafio celular en el que existieron diferencias significativas entre los grupos.
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ABSTRACT

This work describes the development and validation of an analytical methodology for the
determination of the enantiomers of Clenbuterol in an animal model, its main objective is to
establish if there are differences in the enantiomeric ratio and of urinary clenbuterol metabolites
that allow to discriminate the intake not intentional one for doping purposes, using liquid-liquid
extraction techniques and ultra-efficient liquid chromatography coupled to a mass-mass
spectrometry detector. Clenbuterol is known to improve competition resistance and muscular
growth in athletes. Although it is a prohibited drug, well-regulated in Mexico and only authorized
for therapeutic purposes, its use by livestock production is widely spread to induce the growth of
its livestock. Previous studies suggest that enantiomeric relationship of clenbuterol may be
different according to the intake source. However, the enantiomeric relationship throughout a
doping cycle or a continuous intake of contaminated meat has not yet been explored. In this first
approximation, our aim was the development and validation of a sensitive and rapid method for
the determination of S- (+) and R- (—) clenbuterol enantiomers to be used in a controlled study in
rats fed for one week with contaminated meat or simulating a doping cycle. Enantiomers were
measured using liquid chromatography coupled to mass spectrometry with a triple quadrupole
analyzer (LC-TQ-MS) and were separated on an AGP Chiralpak column. The method was fully
validated following the VICH (Veterinary International Conference on Harmonization
guidelines) and was linear in the range of 12.5-800 pg/mL with a correlation coefficient of >0.98
for each enantiomer, and with a limit of quantitation and detection (LOQ and LOD) of 12.5
pg/mL and 6.5 pg/mL, respectively, for both enantiomers. The application of this method
indicated the change of the enantiomeric ratio in the urine of rats during the first five days of the
doping cycle (p <0.001) (R/S = 0.67-0.89) compared to the group fed contaminated meat
(R/S = 0.97-1.22). These results are of importance in future doping studies, and 5 metabolites of
clenbuterol were identified and a possible indicator of cell damage in which there were

significant differences between the groups.

Keywords: Clenbuterol, doping, enantiomers, LC-MS/MS, SRM.
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1. INTRODUCCION

El uso de clembuterol se propaga ampliamente entre los atletas para mejorar la resistencia de la
competencia y el crecimiento muscular su uso se ha convertido en un problema no so6lo de salud
publica sino también de tipo econdmico y ético. Aunque es ilegal y reprensible, ya que es una
forma de hacer trampa en los deportes, el clembuterol es altamente promocionado por los sitios
web de culturismo como un estandar de oro para perder peso y ganar tejido muscular. El
clembuterol se puede adquirir facilmente a través de sitios web en linea o en el mercado negro,
ademads de consumirse sin saber a través de la carne que se vende en el mercado (Prezelj et al.,
2003). Este ultimo hecho ha creado una gran controversia entre los atletas y la ley que arroja
dudas sobre si la presencia de clembuterol en la orina de los atletas provino de la ingesta directa
con fines de dopaje o por medio del consumo de carne, argumentando la presencia de residuos
(Parr et al., 2017; Thevis et al., 2013). Lo que resulta en una afectacion directa al ganadero y a
todos los miembros de la cadena de produccion de los alimentos de origen carnico, a las
exportaciones y econdmicamente al comercio mexicano ya que genera desconfianza de la

inocuidad de la carne comercializada de México al mundo.

En este sentido, existe una necesidad urgente de realizar una prueba precisa que, ademas de
proporcionar la cantidad, discrimine la fuente del clembuterol que se encuentra en la orina de un
atleta. Ya en 2011, la Agencia Mundial Antidopaje (WADA) emiti6 advertencias especificas
sobre este problema, donde se sabe que la prevalencia de la contaminacion de la carne por el
clembuterol es alta (Wada-ama.org, 2011). Como ejemplo de su uso en ovejas y vacas, se ha
informado que el clembuterol puede aumentar su masa muscular entre un 8% y un 40% (Johnson
et al., 2014; Malucelli et al., 1994; Miller et al., 1988; Schiavetta et al., 1990). Ademas, el
clembuterol se elimina fécil y rdpidamente del animal y se vuelve indetectable después de un
pequefio periodo de retiro, lo que finalmente resulta en un beneficio sustancial para los ganaderos
sin trazabilidad (Dimeo, 2018; Wood et al., 2010). El uso de clembuterol es autorizado
exclusivamente con fines terapéuticos como en el caso de vacas para efecto tocolitico o como
broncodilatador en caballos, su uso en animales destinados al consumo humano es ilegal, acuerdo
NOM-064-Z0O0-2000, publicada en el DOF 5 de marzo del 2012. Existe el programa de

productor confiable para aquellos productores que quieren exportar sus productos carnicos y el
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programa Nacional de Residuos Toéxicos Peligrosos que contemple esa molécula a nivel de
rastros tipo Inspeccion Federal (TIF). Sin embargo, podrian no quedar sujetos a vigilancia
sanitaria algunos expendios de productos carnicos no establecidos, como los situados en tianguis
y mercados sobre ruedas, cuyo giro comercial se permite o prohibe de acuerdo con las
disposiciones legales de cada entidad o la matanza clandestina y sus nulas practicas sanitarias por

lo que hay que considerarlo (Diario Oficial, 1951; Jiménez et al.,2011).

De acuerdo al Articulo 221 BIS-A del Codigo Penal, se impondra de tres a diez afios de prision y
de cien a quinientos dias multa: (Ref. P. O. No. 15, 14-111-08), a quien posea, transporte, traslade,
almacene, distribuya o comercie Clembuterol o lo suministre a animales de consumo humano, sin
contar con el soporte técnico correspondiente para su empleo industrial, nutricional o

farmacéutico en animales de consumo humano.

El Clembuterol es una molécula que presenta enantiomeros R-(-) y S-(+) 50:50 y que se
comercializa como mezcla racémica. En publicaciones recientes, se ha sugerido que la relacion
enantiomérica puede cambiar si el clembuterol se consume a través de carne contaminada o por
administracion oral (Guddat et al., 2012; Thevis et al., 2013). Después de una administracion oral
del farmaco, el clembuterol tiene una proporcion igual de enantidmeros 1:1; sin embargo, en
carne, los articulos han reportado diferencias en la relacién enantiomérica hasta 3:1 (R-(-): S-(+))
(Guddat et al., 2012; Thevis et al.,, 2013). En otro estudio, Z. L. Wang demostré que el
agotamiento es significativamente diferente para cada enantiomero en cerdos, vacas y corderos;
especificamente en el caso de los porcinos, hay una acumulacién de S - (+) clembuterol en el
musculo y el higado (Thevis et al., 2013). Ademas, se ha informado que el R- (—) clembuterol se
acumula en los musculos de la carne de res y cordero (Wang et al., 2016). En consecuencia, una
hipotesis es que los enantidmeros de clembuterol en la orina humana pueden diferir dependiendo
del tipo de carne ingerida. Sin embargo, hasta la fecha esta hip6tesis no ha sido probada. En un
estudio reciente, la administracion de una dosis unica de clembuterol a través de o carne
contaminada en humanos no mostr6 diferencias en la relacion enantiomérica de clembuterol, ya
que todas las fuentes de clembuterol contenian la misma proporcion (1:1) de enantiomeros (Parr

etal., 2017).
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Sin embargo, alin no se ha explorado la relacion enantiomérica a lo largo de un ciclo de dopaje o
una ingesta continua de carne contaminada. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el
impacto de la ingesta de clembuterol midiendo sus enantidmeros en la orina de tres grupos de
animales: ratas en un ciclo de dopaje, ratas alimentadas continuamente con carne contaminada y
ratas alimentadas normalmente sin clembuterol durante 7 dias, para establecer posibles
diferencias entre un ciclo de dopaje y la ingesta continua de carne contaminada. Para perseguir
este proposito, se desarrolld y validé una metodologia analitica siguiendo las directrices de la

VICH (Steering et al., 2016).

1. MARCO TEORICO

En todos los paises la calidad y la inocuidad de los alimentos es de gran relevancia debido a que
es obligatorio satisfacer las necesidades de una poblacion que estd en constante cambio y
crecimiento. Ante esta situacion, es necesario presentar al consumidor productos de mayor
calidad y de menor costo, para ello se han presentado diferentes tecnologias y métodos para
lograrlo en el menor tiempo posible, entre estos se encuentra la adicion de sustancias, tales como:

probidticos, hormonas, modificadores metabdlicos, clembuterol entre otros.

El clembuterol es autorizado para su uso clinico en medicina veterinaria como broncodilatador en
bovinos, equinos y animales de compafiia, 0 como un tocolitico en vacas con un limite maximo
de residuos (LMR) de 0.5 pg/kg de higado / rifion y 0,1 ug/kg para el musculo o 0.05 pg/L para la
leche (Ramos et al., 2003; Serratosa et al.,2006), es un medicamento que se usa en la farmacopea
humana como potente broncodilatador en el asma bronquial a dosis de 10 a 40 mg, que se
expende libremente en las boticas como salbutamol para enfermos que lo requieren, bajo
prescripcion médica. Sin embargo, los B-agonistas adrenérgicos (BAA) se han utilizado en la
produccion animal, incluidos los rumiantes, propiciando una mayor eficiencia de uso del
alimento, la cual se manifiesta en mejores caracteristicas de la canal, asi como en la composicion

quimica de la carne.

En México estd prohibido el uso de clembuterol desde el 2000 con la Norma emergente: NOM-
EM 015-ZO0-2002, Norma Oficial Mexicana de Emergencia. Especificaciones técnicas para el

control del uso de Beta-agonistas en los animales, publicada en el DOF 1 de marzo de 2002. A
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partir del afio 2002, se fortaleci6 la vigilancia epidemioldgica de la intoxicacion alimentaria por
clembuterol, el promedio anual de casos notificados en los ltimos cinco afios es de 220 casos.
En el anio 2007, se notificaron 110 casos, con una tasa de incidencia de 0.10 casos por 100,000
habitantes; lo anterior represento una reducciéon en la incidencia de los casos del 81%

(Epidemiologia, 2012).

En México en el 2013 se llevo a cabo una inspeccion especifica de un centro de distribucion para
este B-agonista, que implica el andlisis de un total de 78 muestras de higado de bovino. De todas
las muestras examinadas, el 62% de ellos tenian concentraciones superiores al limite maximo de
residuos de 0,6 ng/g establecido por la agencia de alimentos del departamento de agricultura de
las Naciones Unidas para clembuterol (Morales et al., 2013). En 2014 la Secretaria de Salud a
través de la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) informo
que luego de realizar en el presente ano 37 verificaciones de rastros se llevaron a cabo 10
suspensiones donde se detectd presencia de clembuterol o malas practicas higiénicas, los rastros
clausurados, se ubican en los estados de Guanajuato, Jalisco, Morelos, Nayarit, Tlaxcala, Puebla,
Querétaro y Aguascalientes, tras detectarse clembuterol en la orina, sangre o musculo de las reses
(Productora Nacional de Biologicos Veterinarios, 2014). Actualmente Sedrae investiga a granja
de Aguascalientes por probable uso de clembuterol (Productora Nacional de Biologicos

Veterinarios, 2019).

El problema potencial en salud ptblica se debe posiblemente a una cuestion de concentraciones
del clembuterol en los alimentos ingeridos y no a una toxicidad genémica acumulable o de otra
de las indoles ya referidas (Sumano et al., 2002). Un estudio en pollos de engorde, alimentados
con una dieta que contenia 1 ppm de clembuterol durante 2 semanas mostr6 que el contenido de
clembuterol disminuy6 rapidamente en el musculo y ya no era detectable 24 h después de la
interrupcion del tratamiento (Malucelli et al., 1994). Ademas, estudios previos han demostrado
que los musculos de los animales tratados con dosis diez veces mayor a las terapéuticas durante
15 dias puede no ser muy toxico para los consumidores 5 dias después de retirar el tratamiento y
que las muestras de musculo parecen ser una matriz inadecuada para el control de los abusos

debido a su bajo contenido y la rapida eliminacién de clembuterol (Sauer et al., 1995).
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Sauer et al administrd clembuterol por via oral a diez veces la dosis terapéutica (10 pg/kg de peso
cada 12 h durante 21 dias) en becerros Holstein-Friesian y se determinaron las principales
variables farmacocinéticas y el patrén de eliminacion de los residuos en los organos y tejidos
habituales. Las concentraciones del clembuterol fueron mas elevadas en el higado. Sin embargo,
las concentraciones en la coroides/retina fueron diez veces mayores que en el higado en todos los
tiempos después de terminado el tratamiento. La melanina es el componente ocular responsable

de la fijacion del clembuterol (Howells et al., 1994).

En otro estudio se determind el nivel de residuos de clembuterol en el tejido muscular de cerdos
después de la administracion repetida de una dosis de 20 mg/kg, la determinacion fue por ensayo
de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) como método de cribado y la espectrometria de
masas en tandem de cromatografia liquida (LC-MS/MS) como método de confirmacion. La
administracion de clembuterol como promotor del crecimiento en la produccion de cerdos podria
dar lugar a residuos en la carne para el consumo humano hasta 7 dias después de la interrupcion
del tratamiento (Pleadin et al., 2010). En contraste, la acumulacion de clembuterol en los tejidos
comestibles de la especie porcina se encontrd que era en mayor proporcion hacia S-(+), es decir,
en periodos mas largos S- (+) de clembuterol se enriquece en los tejidos mientras que el R-(-) se

agota (Smith, 2014; Smith, 2000).

En consecuencia, los enantiomeros de clembuterol son eliminados por via renal y pueden diferir
en la orina humana en funcién de la composiciéon administrada (Thevis et al., 2013). El
estereoisomero S-(+) fue el estereoisdmero de clembuterol predominante presente en los tejidos
comestibles de los cerdos sacrificados después de los periodos de suspension de 0, 3 y 7 dias, con
una relacion (+)/(-) isomero de aproximadamente 3:1. La prevalencia del estereoisomero S-(+) en
los tejidos comestibles de los cerdos en todos los periodos de abstinencia sugiere que los procesos
estereoselectivos estan ocurriendo durante la absorcidn, distribucion, metabolismo, y/o la
excrecion de clembuterol. El efecto de la dosis de clembuterol en su composicidn estereoquimica
en los tejidos comestibles es desconocida, pero serd un area de investigacion adicional (Smith,

2000).

Mas recientemente, Guddat et al. public6 los resultados de andlisis de muestras de orina

proporcionadas por 28 voluntarios después de haber viajado a China (Guddat et al., 2012). El
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clembuterol se detectd en el 79% de las muestras analizadas con niveles de concentracion entre 1
y 50.5 pg/mL. Los autores remarcan la posibilidad de un problema general de contaminacion de
alimentos en China, que podria dar lugar a riesgos de dopaje involuntario para los atletas en el

deporte.

En Chipre se realizé un estudio clinico que incluia 18 voluntarios, después de una ingestion oral
de una sola dosis de clembuterol en yogures enriquecidos con jarabe Spiropent® (frasco de 100
m, Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co KG, Ingelheim am Rhein, Alemania) que
contiene Smg/mL de clorhidrato de clembuterol, se recolectaron muestras de orina in situ. (Nicoli
et al.,, 2013). Los perfiles farmacocinéticos urinarios mostraron que los niveles méaximos de
clembuterol en la orina aparecieron aproximadamente 4 h. después de la administracion (Tmax).
Los valores maximos de excrecion durante este periodo de tiempo fueron de aproximadamente
1.2 £ 0.3 ng de clembuterol/mg de creatinina (1.2 £ 0.4 ng/mL) después de una sola dosis de 10
mg, mientras que los niveles traza (aprox. 5 pg/mL) de este compuesto se encontraron en las

muestras hasta 6 dias (140 h) después de la administracion.

Asimismo, en el ambito deportivo el uso de clembuterol con fines de dopaje ha generado casos en
deportistas. El 19 de agosto el deportista Alberto Contador recibid el resultado positivo (50
pg/mL) de la prueba de orina para (World Anti-Doping Agency) debido a su efecto anabolizante.
Ante la imposibilidad en su defensa de demostrar la contaminacion carnica, fue sancionado
econdmicamente y penalizado dos afios fuera de competicion, siendo desprovisto del titulo (Elisa

Bazo Santos, Miguel Cantalejo Diaz, Israel Chicaiza Portilla & Nogueira, 2013).

Taylor Findlay fue sancionado en febrero de 2016. El 1 de mayo, el Centro Canadiense de Etica
en los Deportes (CCES) divulg6 publicamente la decision de sancionar el levantador de pesas
durante cuatro afios. Findlay, que trabaja tiempo completo en una clinica veterinaria, contd en su
audiencia que comid carne de caballo en un restaurante francés antes de que su muestra fuera
recolectada fuera de competicion (Cumming & Manager, 2017). El andlisis encontr6 una
presencia de clembuterol a un nivel aproximado de 0,15 ng/mL; que, segun la decision escrita, es

compatible con el consumo de carne contaminada en México y China.
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Se han registrado mas de 250 casos de dopaje con clembuterol. El fisiculturismo es el deporte con
la mayoria de los casos (61) seguidos por el atletismo (46) y el ciclismo (26). Hasta ahora, se han
registrado 24 levantadores de pesas que dieron positivo. Republica Checa es el pais con mas
casos (32) seguido de China (21) y Australia (17). Hasta ahora se han registrado siete atletas de
Canada que dieron positivo por clembuterol, 155 atletas han sido sancionados durante dos afios,
mientras que 36 han sido suspendidos por cuatro afios (Ltd. & Drive, 2017). Cuatro han recibido

una advertencia publica y hasta el momento seis atletas han recibido una suspension de por vida.

Cabe resaltar que en 2017 los deportistas continuan dando positivo a clembuterol y muchos de

estos justifican con el consumo de carne contaminada con clembuterol.

El centro de investigacién para la prevencion del dopaje perteneciente a la Universidad de
Colonia (Alemania) realiz6 un estudio de orina a 28 voluntarios no deportistas que habian viajado
a diferentes zonas de China o que eran residentes, de estos voluntarios 22 fueron positivos en

clembuterol y sélo 6 negativos (de los cuales uno era vegetariano y no comia carne).

En 2011 la Asociacion Nacional Antidopaje Alemana, advirtié a los deportistas de su pais, que
consumir carne contaminada en México podria causarles problemas en las pruebas clinicas y les
recomendo ser muy cuidadosos en sus viajes a este pais. La carne en México contiene una mayor
concentracion de clembuterol que en China, indicoé la asociacion, luego de que dos viajeros

dieron positivo al regresar de este pais a Alemania (Thevis et al.,2013; WADA, 2011).

En la tabla 1 se observan los resultados 2012 reportados por el Laboratorio Nacional de
Prevencion y Control de Dopaje, sin embargo, en este reporte, no deben ser confundidos con
sanciones impuestas a violacion de las reglas antidopaje. Aunque los reglamentos de la Agencia
Mundial Antidopaje (WADA) generalmente siguen el principio de responsabilidad objetiva (es
decir, se establece una violacion de dopaje cuando la muestra de un atleta es encontrado positivo
por una sustancia prohibida o de sus metabolitos, independientemente de una inadvertida o
administracion intencional), es de suma importancia para explotar todos los medios cientificos

validos para proteger al atleta inocente de las sanciones.
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Tabla 1. Resultados 2012 reportados por el laboratorio nacional de prevencién y control de dopaje

Organizacion antidopaje/Federacion Nacional Ma  Raa** Sustancias detectadas
Federacion Mexicana de Karate y Artes 47 1 Clembuterol
Marciales Afines A. C.
Federacion Mexicana de Fuatbol Asociacion A. C. | 120 3 Clembuterol
Federacion Mexicana de Asociaciones de 183 11 Boldenona, Clembuterol, Dexametasona,
Atletismo A. C. Metilhexamina,
Federacion Mexicana de Baloncesto A. C. 41 13 Clembuterol
Federacion Mexicana de Boxeo de Aficionados 56 2 Clorotiazida, Clembuterol
A. C.
Federacion Mexicana de Ciclismo A. C. 181 15 Boldenona, Clembuterol, Hidroclorotiazida,
Estanozolol Metilhexamina
Federacion Mexicana de Deportes sobre Sillas de 87 6 Clortalidona, Clembuterol, Dexametasona
Ruedas A. C
Federacion Mexicana de Gimnasia A. C. 54 2 Clembuterol
Federacion Mexicana de Handball A. C. 27 1 Clembuterol
Federacion Mexicana de Judo A. C. 60 4 Clembuterol, Metilhexamina
Federacion Mexicana de Levantamiento de Pesas 186 13 Clembuterol, Epimetendiol, Metiltestosterone M-2,
A. C. Metilhexamina,
Federacion Mexicana de Natacion A. C. 159 3 Clembuterol, THC-COOH
Federacion Mexicana de Pentatlon Moderno A. 26 2 Clembuterol
C.
Federacion Mexicana de Tae Kwon Do A.C. 45 3 Clembuterol
Federacion de Squash de México A. C. 6 1 Clembuterol
Federacion Mexicana de Fatbol Americano A. C. 111 11 19-Norandrosterone, 19-Noretiocholanolone,
Clembuterol, Clortalidona, Oxandrolona
Liga Mexicana de Béisbol 374 16, 19-Norandrosterone, 19-Noretiocholanolone,
Clembuterol, THC-COOH

** Los resultados analiticos adversos (Raa), Ma = Muestras analizadas

En la tabla 2 se observa un comparativo de la cantidad promedio de clembuterol encontrada en

atletas en diferentes ciudades, se observa que Querétaro contiene el valor mas alto (5 hallazgos

entre 209 y 1556 pg/mL), Monterrey (4 hallazgos entre 389 y 1500 pg/mL), y Guadalajara (1

hallazgo a 265 pg/mL), mientras que las muestras recogidas en Torredn no superaron los niveles

superiores a 18 pg/mL.

Tabla 2. Recopilacion de detalles especificos de hallazgos analiticos adversos en relacion con las ciudades anfitrionas(Thevis,
Geyer, et al., 2013)

Ciudad de Muestras Clembuterol Promedio Mediana Min Max
s recolectadas  encontrado
competicion ) In (%)] conc. (pg/ml) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Guadalajara 32 24(75) 54.5 222 2.4 265.3
Ciudad de México 8 5(63) 89.6 96.3 44 163.6
Monterrey 32 16(50) 307.5 39.9 1.3 1500
Morelia 32 16(50) 21.3 15.7 1.3 73.0
Pachuca 36 11(31) 29.6 19.3 1.3 159.6
Querétaro 36 32(89) 123.2 54.8 2.1 1556
Torredn 32 5(16) 7.5 5.1 1.8 17.7
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En la tabla 3 se observa el resumen antidoping IFBB, 2014, 2015 y 2016, en el Campeonato
Mundial Juniors y Masters 2014 Morelia, México - 2 al 6 de octubre de 2014 (IFBB, 2017).

Tabla 3. Resultados de algunos atletas que dieron positivo en la prueba de dopaje en orden cronoldgico.

ATLETA PAIS SUBSTANCIA(S) COMENTARIOS
ALENA Federacion Clorotiazida, Hidroclorotiazida, Triamtereno y LU 55 e SEpEnin or 3 His;
desde el 5 de octubre de 2014 hasta 4
PROKOFEVA Rusa Clembuterol
de octubre de 2017.
. . El atleta fue suspendido por 3 afios,
VIACHESLAV Federacion de Stanozolol y metabolitos, Canrenona, desde el 5 de octubre de 2014 hasta
FEDORENKO Ucrania. Clembuterol y metabolito de la Boldenona esde ¢t 5 de octubre de s
el 4 de octubre de 2017.
lol li lorotiazi . ~
Federacion miigglzi(t)oz ]}é[iierzzgiaoo;f)?lz (I:\/[(Zartzfcleif)ll(iifa}:ie 18] Gl i IO [0k &) £,
JOSEF AHMAD ? ’ desde el 5 de octubre de 2014 hasta
Sueca Mesterolona, Metenolona, Clembuterol,
. . el 4 de octubre de 2017.
Furosemida y Amilorida
.y . L El atleta fue suspendido por 3 afos,
JOSE REARTES F:fersfif“ Canrenonj‘r’l T‘goﬁi‘)rg“azidi’ ZC'fTb“tem' Y desdeel 15 de noviembre de 2014
gentina ctabolito de estanozolo hasta el 14 de noviembre de 2017.
MOHAMED Federacién de Canr.enona, anastrazole, Clembutgrol, El atleta fue suspen.dldo por 3 afos,
ZAKAREYA Eginto metabolito de la trenbolona, metabolito de la desde el 15 de noviembre de 2014
gp drostatanolona y Metabolito de Stanozolol hasta el 14 de noviembre, 2017.
Federacién Triamtereno, hidroclorotiazida, Clembuterol, Fue suspendido por 3 afios, desde el
TIM BUDESHEIM metabolito de la trenbolona, metabolito de 15 de noviembre de 2014 hasta el 14
Alemana . ;
metandienona y drostatanolona de noviembre de 2017.
Federacion Furosemida, Clembuterol, metabolito de la El atleta fue suspendido por 3 afios,
DINESH KAMBLE india trenbolona, metabolito de la drostatanolona y del 15 de noviembre de 2014 al 14
metabolito del estanozolol de noviembre de 2017.
Federacion Clembuterol, Furosemida, Oxandrolona y El atleta fue suspendido por 3 afios,
ARTEM PYARI Rusa metabolito, Stanozolol y Metabolitos de desde el 15 de diciembre de 2014
Stanozolol. hasta el 14 de diciembre de 2017.
CARLOS Federacion Clembuterol, oxandrolona y metabolito, i BRI e U
o . desde el 19 de enero de 2015 hasta el
MARVILLIA Brasilefia Stanozolol y Stanozolol metabolitos
18 de enero de 2018.
WILMER Clembuterol, Mesterolona, Boldenona, El atleta fue suspendido por 4 afios,
SARMIENTO Honduras Boldiona, Estanozolol, Hidroclorotiazida, desde el 06 de diciembre de 2014
Furosemida. hasta el 06 de diciembre de 2018.
CAROLINA Republica Canrenone. Clembuterol. Methyltestosterona L edlst s suspen@ Ak o 4. 1103,
SOLANO Dominicana metabolites, Metabolitos de Stanozolol dlesile el 20 dle agianie dls 211
? ’ hasta el 29 de septiembre de 2019.
. Triamterene, Hidrichlorothiazide and El atleta fue suspendido por 4 afios,
ECVHAIEIII)\IIE)E H(?lz:llzil:ssas metabolites. Clembuterol, Oxandrolone desde el 29 de septiembre de 2015
metabolites, Metabolitos de Stanozolol. hasta el 29 de septiembre de 2019.
El periodo de descalificacion
comienza el 12 de mayo de 2016
MARIE ) Rentiblica Oxandrolon, Clenbuterol, amilorid, metenolon,  (fecha de la notificacién del Comité
BOUCHALOVA C%eca hidroclorotiazida y tamoxifeno. Checo Antidopaje sobre la infraccion
’ de las normas antidopaje) y termina
el 11 de mayo de 2020
o Repiiblica El periodo de inhabilitacion
RADEK JURAN Clileca Drostanolon, Clembuterol y marihuana. comienza el 12 de mayo de 2016 y
’ termina el 11 de mayo.
El atleta fue suspendido por cuatro
) afios, desde el 18 de junio de 2016
ISRAEL GOMEZ Espafia Clembuterol hasta el 17 de junio de 2020.
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ATLETA PAIS SUBSTANCIA(S) COMENTARIOS
CARLOS Clembuterol, Oxandrolona PC y su metabolito E(lc?:;frtg)f;fels;sg::ii? f 20 1:;124
MAURICIO Colombia Epioxandrolona, 3-OH Stanozolol y 16-OH septiembre de 2’01 6 hasta ol 11 de
GOMEZ SALAS Stanozolol metabolitos de Stanozolol; P .
septiembre de 2020.
GRISEL El atleta fue suspendido por cuatro
RODRIGUEZ El Salvador Clembuterol, Estanozolol, Pregnanediol. afios, desde el 18 de junio de 2016
AYALA hasta el 17 de junio de 2020.
. . El atleta fue suspendido por 3 afos,
ATEMpYaR | Felemeon | clombuerl P Osendlons gl 3 e Gkmbr s 2014
: Y hasta el 14 de diciembre de 2017.
MIGUEL Clembuterol, 19-norandrosterona, 3- . El atleta fue suspendido por 04
OHStanozolol y 16-OH Stanozolol metabolitos ~
ANTONIO . . . (cuatro) afios, desde el 12 de
: Chile de Stanozolol, Epitrembolona -metabolito de .
RAMIREZ X septiembre de 2016 hastael 11 de
trembolona, Canrenone - metabolito de .
HERRERA . septiembre de 2020.
Espironolactona, Anastrazol y Letrozol
RICARDO Clembuterol, 2(1.-met11-5a-androstan-3a-ol-17- El atleta fue suspendido por 04
ona, metabolito de Drostanolone, 3-OH ~
ERNESTO . (cuatro) afios, desde el 12 de
Ecuador Stanozolol y 16-OHStanozolol metabolitos de .
LS NI Stanozolol, Anastrazol, Canrenone, metabolito i coAlvlipgn el 11 ¢
MURILLO ’ 2 ’ septiembre de 2020.
de Espironolactona
Metabolitos de Boldengna, M_etabohtos de El atleta Felix Amaldo esté
) Stanozolol, Furosemida, Triamtereno, suspendido por cuatro afios. a parti
FELIX ARNALDO Aruba Hydrochlothiazide y Matabolita p p »ap
. . del 02 de octubre 2016 del 02 de
(cloraminofenamida), Anastrozol, . .
octubre de 2020 inclusive.
Clembuterol.
RANDY SANTOS Reiisilie Mesterolone mgtal?ollta, furoserplda, }~31 atleta fue suspendido por cuatro
SORAINE dominicana Hydrqchlothla;lde y matabolita afios, desde el 02 de octubre de 2016
(cloraminofenamida), Clembuterol. el 2 de octubre de 2020.

11.1. CLEMBUTEROL

2.1.1. Regulacion de Clembuterol en México

En el punto 6.10.5 de la NOM-194-SSA1-2004 se indica que los productos de ganado bovino
deberan estar libres de clembuterol, y el cumplimiento de esta disposicion corresponde a la
COFEPRIS (que ejerce las atribuciones de regulacion, control y fomento sanitarios) y a los
gobiernos de las entidades federativas. De esta forma, se evaltian las condiciones sanitarias de los
establecimientos y se toman muestras de alimentos para su analisis, con el objeto de proporcionar
evidencia en el cumplimiento de las especificaciones sanitarias conforme a la ley, o en su defecto,
dar los elementos para proceder a las medidas de seguridad, como la incautacion del producto
contaminado o sospechoso hasta la suspension de actividades del establecimiento. Actualmente
una muestra negativa se considera a partir de residuos por debajo de 2000 ppt y no por la

ausencia del residuo en el producto. (FAO, 2005; COFEPRIS, 2006; Jiménez et al.,2011)
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En el ano 2000 se emiti6 la norma oficial mexicana NOM-061-Z0O0-1999, denominada:
Especificaciones zoosanitarias de los productos alimenticios para consumo animal, en la cual
queda explicitamente prohibido el uso de Clembuterol, asi como de todos aquellos ingredientes
y/o aditivos alimenticios que comprobadamente puedan ser nocivos para la salud publica o
representen riesgo zoosanitario, y que no cuenten con el soporte técnico correspondiente para su

empleo en la nutricidon de los animales (Fernandez, 2012).

Aunado a ello también se encuentra la NOM-EM-015-2002 mencionando que queda prohibida la
Produccién, Manufactura, Fabricacion, Elaboracion, Preparacion, Acondicionamiento,
Transportacion, Trafico, Comercializacion, Suministro y Utilizacion de los Principios Activos (j3-
agonistas) destinados para consumo y uso en animales (quedando comprendido el clembuterol);
asi mismo la NOM-064- ZO0O-2000, marca los lineamientos para la clasificacion y prescripcion

de productos farmacéuticos veterinarios por el nivel de riesgo de sus Ingredientes activos.

En atencion a esta problematica, la SAGARPA realiza la verificacion en establecimientos TIF
para deteccion de clembuterol (SAGARPA, 2007), ademas, ha desarrollado estrategias para
fomentar el no uso del clembuterol, como el “Manual de buenas practicas de produccion en la
engorda de ganado bovino en confinamiento” (SAGARPA, 2009; Jiménez et al., 2011) y con el
programa de “Proveedor Confiable”, Libre de Clembuterol, mediante la puesta en marcha del
Acuerdo entre el SENASICA vy los Rastros Tipo Inspeccion Federal, lo que significa que dichas
plantas de procesamiento de ganado unicamente pueden recibir el que provenga de explotaciones
inscritas en el Programa de Proveedor Confiable, esto garantizard que los productos carnicos que
se comercialicen provenientes de la red de Plantas TIF, se encuentren libres de dicha sustancia.
La COFEPRIS continta vigilando, junto con SAGARPA y las 32 entidades federativas, la
matanza de reses en los rastros municipales y tipo TIF, ya que el uso de clembuterol en la
engorda de ganado esta prohibido por la legislacion de sanidad animal y representa un riesgo para
la salud humana. El uso del clembuterol en la alimentacion de los animales esté tipificado como
delito en el Titulo Décimo Cap. 1V, articulos 172, 173 y 174 de la Ley Federal de Sanidad
Animal, el cual especifica sancionar con prision y multa (Diario Oficial,2007; Jiménez et al.,

2011).
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2.1.2. Propiedades fisicoquimicas del Clembuterol

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas del clembuterol

Propiedad Caracteristicas

(a) R-(-)-Clembuterol (activo de a) b)

receptor B2 adrenérgico) B

H CHJ H,N
b) S- (+)-Clembuterol (inactivo NP CH,
de receptor adrenérgico)
CHs [of N CHy
H Ch,
OH
Aspecto Polvo microcristalino incoloro o ligeramente amarillo.
Solubilidad En metanol y etanol, moderadamente soluble en cloroformo e insoluble en
benceno
pka 8.5,10
Punto de fusion 170-176° C
ITon precursor/lon producto en 277—203 m/z

ESI +

2.1.3. Mecanismos de accion de los p-agonistas en el metabolismo

En el tejido adiposo los B-agonistas aumentan marcadamente el metabolismo degradativo de los
lipidos en el adipocito, por lo tanto, impiden y reducen la deposicion de grasa (Mersmann 1998;
Castellanos et al., 2006).

Por lo tanto, un aumento en el catabolismo (lipdlisis) y una reduccion en el anabolismo
(lipogénesis) de los lipidos en el adipocito, conducira a una hipertrofia reducida del adipocito y
en consecuencia a una reduccion del deposito de grasa en la canal (Y et al., 2000; Kuiper et al.,

1998).

En el tejido muscular los B-agonistas aumentan la perfusion sanguinea hacia el musculo, asi
como una mayor disponibilidad de energia y aminoacidos, en consecuencia, aumenta la sintesis y
retencion de proteina que favorece la hipertrofia muscular, principalmente de los musculos del

cuarto trasero del animal (Liang et al., 2000; Castellanos et al., 2006).
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I1.11. Farmacocinética

2.2.1. Absorcion y Distribucion

En los animales de laboratorio y en los seres humanos que fueron tratados con clembuterol,
mostraron un pico maximo de concentracion de clembuterol 2-4 h después de la administracion,
con una vida media plasmatica que vari6 entre 16 y 105 h (Heitzman, 1996; FAO/OMS, 1998),
sin embargo, algunas investigaciones coinciden que la absorcion en rumiantes es mas lenta ya
que el pico maximo de concentracion se presentd 2 a 12 h después de la administracion

(Heitzman, 1996).

El clembuterol tiene una biodisponibilidad del 70-80% tras administrarse por via oral. Los
efectos aparecen al cabo de 30 minutos, siendo maxima a las 2 h. El clembuterol se une
intensamente a los tejidos, liberandose muy lentamente, lo que hace que presente unos efectos
anabolizantes mas importantes. En un estudio, se indica que el clembuterol se distribuye
rapidamente en el musculo y la relacion de distribucion de sangre-musculo es del 20% (Chang et

al., 2009).

2.2.2. Metabolismo

La estereoselectividad en el metabolismo de xenobioticos quirales estda muy bien documentada,
tiene capacidad discriminadora entre enantidmeros y afecta tanto a transformaciones no sintéticas
(fase I) como a sintéticas (fase II). Las transformaciones metabdlicas que se pueden realizar

sobre:

1) Una sustancia inicialmente quiral.

2) Una sustancia proquiral, dando como resultado un derivado quiral que puede ser objeto de
posterior transformacion estereoselectiva.

3) Un producto con un centro quiral, pero en el que, en su transformacion, se crea un nuevo
centro de asimetria dando lugar a un diasteroisomero que experimentara posteriores

biotransformaciones.
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El metabolismo de clembuterol se estudié con mas detalle en el perro y se determiné el perfil
metabolico en la orina (Schmid et al., 1986). Los autores concluyeron que la biotransformacion
del clembuterol es lenta (en relacion con otros B-agonistas), ya que no hay puntos de acceso
directo para las enzimas, la monoamino oxidasa y transferasa catecol-O-metilo, o para la
conjugacion sulfato eficiente. Los principales metabolitos se forman por la oxidacién a lo largo
de la cadena de lado largo en la posicion 1 del anillo, mientras que el resto 2-amino-3,5-dicloro

permanece intacta.

El perfil metabdlico visto en el ganado es cualitativamente similar a la observada en animales de
laboratorio y en seres humanos. El Clembuterol representa el 60-86% y 22-53% de la
radiactividad total en plasma (Schmid, 1987) y orina (Hawkins et al., 1985) respectivamente.
Otros metabolitos cuantificados en la orina incluyen N-AB 930 (ca. 3%), N-AB 931 (R-CHO) (2-
4%), N-AB 933 (6-40%) y NA1141 (3-34%). (Hawkins et al., 1985; Hawkins et al.,1993).

La diferencia en el proceso de glucuronidacion entre microsomas de higado humano y el perro es
dramatica: la cantidad de metabolitos de glucuronidos fue 30 veces mas grande con el perro
comparado con el humano. Esto es de cierto interés, porque los perros a menudo se utilizan en
pruebas toxicoldgicas de medicamentos que estan destinados a los seres humanos. Las diferencias
entre especies en el metabolismo se deben considerar en el disefio de experimentos toxicoldgicos,
y también en la practica de la medicina veterinaria, donde se utiliza el clembuterol como

broncodilatador (Alonen et al., 2009)

2.2.3. Biotransformacion

El clembuterol constituye un miembro de las denominadas fenetanolaminas, medicamentos que,
como grupo, requieren la presencia de un anillo aromatico con un grupo hidroxilo en la posicion
B del grupo alifatico para mostrar actividad. Cuando los O-H son sustituidos por un halégeno
como en el caso del clembuterol (cloro), se evita la biotransformacion por las enzimas COMT a

nivel tisular y se hace lenta la biotransformacion hepatica.
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Al mismo tiempo, la presencia del cloro en el clembuterol lo hace mas liposoluble que sus
analogos y, por ende, tiende a difundir mas profundamente en los tejidos y la grasa animal

(Sumano, 2002).

Coanjugation in glucuranic scid (M7
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Figura 1. Perfil metabdlico de Clembuterol en ratas.

La biotransformacion del clembuterol difiere entre especies, por lo que se han identificado
diferentes metabolitos, sin embargo, el principal componente identificado en estas especies ha
sido el clembuterol no metabolizado, seguido de los 6xidos y conjugados con otras estructuras

(Heitzman, 1996; Soma et al., 2004).
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(Zalko et al.,1997) sugieren que el clembuterol n-hidroxiarilamina y n-nitroso, encontrados en la
orina de ratas, son inestables y podrian transformarse de nuevo en clembuterol bajo ciertas
condiciones (Figura 1). No obstante (Smith, 1998) menciona que los conjugados de acidos
glucorénicos pueden ser susceptibles a la hidrolisis (ya sea enzimdatica o acida) y que la
reabsorcion del componente inicial podria ocurrir subsecuente a la hidrolisis en el intestino, en
consecuencia si los conjugados de clembuterol presentes en tejidos comestibles estan sujetos a la
circulacion enterohepatica, entonces los analisis que miden el clembuterol, no toman en
consideracion los metabolitos podrian tener una estimacion equivocada del potencial toxicoldgico

del compuesto en el tejido contaminado (Fernandez, 2012).

En un estudio, se evalué la posibilidad de que el clembuterol podria someterse a una
transformacion bioldgica, en presencia de nitritos salivales, a pH gastrico (<3). Para ello se
extrajeron muestras salivales de seres humanos antes y después de la comida, lo que representa el

diferente contenido de nitrito fisioldgica (40 y 400 umolL™V.

En condiciones pre-comida, un compuesto 4-nitro mono fue identificado como metabolito
principal, mientras que bajo condicion después de la comida un segundo metabolito, mostro una
completa de-cloracion, junto con la probable presencia de tres grupos nitro en el anillo aromatico

(Gianfranco et al., 2007).

En la figura 2 se observan los espectros de masas del clembuterol y de los productos M1 y M2
con su estructura quimica propuesta de los metabolitos identificados en presencia de nitritos
salivales, a pH gastrico. Asimismo, en la figura 2 se observa una posible via bioquimica que

conduce a la formacion gastrico ex vivo de los compuestos M2 y M1.

Estos resultados preliminares podrian constituir un indicador para profundizar en la evaluacion de
algunos residuos de medicamentos veterinarios en productos comestibles de gran demanda,
donde la nitracion de las reacciones digestivas no puede ser excluida. En el caso del clembuterol,
la implicacion de los radicales libres relacionados con el nitrogeno, al menos en la formacion del
compuesto M2, podria conducir a la formacion de los residuos fijos de posible relevancia

farmacoldgica y toxicoldgica (Gianfranco et al., 2007).
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En un estudio en ratas se realizd la identificacion y confirmacion de clembuterol por LC-TOF-
MS (Dominguez-Romero et al., 2013). Se identificaron cinco metabolitos urinarios de
clembuterol tabla 5, estos incluyen la conjugacion con sulfato (CL-M1) y acido glucuroénico (CL-
M3), la hidroxilacién de clembuterol (CL-M2), la escision oxidativa de la cadena lateral (CL-

M4), y la oxidacion del grupo amina en el anillo aromatico (CL-MS).
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Figura 2. Via bioquimica propuesta que conduce a la formacién gastrico ex vivo de los compuestos M2 y M1 y: En el cuadro
cuadrado, posibles radicales libres relacionados con el nitrdgeno implicado en la reaccién. (Gianfranco et al., 2007)

De acuerdo con las intensidades relativas de los metabolitos detectados, el metabolito mas

abundante es CL-M2 (hidroxilamina-clembuterol) seguido por CL-M1 (Sulfato conjugado). Los
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metabolitos detectados no eran particularmente relevantes en términos de relacion intensidad en
comparacion con la intensidad del clembuterol, estos se observan en la figura 3. Estos tres

metabolitos fueron detectados en la orina después de 48 h (Dominguez-Romero et al., 2013).

Tabla 5. Metabolitos en orina de rata de clembuterol, utilizando cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas
de tiempo de vuelo (Dominguez-Romero et al., 2013).

Metabolito Tiempo de Experimental Tedrica Formula propuesta
retencion m/z m/z (M)
(min)

Clembuterol 8.14 277.0874 277.0869 C12H1sCL2N20
CL-M1 2.26 357.0436 357.0437 C12H1sClaN204S
CL-M2 3.76 293.0817 293.0818 C12H13sCbN202
CL-M3 7.75 453.1184 453.1190 Ci8H26C12N207
CL-M4 8.84 262.9983 262.9985 CoHsCLbN20:;3
CL-M5 9.64 307.0612 307.0611 C12H16C2N203
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Figura 3. Propuesta de estructuras de metabolitos identificados en orina de rata.

2.2.4. Excrecién

El clembuterol se elimina fundamentalmente por orina (30%). Su semivida de eliminacion es de

25-35 h. En la tabla 6 y 7 se observan los tiempos de eliminacion de clembuterol en diferentes

especies.
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Tabla 6. Excrecion de Clembuterol en diferentes especies (Sumano et al., 2004).

Clembuterol
Especie Dosis Via Tiempo  Excrecion % de Referencia
(h) (h) absorcion

Bovino 3 mg/Kg Oral 48 Orina 76 Smith y Poulson

Perro 2.5mg/Kg  Oral 72 Orina 74 (Dénicke, 2002; V.A., 1976; VA., 1976)
Humano 20 ug Oral 96 Orina 80 (Dénicke, 2002; V.A., 1976; VA., 1976)
Congjo 2.5mg/Kg  Oral 96 Orina 92 (Dénicke, 2002; V.A., 1976; VA., 1976)

Rata 2.0 mg/Kg  Oral 72 Heces 19 (Kopitar VZ, 1976)

Rata 2.0 mg/Kg  Oral 72 Orina 67 (Kopitar VZ, 1976)

Cuando la excrecion se produce exclusivamente por un proceso pasivo, como puede ser por
filtracion glomerular, la Gnica diferencia entre la excrecidon de uno y otro enantidmero es la que se
deriva de la fraccion que circula libre, ya que la filtracion no discrimina entre enantiémeros. No
es asi cuando la excrecién se produce por mecanismos mas especificos, como puede ser el

transporte activo, en cuyo caso el aclaramiento renal es estereoselectivo.

Tabla 7. Excrecion de 14C-Clembuterol después de administrar por via oral

Especie Periodo de tiempo después de la % Dosis en % Dosis en Referencia
dosis (h) orina heces
Rata 0-72 62.5 20.8 (Z.,1970)
Conegjo 0-72 88.5 8.9 (Zimmer, 1971)
0-96 92 0.2-5 (Zimmer, n.d.-b)
Perro 0-96 85-87 3.5-9 (Zimmer, n.d.-a)
0-96 74 3.7 (Zimmer, n.d.-b)
Caballo 0-336 75-91 6-15 (Johnston, A.M., Dunsire, 1993)
Mandril 0-120 62* 16 (Johnston, A.M., Jenner, 1976)

*Incluye lavados jaula, pero no escombros en jaula.

2.2.5. Comportamiento farmacocinético de los enantiomeros de Clembuterol

Muchos farmacos todavia se formulan como mezclas racémicas, aunque los enantiomeros pueden
diferir en su farmacocinética y sus propiedades farmacodindmicas. Recientemente, la histamina
antagonista H1 levocetirizina y la eszopiclona inductor del suefio han sido aprobado por la FDA

para su uso como Opticamente activo (Smith, 2014).

En un estudio se examino la enantioselectividad después de la administracion del racemato de
clembuterol en ratas. Las concentraciones de los enantidmeros de clembuterol en plasma, orina y
bilis se determinaron mediante un ensayo de LC-MS/MS con una columna Chirobiotic T. Los

perfiles farmacocinéticos de los enantiomeros de clembuterol después de la administracion
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intravenosa y intraduodenal de clembuterol racemato (2 mg/kg) en ratas fueron

significativamente diferentes.

El volumen de distribucién de R-(-) -clembuterol (9,17 L/ kg) fue significativamente mayor que
S-(+) clembuterol (4,14 L/kg). El aclaramiento total de R-(-) clembuterol (13.5 mL/min/kg) fue
significativamente mayor que S-(+) enantiomero (11,5 mL/min/kg). Un estudio de absorcion in
situ en asas yeyunales no mostrd ninguna diferencia en la cantidad residual entre el R- (-) y S- (+)

enantiomeros.

La eliminacion urinaria fue la misma para los dos enantiémeros, pero la excrecion biliar de R-(-)
clembuterol fue mayor que S-(+) enantidmero. Las fracciones de libre (no-protein-bound) R-(-) y
S-(+) clembuterol en plasma de rata fueron 48.8% y 33.1%, respectivamente. Estos resultados
indican que hay diferencias en la distribucion y excrecion de los enantiomeros del clembuterol, y
esto puede ser predominantemente debido a la proteina enantioselectiva vinculante (Ahmad,

2007).

En este estudio, se encontrdé que Vdss, Cltot y MRT fueron significativamente diferentes (2.2
veces, 1.2 veces y 1.9 veces, respectivamente) para los dos enantiomeros de clembuterol en ratas.
También hubo una diferencia en la proteina de unioén entre los enantiomeros (1.5 veces). Estos

resultados se observan en las tablas 8 y 9.

La proteina de unidon enantioselectiva de clembuterol podria explicar la enantioselectividad de
sistema de aclareamiento, pero no fue suficiente para explicar la diferencia en Vdss de los
enantiomeros. Dado que eliminacion biliar de clembuterol y la rapida absorcion después la

administracion intraduodenal, la existencia de circulacidon enterohepatica parece probable.

Muy recientemente, la enantioselectividad en unidn a proteinas séricas de un B1-bloqueantes con

B3 propiedad agonista, nebivolol, se ha informado por (Sanaee et al., 2013)
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Tabla 8. Parametros farmacocinéticos de los enantiomeros de clembuterol después de ser administrado por I.V.y I.D. de 2 mg/kg
(rac) Clembuterol a ratas

(R-(-) Clembuterol S —(+) Clembuterol
1.V.
AUCo— (ug/mL h) 1.25+0.18 1.51£0.35
MRT (h) 11.242.0 6.0+£0.7*
tz (h) 19.14£5.5 14.14£5.1*
CL tot(mL/min/kg) 13.541.8 11.5£2.7*
Vdss(L/Kg) 9.17+2.76 4.14+1.00*
1.D.
AUCo— (ug/mL h) 1.15+0.42 1.5240.46*
MRT (h) 11.1+2.1 7.120.7*
iz (h) 12.9+4.9 5.4+1.0%
F (%) 92.0+3.6 101.0+30.2
CL tot (mL/min/kg) 15.6+0.8 11.743.5%
Vdss (L/kg) 10.3+2.9 5.0+1.5%

Analisis de clembuterol en plasma después de una administracion

1.V. administracion de (rac) clembuterol (2 mg/kg) a ratas (298+27 g, n=4)

1.D. administracion de (rac) clembuterol (2 mg/kg) a ratas (23529 g, n=5)

*Diferencia significativa entre (-)-R-Clembuterol y (+) -S-Clembuterol a p<0.05; student t-test.

AUCo-w, area bajo la curva de cero a infinito, MRT, Tiempo medio de residencia; ti2, tiempo de vida media; CL tot,
Aclaramiento total; Vdss, volumen de distribucion.

Tabla 9. Concentracion promedio de clembuterol en tejidos (Kp) de R-(-) Clembuterol y S-(+) Clembuterol después de 36 h de
administrar por via intravenosa el (rac) clembuterol.

Tejido R-(-)Clembuterol S —(+) Clembuterol
\ Kp(Kp,f) Kp(Kp.f)
Pulmén \ 2.63+1.04 (5.01£1.97) 9.75+4.69* (28.7+13.8%)
Higado \ 5.28+2.19 (10.0+4.2) 24.9+5.8* (73.1£17.1%)
Rifion \ 1.99+0.65 (3.79+1.24) 11.8+3.0* (34.8+8.9%)
Musculo \ 0.58+0.28 (1.10+0.54) 1.9140.60*(5.61+1.75%)

(rac) clembuterol (2 mg/kg) después de administrar por via intravenosa a ratas. Después de 36 h las ratas fueron
decapitadas. Se determino el contenido en plasma y tejidos de R-(-)Clembuterol y S-(+)Clembuterol.

El tratamiento con clembuterol mejora la capacidad funcional muscular, mediante el aumento de
la fuerza muscular. Sin embargo, datos obtenidos indican que R-(-) clembuterol es responsable
del aumento de la fuerza muscular, mientras que S-(+) clembuterol reduce la densidad 6sea.
Debido a que el aclaramiento de S-(+) es mas pequefio, y su distribucion tisular es mas grande
que la de R-(-)clembuterol, los efectos adversos de S-(+)clembuterol no puede ser ignorados. Por

lo tanto, seria preferible que los productos farmacéuticos s6lo contengan R-(-) clembuterol
(Ahmad, 2007).

En la tabla 10 se muestra la composicion estereoquimica de clembuterol en tejidos de cerdos

alimentados con 1 ppm de clembuterol HCI durante 7 dias consecutivos y sacrificados con
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periodos de abstinencia de 0, 3 o 7 dias (Smith, 2000). El estereoisomero S-(+)-Clembuterol fue
el predominante en el higado, pulmon, riiién y muasculo esquelético en cada tiempo de espera. El
grado en que el estereoisomero S-(+) superd el estereoisomero R-(-) varid en relacion al tiempo
de retiro. Sin embargo la composicion de los esterecoisomeros de clembuterol para todos los
tejidos en los dias 3 y 7 fue constante (Smith, 2000).

Tabla 10. Composicion estereoquimica (Media + SD) de Estereoisdmeros de Clembuterol en tejidos de cerdos, después de

administrar HCI Clembuterol durante 7 dias consecutivos y sacrificados con los plazos de espera de 0, 3, 7 o dias de retiro®.
(Smith, 2000)

Tiempo de Racemato de
retiro Tejido Sexo clembuterol ° S-(+) R-(-) S-(+), ppb R-(-), ppb
(Dias) (ppb)

lsfisrle Macho 122.4£259 68.2+2.3 31.842.3 83.7+£19.3 38.84+8.5
Hembra 115.1£38.4 68.3+£1.9 31.8£1.9 78.9+34.5 36.2+14.0

Rifién Macho 77.4+14.5 56.6+1.2 43.4+1.2 43.9+8.3 33.5+£5.0

0 Hembra 64.8+3.0 58.1+£0.2 41.9+0.2 37.7+£2.5 27.2+1.7
Pulmén Macho 186.84+39.1 56.2+1.5 43.8+1.4 105.3+£31.9 81.3+£22.0
Hembra 186.1+£30.6 56.4+0.3 43.7+0.3 104.8+19.2 81.3£16.0

Misculo Macho 20.5+£3.6 55.242.0 44 .842.0 11.4+£22 9.2+1.2

esquelético Hembra 19.4+1.1 54.6+0.5 45.4+0.5 10.6+0.7 8.8+0.6

lefirle Macho 12.9+3.9 83.5+3.0 16.5+£3.0 10.84£3.3 2.1+0.3

Hembra 14.4+1.3 83.24+2.7 16.9+2.8 12.0+1.4 2.4+0.2

3 Rifion Macho 3.3+1.1 83.7x1.3 16.3+£1.3 2.840.8 0.5+0.2

Hembra 3.2+0.9 81.7+4 .4 18.3+4.3 2.7+0.6 0.6+0.1

Pulmén Macho 8.94+5.6 84.2+1.5 15.8+1.5 7.544.3 1.4+0.7

Hembra 8.9+1.4 82.7+6.3 17.4+6.2 7.2+1.5 1.5+0.3

o Macho 2.5+0.8 74.6+2.1 25.542.1 1.8+0.2 0.6+0.2

Hembra 2.1+0.4 71.7£2.7 28.3+2.7 1.5+0.3 0.6+0.1

7 Rifién Macho 0.4+0.1 Nte Nt Nt Nt
Hembra 0.340.02 Nt Nt Nt Nt
Pulmén Macho 1.5+£0.5 77.6x£2.3 22.5+£2.3 1.0+0.1 0.3£0.1
Hembra 1.0+0.4 74.7+0.5 25.3+0.5 0.7 +0.2 0.3+0.1

2 Valores promedio de tres animales dentro de cada periodo de sexo y tiempo de retiro. ® Datos de Smith (2000). ¢ No se ha
probado.

I1. 111. TEORIAS QUE EXPLICAN EL COMPORTAMIENTO DE CLEMBUTEROL

1. Existen diferencias evidentes en la farmacocinética y farmacodinamia entre los
enantidmeros del clembuterol (Morgan, 1990). En esto caso, los futuros estudios sobre la
influencia de la quiralidad en las propiedades farmacoldgicas y farmacocinéticas del
clembuterol serian de ayuda para dilucidar dichos mecanismos (G Brambilla et al., 2000).
Los enantiomeros pueden presentar entre ellos diferencias en su comportamiento

farmacocinético, en el ambito de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion.
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2. Existe informacion de la farmacocinética y la farmacodinamia de clembuterol como
farmaco original, sin embrago se desconoce este proceso tras consumir clembuterol en la
carne. Por ejemplo, la biodisponibilidad y los efectos biologicos de las sustancias
endogenas (por ejemplo, hormonas) sufre profundas diferencias, dependiendo de la forma
farmacéutica en la que se consumen, es decir, si se consumen como farmaco o como

residuos en los alimentos (Palazzesi et al., 1995).

3. A dosis mas altas que pueden haber sido ingeridos por algunos pacientes (hasta 300 mg)
clembuterol, convirtieron su cinética en no lineal debido a la saturacion de las vias de
biotransformacion. Esto llevaria a un aumento de la excrecion urinaria, pero sin cambios

en la via en la que fue consumido el clembuterol.

11.1V. EFECTOS SECUNDARIOS DEL CLEMBUTEROL

Un descubrimiento ain mas impactante de la utilizacion ilegal de clembuterol en el ganado es
que los farmacos - agonistas podria dar lugar a un aumento significativo de los parametros de la
coagulacion, que a su vez sugieren interferencia en el proceso de coagulacion. Por lo tanto, el
ganado tratado con Clembuterol tiene un mayor riesgo de hemorragias en desarrollo durante el

trauma.(Animal Agriculture’s, 2005; Wood et al., 2010).

(Kitaura et al.,2002) reportd que el clembuterol inhibe el crecimiento longitudinal del hueso, asi
como el contenido mineral 6seo (BMC) y el area en ratas macho jovenes. Los autores
especularon que la reduccion mediada por clembuterol en el crecimiento 6seo puede ser debido al

cierre epifisario mas rapido o acelerada calcificacion de la epifisis.

El clembuterol no tuvo efecto sobre la osteocalcina, pero aument6 la desoxipiridinolina urinaria.
El clembuterol disminuye la densidad mineral dsea y aumenta la resorcion dsea independiente del

nivel de ejercicio al que sea sometido el sujeto (Cavalié et al., 2002).

Es importante sefialar que solamente en el caso del clembuterol se han documentado los
siguientes efectos derivados de la ingesta del farmaco incluido en productos de origen animal:

adormecimiento de las manos, temblores musculares, nerviosismo, dolor de cabeza y dolores
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musculares y estrés oxidativo. Se documenta también en forma transitoria elevacion del K sérico,
hipoglucemia y acidosis lactica. La duracion media del cuadro es de 40 horas (Garzon et al.,

2016).

Unicamente representa un peligro para la salud publica en términos de la estimulacion
cardiovascular que se deriva de la ingestion de productos cérnicos provenientes de animales
tratados con clembuterol y en los que no se observo un retiro de rastro de cuatro semanas

(Sumano et al., 2002).

I1.1V.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo ha sido cldsicamente definido como el desequilibrio entre los mecanismos
fisiologicos responsables de la produccion y la neutralizacion de compuestos reactivos capaces de
causar un dafio molecular oxidativo (Fernandeza, 2009). Mas recientemente Jones (DP., 2006)
defini6 el estrés oxidativo como “el desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes, en favor de los
primeros, que conduce a una ruptura del control y sefializacion fisiologica que normalmente

ejerce el sistema redox, conduciendo a un dafio molecular”.

Ademas, las caracteristicas del propio ejercicio (por ejemplo la intensidad, la duracion, el tipo de
contraccion muscular), asi como las condiciones ambientales en las que se entrena (dieta,
temperatura, presion de oxigeno, etc.) podrian potenciar la actividad de estas fuentes de
generacion de ROS y determinar un fallo o insuficiencia de los mecanismos capaces de
contrarrestar su formacion, conduciendo a un dafio molecular y estrés oxidativo (Fernandeza,

2009).

El tipo de ejercicio fisico, con mayor o menor componente de contraccion excéntrica capaz de
dafiar el musculo (Michalis & Athanasios, 2008), asi como la intensidad y duracion del esfuerzo
y el grado de entrenamiento de los sujetos son las principales variables que determinan la
sobreproduccion de ROS en individuos sanos y enfermos sometidos a protocolos agudos de

esfuerzo (Bloomer, 2008).
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Tras una sesion aguda de ejercicio fisico capaz de provocar estrés oxidativo se observan
diferentes respuestas en los marcadores de dafio molecular y de defensa antioxidante, analizadas

tanto en muestras de sangre como en tejidos.

En cualquier caso, parece haber suficiente evidencia para sostener que los ejercicios anaerobicos
podrian en ciertas circunstancias provocar un mayor dafio oxidativo de los lipidos que los

ejercicios aerobicos.(HM et al., 2000; Marzatico et al.,1997).

I1.1V. I1. Isoprostanos

En los estudios realizados por Morrow y otros se demostrd que una novedosa familia de isdmeros
tipo prostaglandinas se formaron como resultado de la oxidacion por radicales libres sobre el
acido araquidonico esterificado a fosfolipidos en las membranas celulares, llamado isoprostanos

(Morrow et al., 1990).

Los isoprostanos se producen in vivo principalmente por la peroxidacion inducida por radicales
libres de acido araquiddnico esterificado en la posicion sn-2 de los fosfolipidos. Después de su
formacion, los isoprostanos son liberados de la membrana de fosfolipidos por la accién de
fosfolipasas y se excretan en la orina donde son muy estables y pueden ser medidos de forma no

invasiva (Comporti et al., 2008).

La determinacion de F2-IsoPs puede proporcionar un marcador fiable de la peroxidacion de
lipidos in vivo. En primer lugar, son compuestos estables y especificos de la peroxidacion lipidica
inducida por los radicales libres. El nivel de un abundante estereoisomero Isop, 15-F2T-Isop, en
la sangre o en la orina es ampliamente considerado como el marcador " estandar de oro "para la

evaluacion del estrés oxidativo (Rao et al., 2010).
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Este proceso es resultado de un pentadienilo deslocalizado radical de carbono-centrados.
Posteriormente, se inserta una molécula de oxigeno y se forma un radical peroxilo. Estos
radicales peroxilo sufren més ciclaciones, seguidas por la adicion de otra molécula de oxigeno
para producir biciclico moléculas endoperoxido (Milne, Yin, & Morrow, 2008). Los intermedios
que se reducen a F2-Isop o reordenan para formar E2- prostaglandina y D2-regioisémero. Cuatro
regioisomeros F2-Isop diferentes (5, 8, 12 y 15 de la serie regioisomeros - dependiendo en el
atomo de carbono al que el hidroxilo alilico se adjunta) pueden ser generados, cada uno de los
regioisdmeros tedricamente compuesta de 8 diasteredmeros racémicos (es decir, 16
estereoisomeros;) (Figura 4). El més estudiado de la Isop es una de la serie 15 Isop llama "15 -
F2t-Isop "(debido esencialmente a su comercial generalizado disponibilidad). Considerando que
existen tedricamente 3 Isop clases (es decir, F2-Isop, D2-Isop y E2-Isop; cada clase comprende 4

series y cada serie comprende 16 estereoisomeros, que suma en total 3X4X16 = 192 isdmeros.

IL.IV.11.1. Niveles de isoprostanos después de hacer ejercicio

Tanto la practica de actividad fisica aguda como la practica regular influyen sobre la produccion
de radicales libres, la actividad de los sistemas antioxidantes y modifican la susceptibilidad de las

LDL a la oxidacion (Arquer et al., 2010).

La vida media de los radicales libres es muy corta, y por lo tanto su cuantificacion directa no es

posible, por este motivo se utilizan marcadores indirectos de sus efectos.
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Durante la practica de una actividad fisica se produce un aumento del consumo de oxigeno que se
traduce en una mayor formacion de radicales libres. Este aumento puede ser tan importante que
sobrepase la accion de los sistemas antioxidantes, produciéndose un aumento de los procesos de

oxidacion, entre ellos de la oxidacion lipidica (Davies et al., 1982).

Otro dato que se desprende de estudios anteriores es que en animales o personas entrenadas el
aumento observado es menor que en las sedentarias (Kanter et al., 1993; Viinika et al.,1984)

sugiriendo la existencia de un efecto protector de la practica regular de actividad fisica.

Una cuestion clave en el analisis de Isop es determinar qué Isop se debe medir, entre los 192 Isop
diferente que podria generarse a partir del 4cido araquidonico. Otros isdmeros F2-ISOP, tales
como 5-F2T-ISOP y 5-F2c- ISOP, son aproximadamente 4-20 veces mas abundantes en la orina
de 15-F2T-ISOP (Lawson et al., 1998; Li et al., 1999). También es posible que la determinacion

de mas de un isémero puede proporcionar una vision mas integrada de la peroxidacioén lipidica.

A juzgar por los estudios que midieron los niveles de F2-Isop inmediatamente después del
ejercicio y al menos una hora después (es decir, 1 h - 5 dias) parece que los niveles de F2-ISOP

vuelven a los valores de referencia en menos de 1 h después del cese del ejercicio.

El efecto del ejercicio agudo sobre los niveles de F2-Isop en plasma es generalmente de corta
duracion. Esto es apoyado por la corta vida media de 15- F2T-Isop en plasma, que sabe que la
vida media en conejos es de 4 minutos (Basu, 1998) y 16 minutos en ratas (Carbon et al., 1992).

Sin lugar a duda es necesario obtener datos cinéticos similares para los seres humanos.

El estrés oxidativo puede ocurrir en individuos adaptados o no al ejercicio, lo que los hace
susceptibles de presentar dafio en sus sistemas enzimaticos, asi como en sus lipidos y receptores

de membrana, e incluso en su ADN (Leeuwenburgh, 2001; Oostenburg et al.,1997).

Ahora bien, las acciones de los ROS y de los RNS pueden ocurrir al finalizar la sesién de
ejercicio u horas después. La informacion disponible asocia el ejercicio con la produccion de

ROS y RNS, a través de tres evidencias relacionadas entre si:

1. La produccion de radicales libres en musculo, higado, corazon y sangre.
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2. El aumento en los biomarcadores de dafio oxidativo, como carbonilos proteicos y sustancias
reactivas al acido tiobarbittrico (Sen et al., 1997), asi como elevacion en los niveles de pentano

exhalado, lo que es un posible producto del dafio oxidativo de los lipidos (Dillard et al., 1978).

3. La disminucion en los niveles de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos de corazon,

sangre (Viguie et al., 1993), cerebro y musculo.

(Nieman et al., 2004) determind la respuesta de los niveles de F2-ISO después de una carrera de
triatlébn una duracion aproximada de 12 h, la recoleccion de muestras de orina se realizdé poco
después del ejercicio en un intervalo de 12 a 24 h después de la carrera. Los niveles de F2-Isop
aumentaron en un 89% a los 5-10 minutos después de la carrera y en un 107% a 1,5 h post-
carrera. Al parecer, no hubo tiempo suficiente para que los ISOP se acumularan en la orina

durante las 12 h de la carrera.

Por el contrario,(McAnulty et al., 2007) reportaron una tendencia de aumento de los niveles de
F2-Isop en el plasma pero sin cambios en la orina recogida 5- 15 minutos después de realizar un

ultramaraton de 160 km de aproximadamente 26 h.

Sin duda, se necesita mas investigacion para confirmar si el ejercicio agudo es capaz de aumentar

los niveles de F2- Isop en la orina.

La concentracion de acido araquiddnico en los lipidos totales en plasma es de aproximadamente
90 pg/mL mientras que la concentracion libre de F2-ISOP en plasma es de aproximadamente

0,08 ng/mL (Seet et al., 2010).

I1.V. INTERACCION DE CLEMBUTEROL Y EJERCICIO

En un estudio se administrd6 1,6 mg/kg de peso corporal (BW) de clembuterol a ratas y se
mantuvo en actividad fisica en una cinta de correr durante 8 semanas, sin embargo los resultados
no fueron significativamente diferentes de un grupo de ratas a las que so6lo se les administro
clembuterol (Ingalls et al., 1996; Kearns et al., 2009). Aunque la proteina BW y el musculo
aumento significativamente en los grupos de tratamiento en comparacion con los controles de
clembuterol y con el grupo que solo realizo6 actividad fisica, no hubo diferencias en la cantidad de

proteina total o proteina miofibrilar cuando se expresaron los datos por gramo de peso muscular.
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I11.V.1. Dopaje de Clembuterol y estrés oxidativo en caballos

En mayo del 2011 dos caballos de carreras que obtuvieron el primero y segundo lugar en la
competencia mexicana de hipica Handicap de las Américas, dieron positivo en una prueba

antidoping de clembuterol.

Del mismo modo que en humanos, se han suscitado problemas de uso indiscriminado de
clembuterol con fines de dopaje en caballos de deporte con la finalidad de aumentar el
rendimiento pulmonar, al igual que en los humanos el estrés oxidativo es uno de los efectos

secundarios por la ingesta de clembuterol.

En los caballos, el estrés oxidativo pulmonar se produce en la inflamacion de las vias
respiratorias inferiores (Mills et al., 1996) . El estrés oxidativo sistémico ha demostrado ser
aumentado por el ejercicio y la enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC). En un estudio
se determinaron los niveles de isoprostanos después de administrar clembuterol a caballos y
basdndose en los resultados se establecid que los isoprostanos parecen ser liberados y
metabolizados rapidamente en el pulmon, 1 h después del ejercicio se encuentra niveles mayores

de estos, contrariamente a las observaciones en el plasma (Kirschvink et al., 1999).

El grado de integracion metabdlica va a depender del tipo de ejercicio al que esta sometido el
animal. Los caballos que corren distancias no superiores a los 1000 metros utilizan un 60 % de
energia producida anaerdbicamente y un 40 % producida en forma aerdbica, mientras que, a
medida que la distancia aumenta (como en las carreras cldsicas con distancias superiores a los
1.600 metros), aproximadamente el 80 % de la energia utilizada es generada por la via aerdbica y

solo un 20 % proviene del metabolismo anaerdbico.

Estos porcentajes indican que en ejercicios de maxima intensidad la fibra muscular puede tardar
hasta un minuto en alcanzar la maxima produccion de energia por la via aerdbica. Para caballos
que compiten en carreras de enduro, donde se corren distancias de hasta 160 kilometros en un dia
a una velocidad que promedia generalmente los 16-18 Km/h, dependiendo de la superficie del
terreno, la energia utilizada es generada aerdbicamente en un porcentaje superior al 94 %. En
otras palabras, puede decirse que los ejercicios que no generan una frecuencia cardiaca superior a

los 150 o 160 latidos por minuto, usan la via aerdbica como generadora de energia. Esto se debe a
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que la via oxidativa puede generar energia suficiente por unidad de tiempo como para satisfacer

esa demanda energética de la fibra muscular (Mart, 2008).

11.VI. ESTABILIDAD DE LOS RESIDUOS DE CLEMBUTEROL EN CARNE, ORINA E
HIGADO.

El efecto de la coccidn sobre la estabilidad térmica de clembuterol fue investigado (Rose, M.D.,
Shearer, G., 1995). El clembuterol fue estable en agua hirviendo a 100 °C. En aceite de cocina a
260 °C se observaron perdidas, lo que indica una vida media de aproximadamente 5 min. Se
estudio el efecto de una serie de procesos de coccion (ebullicion, tostado, freir, microondas) sobre
residuos de clembuterol en tejidos fortificados. No se observo ningiin cambio neto en la cantidad
de clembuterol en cualquiera de los procesos de coccion investigados a excepcion de freir usando
condiciones extremas. Los resultados de esta investigacion muestran que los datos obtenidos de
las mediciones sobre el tejido crudo son aplicables para su uso en las estimaciones de exposicion

de los consumidores y los calculos de la ingestion dietética.

En otro estudio se evaluo la estabilidad del clembuterol en muestras de (higado y orina de
bovino) en 4, -20 y -60 °C en funcion del tiempo. El andlisis de clembuterol en funcién del
tiempo fue realizado por cromatografia-espectrometria de masas de gases (GC-MS) con un
seguimiento de iones seleccionados (SIM). El Clembuterol en muestras de orina e higado fue
estable hasta 20 semanas a -20°C y -60 °C después de ser sometido al proceso de congelacion y
descongelacion por 6 veces. A 4 °C el clembuterol es estable por lo menos hasta 12 semanas en

la orina y hasta 20 semanas en el higado (Pinheiro et al., 2009).
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III. JUSTIFICACION

El clembuterol es considerado como peligroso para el humano en su ingesta a través del consumo
de carne de bovino o cerdo que ha fortalecido su masa muscular con ese producto, su uso es
ilegal y reprobable. Si bien, los datos analiticos pueden demostrar de forma inequivoca la
administracion ilegal de clembuterol en el ganado doméstico (es decir, lo que demuestra que el
farmaco se proporciond a los animales destinados al consumo humano), un resultado analitico
adverso por clembuterol en una muestra de control de dopaje representa un problema complejo,
ya que podria resultar del mal uso deliberado de clembuterol (con el objetivo de potenciacion
ilicita del rendimiento) o la posible ingestion de alimentos contaminados (Parr et al., 2008; Geyer
et al., 2008). La prueba de dopaje actual se limita a medir la cantidad de clembuterol en la orina

sin establecer la fuente de esta.

El estudio de la relacién enantiomérica y la recoleccion de matrices alternativas tales como
plasma y marcadores de estrés oxidativo, podria representar la informacion complementaria a la
matriz de orina. Por lo tanto, un enfoque de multiples pardmetros usando un tratamiento mas
sofisticado de datos (por ejemplo, la correlacion entre las concentraciones de orina y marcadores
de estrés oxidativo), asi como el conocimiento profundo de las fases I y II del metabolismo del
clembuterol seria de gran interés para documentar adecuadamente e interpretar cada caso de mal

uso en pruebas de dopaje.

IV. HIPOTESIS

Existe una diferencia significativa en la relacion enantiomérica y de marcadores de estrés
oxidativo en la ingesta no intencional a través de productos comestibles de origen animal o una

con fines de dopaje.

42




g UN/M
EmARPOSG DO

V.

OBJETIVO GENERAL

Determinar en un modelo animal si existen diferencias en la proporcion enantiomérica y de

metabolitos de clembuterol en orina que permitan discriminar la ingesta no intencional de una

con fines de dopaje.

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar una investigacion documental para conocer las propiedades del principio activo y

asi establecer las condiciones del tratamiento de muestras bioldgicas.

Desarrollar y validar el método analitico para cuantificar clembuterol en orina de rata
mediante cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas. (UPLC-

MS/MS).

Determinar residuos de clembuterol en productos comestibles de origen animal (carne de
res magra, molida, con alto y bajo contenido de grasa) distribuidos en la zona

metropolitana de México.

Definir un disefio experimental para estudiar el impacto de la ingestion de clembuterol
sobre la relacion enantiomérica e indicadores metabolicos en orina que permitan

discriminar la ingesta no intencional de una con fines de dopaje.

Desarrollar el método analitico para identificar metabolitos de clembuterol en orina

utilizando Q-TOF/MS.

Determinar indicadores de estrés oxidativo (8-is0-PGF2a) y dafio celular (GSH, GPT,
GPx, GR, LDH, y-GT) en plasma y tejidos de rata para correlacionar con el tratamiento en

los diferentes grupos.
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VI. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1. MATERIALES Y EQUIPOS

6.1.1. Disolventes y reactivos

» Disolventes grado HPLC (J.T. Baker, MA, EE. UU.): Metanol, Acetonitrilo, 2-Propanol

= Acido Formico 88% J.T. Baker

* Formiato de amonio grado reactivo (AF; 99%) de Sigma Aldrich (St. Louis, USA).

» Hidroxido de potasio grado reactivo J.T. Baker (MA, EUA).

»  Agua Millie-Q de un sistema Millipore (18.2 MQcm, Millipore, Billerica, MA, EE. UU.).

» Estandar de racemato de Clembuterol (95%) se adquiri6 de Dr. Ehrenstorfer GmbH
(Augsburg, Alemania).

» Estandar de enantiomeros S-(+) y R-(-) de Clembuterol se obtuvieron de Toronto

Research Chemicals (North York, Canada).

6.1.2. Sistema cromatografico para determinacion de Enantiémeros de Clembuterol

Todos los andlisis se llevaron a cabo en un sistema ACQUITY UPLC (Waters Corp., Milford,
MA, EE. UU.) Acoplado a una fuente de electrospray y un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo Xevo (TQ-MS; Waters Corp., Milford, MA, EE. UU.). Los enantiomeros R (-) y S
(+) clembuterol se separaron en una columna AGP Chiralpak (100 mm x 4 mm, 5 pm) a 25 °C.
La fase movil consistié en (A) solucion acuosa con AF, 10 mM, pH = 4.5 y (B) ACN en una
proporcion de 97: 3. La velocidad de flujo fue de 1,0 mL/min, el tiempo total de andlisis fue de

6,5 minutos y un volumen de inyeccion de 30 pl.

El sistema MS se oper6 en modo de ionizacion por electrospray positiva (ESI +) utilizando
(SRM). Los parametros de MS se establecieron de la siguiente manera: se utilizé nitrogeno como
el gas de desolvatacion en un caudal de 1000 L/h y una temperatura de 600 °C, el voltaje del
capilar y del cono fueron de 0.5 kV y 24 V, respectivamente.
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6.1.3. Sistema cromatogréafico para identificacién de Metabolitos de Clembuterol

Cada analisis se realizd utilizando un sistema de cromatografia liquida (LC 1260 Infinity II,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) Que consiste en un desgasificador, una bomba
binaria (1260 Infinity, Agilent Technologies) y un inyector automatico acoplado a un
espectrometro de masas de triple cuadrupolo (6470 QQQ-MS, Agilent Technologies). Los
metabolitos del clembuterol se separaron en una columna analitica Zorbax XDB-C8 de fase
inversa (4,6 mm x 150 mm, tamafno de particula de 5,0 um; Agilent Technologies, CA, EE. UU.)
a 25 ° C durante el analisis. El sistema se hizo funcionar con una velocidad de flujo de 1,0
mL/min con disolvente A (4cido foérmico al 0,1%) y disolvente B (acetonitrilo). El gradiente
cromatografico comenz6 a B al 10% (0-1 min), a B al 10% (1-5 min) y luego aument6 de B al
10% (5—8 min), mantenido a B al 100% (8—12 min).), y regresé al 10% B (12-15 min) para el
reequilibrio del sistema, lo que lleva un tiempo total de ejecucion de 15 minutos de tiempo de

analisis.

El sistema MS se oper6 en modo de ionizacion por electrospray positiva (ESI +) utilizando
(SRM). Los parametros de MS fueron: tension capilar, 4000 V; temperatura del gas, 250 ° C;
flujo de gas de secado, 9 L/min; nebulizador, 40 psi; y voltaje de la boquilla, 0 V. Los pardmetros
MS-QqQ fueron los siguientes: fragmentador, 116 V; tiempo de permanencia, 20 ms; y voltaje
del acelerador celular, 7 V. Las transiciones de cuantificacion de m/z se obtuvieron utilizando un
software optimizador (Agilent Technologies). estos fueron: Clen-M1, 357.05 — 70 m/z; Clen-
M2, 293.08 — 90.9 m/z; Clen-M3, 453.12 — 99.9 m/z; Clen-M4, 263 — 119 m/z; Clen-M5
307.06 — 23.1 m/z; y Clen, 277.09 — 202.08 m/z. Ademas, como carecemos de estandares
comerciales, se selecciond una transicion de identificacion para cada metabolito con el fin de
aumentar la identidad de confianza de los metabolitos. Las muestras se mantuvieron a 4 °C en el

inyector automatico, el volumen de inyeccion fue de 20 pL y se analizaron al azar.

6.1.4. Otros equipos Yy accesorios utilizados.

* Bafio de ultrasonido para desgasificacion de soluciones, fase movil y pretratamiento de
muestras, marca Elma, modelo Elmasonic S 40 H.

=  Micropipeta de volumen variable 5-50 pL Finnpipette, marca Labsystems.

45




g UN/M
EmARPOSG DO

* Micropipeta de volumen variable 100-1000 pL, marca Science med.

* Micropipeta de volumen variable 20-200 pl Finnpipette, modelo 4027, marca
Labsystems.
=  Microbalanza analitica Mettler Toledo, OH, EUA.

6.2. Localizacion

El desarrollo del proyecto de investigacion se realizd6 en la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria en el Laboratorio 5 de Ensayos de Desarrollo Farmacéutico (LEDEFAR) de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Campo 4. La identificacion de metabolitos se realizo

en el Centro de Excelencia en Metabolomica y Bioanalisis (CEMBIO), Espaiia.

El proyecto esta soportado financieramente por: CONACYT-COMECYT (EDOMEX-2011-c02-
176190). El titulo del proyecto COMECYT es: Establecimiento de un centro para estudios de

intercambiabilidad de medicamentos de uso veterinario.

6.3. Unidades Experimentales

El modelo animal se realiz6 con ratas wistar macho y hembra adultas (250-300 g) en la Unidad
de Aislamiento Animal del Centro de Investigacion Multidisciplinario de la Facultad de Estudios

Superiores Cuautitlan (FESC C4).

Los procedimientos y el manejo de los animales siguieron las directrices mexicanas sobre el uso
y cuidado de animales para investigacion (CICUAE-FESC C15 _10) y fueron aprobados por el
Comité Institucional de Etica de acuerdo a 1aNOM-062-ZO0-1999, Especificaciones técnicas

para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
6.4. Tratamiento

Las unidades experimentales se agruparon en 3 grupos experimentales:

* Grupo medicamento: se administr6 por via oral dos bolos por dia que contenian

Ventipulmin® durante 7 dias.
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» Grupo Carne: se administrd6 por via oral dos bolos por dia que contenian Carne
contaminada con Clembuterol durante 7 dias.

= Grupo Control: Se administro por via oral bolos que no contenian Clembuterol.

6.5. Ubicacion de la unidad experimental

Cada unidad experimental se pesd y se colocd en una jaula metabdlica individual durante 24
horas antes del tratamiento en condiciones estdndar de luz y temperatura (a 22 = 1° C, con un
fotoperiodo de luz-oscuridad de 12: 12 h) y se permitio el acceso ad libitum a alimentos y agua al

grupo control.
6.6. Alimentacion

Teniendo en cuenta que, en promedio, una rata come 15-30 g de pellets por dia, los animales (n =
18) se dividieron en tres grupos; el primer grupo fue alimentado con clembuterol puro
proveniente de una forma farmacéutica "grupo de medicamento". El medicamento seleccionado
fue Ventipulmin®, este es un broncodilatador comun empleado con fines veterinarios (Kearns et
al., 2009; Willson, 2009; Wood et al., 2010). Siguiendo diferentes blogs de atletismo y
musculacion, en los que indican que la administracion regular de clembuterol en ciclos tiene
forma piramidal durante 1 a 2 semanas (Daubert et al., 2007; Kierzkowska et al., 2005), se
administraron 4 dosis de clembuterol. De esta manera, las ratas imitarian un ciclo de dopaje, en el
cual un atleta usualmente consume cantidades crecientes de clembuterol para luego disminuir
gradualmente. Teniendo en cuenta que un atleta con un peso promedio de 65.2 kg consume 60 pg
de clembuterol, se establecieron 0.276 pg de clembuterol como la dosis inicial para una rata con
un peso promedio de 300 g (Daubert et al., 2007; Kierzkowska et al., 2005). Asimismo, en
promedio, una rata come 15-30 g de granulos por dia, se administraron dos bolos/ dia cada uno
con un peso de 10 g. El ciclo de dopaje dur6 7 dias, y las dosis de clembuterol por dia fueron:

0.276, 0.414, 0.552, 0.690, 0.552, 0.414 y 0.276 pg.

El segundo grupo fue alimentado con bolos que contenian carne contaminada con clembuterol

"grupo de carne". La carne adulterada se obtuvo de diferentes mercados donde se comprd y
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analiz¢ la carne previamente. El tercer grupo de ratas se aliment6 con bolos sin clembuterol y se

us6 como "grupo de control".

6.7. Toma de muestra

Las muestras de orina se recogieron cada dia utilizando tubos conicos de 50 mL y luego se
transfirieron a tubos de 2 mL. Las muestras se centrifugaron (3500 rpm, 10 minutos, 4 °C) y el

sobrenadante se almaceno y se mantuvo a -20 ° C hasta el andlisis.

6.8. Elaboracion de bolos

Con respecto a los bolos de carne, la carne se cocind y se seco en una estufa a 40 ° C. La carne
seca se pulverizd y se mezcld con el polvo de los pellets pulverizados con los que son
alimentados de manera habitual (Laboratory Roent Diet 5001) en una proporcion de carne: polvo
de 1:3, lo que llevo a una cantidad total de 5 g de carne por dia para cada animal. La cantidad de
carne por dia se estim6 en funcion de los requerimientos de proteinas para ratas (Ribeiro et al.,
2010; Tirapegui et al., 2012). Ademas, las concentraciones enantioméricas de clembuterol en la
carne se determinaron antes y después de ser comprimidas. Los bolos de carne y farmaco se
produjeron en una tableteadora excéntrica, modelo Korsch EK-1 (Berlin) utilizando 13 KN/m? de

presion de compresion.

6.8.1. Pretratamiento de bolos que contienen (Veltipulmin®) y carne contaminada con
clembuterol.

Los bolos con las cuatro dosis (0.276, 0.414, 0.552, 0.690 pg de clembuterol) se extrajeron con el
siguiente procedimiento. Para determinar el contenido de clembuterol en los bolos, se pesaron
cinco de ellos y se determind el peso medio. Se pulverizaron y se colocaron 100 mg del polvo en
un tubo de 2 mL que contenia 900 ul de una mezcla de ZnSO4 40% y NaOH 1IN 1:1. Se
incubaron en un bafio de ultrasonidos durante 15 min a 40 °C. Posteriormente, el pH se ajust6 a 8
con NaOH 5M., la solucion se centrifugo (13752 x g, 10 min a 4 ° C). El sobrenadante se limpid

utilizando OASIS MCX como se describe en el pretratamiento de muestras de carne de bovino.
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El eluato se recogi6é en un vial de UPLC-MS/MS y se evapord, finalmente, 250 ul de FA Se
afnadi6 un formiato de pH = 4,5 a cada muestra y se mezcld vigorosamente con vortex durante 1

minuto. Luego se inyectaron 30 pL en el sistema UPLC-MS/MS.

VI.IX. I. Desarrollo y validacion de un método analitico para cuantificar enantidmeros y
mezcla racémica de clembuterol en orina de rata.

6.9.1.1. Preparacion de la curva de calibracion de mezcla racémica de clembuterol.

Soluciones de estandares. Las soluciones stock se prepararon usando metanol como disolvente de
disolucion. El estandar de clembuterol racémico que contiene enantidomeros S-(+) y R-(-) se

prepard en un rango de 0,025 a 1,6 ng/mL para la curva de calibracion.

6.9.1.2. Procedimiento de extraccion de Clembuterol en orina de rata.

Las muestras se descongelaron en hielo y se homogeneizaron utilizando vortex. De cada uno, se
tomaron 100 pL y se colocaron en un tubo de 2 mL, seguido de la adicion de 10 pLL de KOH 2,5
M, y se mezclaron durante 30 segundos. La extraccion liquido-liquido se realizd con 1 mL de
hexano y se agito vigorosamente durante 60 segundos. Las muestras extraidas se centrifugaron
(15000 rpm, 10 min, 10 °C) y luego se transfirieron 250 puL de la capa orgénica a un tubo limpio
de 15 mL. La capa orgénica se evaporo a sequedad a 30 °C y se reconstituyo con 250 ul de FA 10
mM, pH =4.5.

6.9.1.3. Validacion del método analitico segun VICH GL 49

La validacion del método analitico se realizd de acuerdo con la directriz VICH GL49 (R). Esta
guia aborda especificamente la validacion de los métodos de residuos de medicamentos
veterinarios, con énfasis en la selectividad, linealidad, recuperacion, precision, precision, limite

de cuantificacion (LOQ), deteccion (LOD) y estabilidad de la muestra después de la preparacion.
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6.9.1.3.1. Linealidad del sistema

Estandares de curva de calibracion que consisten en un conjunto de 7 concentraciones. Estos se
prepararon disolviendo clembuterol racémico en metanol para obtener un rango de concentracion

de 0.025 a 1.6 ng/mL.

6.9.1.3.2. Selectividad y efecto matriz

Se evalué comparando los cromatogramas de seis orinas diferentes obtenidas de seis ratas
diferentes para asegurar que no hubiera picos de interferencia en el tiempo de retencion de los

enantiomeros de clembuterol.
6.9.1.3.3. Linealidad del método

Muestras de orina fortificadas con mezcla racémica de Clembuterol. Se utiliz6 un grupo de orina
de rata sin clembuterol almacenada a -20 °C hasta la validacion. El clembuterol racémico que
contiene enantidmeros S (+) y R (-) se afiadi6 a la muestra comtn a diferentes concentraciones en
el mismo rango de la curva de calibracion estandar (0.025-1.6 ng/mL). Posteriormente, las

muestras fortificadas fueron tratadas como se describid anteriormente.

6.9.1.3.4. Precision y exactitud del método

La precision dentro y entre corrida se determinaron mediante el analisis de siete niveles de
concentracion (0.025, 0.050, 0.100, 0.200, 0.400, 0.800 y 1.6 ng / ml) por triplicado en tres dias

diferentes.

6.9.1.3.5. Limite de deteccion y cuantificacion.

LOQ se estimd por sextuplicado utilizando el punto mas bajo en la curva de calibracion (0.025
ng/mL). Con respecto al LOD, se prepararon soluciones de 0,0025 a 0,025 ng/mL, la estimacion

del LOD fue el promedio de 3 veces la relacion sefial/ruido (S/N) de las soluciones.
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6.9.1.3.6. Estabilidad de la muestra

La estabilidad del clembuterol racémico que contiene enantiomeros S-(+) y R-(-) se evaluo
analizando tres réplicas de orina enriquecida con 0.100, 0.200 y 0.400 ng/mL, bajo dos
condiciones: (1) almacenamiento a corto plazo durante 1 semana a —80 ° C, y (2) tres ciclos de
congelacion-descongelacion. Las concentraciones obtenidas se compararon con soluciones recién

preparadas.

VI1.X.1. Desarrollo de un método analitico para identificar metabolitos de Clembuterol en
orina de rata.

6.10.1.1. Soluciones de estandares.

Las soluciones stock se prepararon mediante diluciones de las soluciones estandar intermedias
(0.05 ng/mL, 0.2, 0.8, 3.2, 12.8 ng/mL) utilizando metanol. La curva de calibracién se prepard
disolviendo clembuterol racémico en metanol para obtener un rango de concentracion de 0.025 a

6.4 ng/mL.

6.10.1.2. Muestras de orina.

Las muestras se descongelaron en hielo y se homogeneizaron. De cada una, se tomaron 250 puL y
se colocaron en un tubo de 2 mL, seguido de la adicion de 250 puL de agua, y se homogenizaron
durante 60 segundos. Posteriormente, se realizd una microextraccion en fase sélida (SPE) a la
solucion en una placa Oasis® MCX pElution de 96 pocillos. Primero se activaron los cartuchos
con 500 pL de metanol y luego se acondicionaron con 500 puL. de agua seguido de 500 uL de
formiato de amonio 10 mM (FA). Después, se cargaron 500 pL de la muestra y los pocillos se
lavaron con 500 pL de 10 mM FA, las muestras se eluyeron con 500 pl de una mezcla de
hidroxido de amonio al 5% (NH4OH) y metanol (4:96). El eluato se recogi6 en un vial de LC-MS
y se evapor6 hasta sequedad utilizando un SpeedVac. Finalmente, se agregaron 50 uLL de metanol
a cada muestra y se agitaron vigorosamente durante 10 minutos. Luego, los viales se agitaron y
fueron incubados en un bafio de ultrasonido durante 15 minutos, finalmente se inyectaron 20 pL

en el sistema UPLC-MS/MS.
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6.10.1.3. Muestras de carne de bovino.

Todas las muestras se almacenaron a -80 © C el dia del analisis se descongelaron en hielo; a 100
mg de carne molida* se agregaron 300 uL de metanol; luego, las muestras se homogeneizaron
utilizando perlas de metal de tamafio de particula de 2 mm con un homogeneizador
(TissueLyserL T, Qiagen, Alemania) en dos ciclos, cada ciclo con una duraciéon de 30 min, entre
cada ciclo se colocaron en hielo. Las muestras extraidas se centrifugaron (14.000 g, 4 ° C, 15
min) y el sobrenadante se paso a través de una columna de extraccion en fase solida Supelco
HybridSPE®-Phospholipid (Supelco, PA, EE. UU.). El eluato se recogi6 en un vial de LC y se
evapor6 hasta sequedad usando un SpeedVac. Finalmente, se agregaron 50 pL de metanol a cada
muestra y se mezclaron vigorosamente con vortex durante 10 min. Luego se mezclaron los viales

y se incubaron en un bafio de ultrasonidos durante 15 minutos.

*Esta carne fue previamente analizada y se confirm¢é presencia de residuos de Clembuterol.
VI.XL.1. Indicadores de estrés oxidativo y dafio celular.
6.11.1.1. Cuantificacion de isoprostanos (8-iso-PGF2a) en plasma de rata.

Se utiliz6 1a metodologia desarrollada y validada por (Rodriguez Patiio et al., 2018).

Plasma. Alicuotas de 500 pL de plasma de rata fueron trasferidos a tubos de 2 mL y se adiciono
100 pL de estandar interno y 500 pL de KOH 15%. Los viales se homogenizaron y fueron
incubados en un bafo de ultrasonido durante 30 min 40° C. Posteriormente fueron enfriados a
temperatura ambiente, se adicionaron 225 ul de acido férmico 6 M, se homogenizaron y se
centrifugaron a 15 000 rpm 10 min 4°C. A los sobrenadantes se aplicé una microextraccion en
fase solida, empleando una placa de extraccion Oasis® MAX UElution de 96 pozos,
acondicionados previamente con 500 pL de metanol y con 500 uL de acido férmico 20 mM,
después se cargo la muestra 350 pL. Los pozos fueron lavados con 300 uL. de NH4OH 2%, las
muestras fueron eluidas con 50 pL de una mezcla de 4cido formico 5% en ACN: Isopropanol
40:60, diluyéndose con 150 pL de agua Milli-Q; las alicuotas de 30 pL fuero inyectadas al
sistema UPLC-MS/MS.
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La separacion de isoprostanos (8-iso-PGF2a) se realizé con acido formico y acetonitrilo a una
velocidad de flujo de 0.3 mL/min, 30 pL de volumen de inyeccidon y una columna ACQUITY
BEH UPLC® C18 1.7 um.

6.11.1.2. Determinacion de proteinas totales en 6rganos de rata.

Se tomaron muestras de cada 6rgano y fueron colocadas en tubos de 2 mL con buffer de lisis
(EDTA, PMSF, Triton X), se homogeneizaron y después se sonicaron con tres pulsos de 10
segundos y una amplitud de 67 hertz. Las muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante se
transfirio a tubos de 2 mL en donde se separaron alicuotas para determinacion de proteinas y otra
para glutation total. Las proteinas totales fueron determinadas espectrofotométricamente a 595

nm con el reactivo de Bradford (Bio-Rad).

6.11.1.3. Determinacion de glutation total (GSH-GSSG).

Los niveles totales de glutation fueron determinados utilizando el reactivo de Ellman en el cual,
el GSH es oxidado por el 4cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB los sobrenadantes de paso
anterior fueron tratados con 4cido sulfosalicilico 5% durante 15 minutos a 4°C posteriormente las
muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante se hizo reaccionar con DTNB vy la respuesta se

determiné espectrofotométricamente a una longitud de onda de 412 nm.

6.11.1.4. Determinacion de transaminasas hepaticas en plasma de rata

Se determinaron los niveles de las enzimas asociadas al dafio hepatico y-Glutamil Trasnpeptidasa
(y-GT) y Lactato Deshidrogenasa (LDH) en plasma, inmediatamente después del sacrificio se
obtuvo sangre mediante puncion cardiaca, la cual se centrifugo para separar el plasma del paquete
celular, el plasma fue dividido en alicuotas y conservado a -20 °C. Los niveles de cada enzima
fueron determinados con los reactivos de kit respectivamente (Spinreact S.A) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante con las respectivas modificaciones las lecturas fueron realizadas en el
lector de placas Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer Termofisher Scientific

a 412 nm para y-GT y 450 nm para LDH.
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6.11.1.5. Determinacion de GPx y GR

La actividad de las enzimas antioxidantes Glutation Peroxidasa (GPx) y Glutation Reductasa
(GR) fueron determinadas en el plasma de las ratas, las muestras de plasma fueron diluidas en el
buffer de reaccion de cada enzima previo a su medicion el procedimiento se llevo a cabo de
acuerdo a las instrucciones del manual del fabricante con ligeras modificaciones CGP1 y GRSA
respectivamente (Sima-Aldrich; S.L., USA). Las lecturas fueron realizadas en el lector de placas

Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer Termofisher Scientific a 340 nm.

6.12. Disefio Experimental

Se utilizé un disefio al azar para asignar los tratamientos a los sujetos de experimentacioén. Se
realizaron comparacion de medias en cada tratamiento para determinar si existia diferencia
significativa. La variable independiente fue el tiempo de muestreo. Las variables dependientes

fueron la cantidad (ng/mL) de cada enantiémero de clembuterol S -(+) y R -(-).

6.13. Modelo Estadistico

Para probar las diferencias, se aplico una prueba ANOVA de una via con medidas repetidas a

cada dia del estudio.

6.14. Analisis estadistico para determinacion de enantiomeros

El control del sistema y el andlisis de datos se adquirieron y procesaron con MassLynx V4.1
(SCN 843 Copyright 2011, Waters Inc). Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el
programa estadistico IBM SPSS Statistics para Windows, version 20.0. (IBM Corp. Lanzado en
2011. Armonk, NY: IBM Corp.), y los graficos se obtuvieron utilizando GraphPad Prism version
7.00 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California, EE. UU., www.graphpad.com).
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6.14.1. Analisis estadistico para identificacion de metabolitos

Los datos sin procesar se reprocesaron utilizando el software de la estacion de trabajo
MassHunter. Las areas de los picos se obtuvieron utilizando el software de andlisis cuantitativo
QQQ (Agilent Technologies®, version B.08.00). El anélisis estadistico se llevo a cabo utilizando
el software IBM SPSS Statistics Version 20 (IBM corp.). Los datos se analizaron utilizando
ANOVA de una via con prueba de medidas repetidas. Los graficos se representaron utilizando el

software GraphPad Prism 7 (software GraphPad)
6.14.2. Analisis estadistico para correlacion de isoprostanos.

Los datos se analizaron empleando el programa Statgraphics Centurion XV version 15.2.05
(2007). Se analizo la correlacion de los indicadores de dafio celular entre la concentracion de los
isoprostanos (8-iso-PGF2a). Para buscar una posible correlacion dependiente del tratamiento.

Para establecer diferencias significativas entre los tratamientos se realizé prueba ANOVA.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.1. Desarrollo del método de validacion para la determinacion de enantiomeros de
Clembuterol.

La identificacion de las formas de clembuterol (S-(+) y R-(-)) se realizd utilizando dos
transiciones (M/z 277.10 — 202.9 y m/z 277.10 — 132.02). Sin embargo, a partir de estos, se uso
el mas abundante para la cuantificacion (m/z 277.10 — 202.9) a lo largo de la aplicacion,

mientras que la transicion menos abundante (m/z 277.10 — 132.02) se empled para identificar.

100- 202.99 Product lon 277 ESI +

1.45x 107

Relative Intensity %

132.02

167.95
131.08 167.01

O-frrrry LSRR Trrr T 4 LRAASS BARAE RARSY | MLRARAR RARAS | Ar A AR RARRS | T MVZ
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Figura 5. Espectro del ion producto del clembuterol racémico (277 m/z) usando UPLC - ESI (+) - TQ-MS.

NOTA: Espectro del ion producto con 16 eV de energia de colision. La concentracion de
clembuterol racémico fue de 100 ng/mL. La Figura 5 muestra el espectro de fragmentacion del
clembuterol racémico utilizando UPLC-ESI (+) -TQ-MS. Las transiciones mas abundantes (i6n
precursor/ion producto) para los enantidmeros de clembuterol R-(-) y S-(+) se seleccionaron
utilizando el estandar racémico, lo que dio como resultado 277.10—202.95 m/z. Cada transicion

se optimizé ajustando los voltajes del capilar, del cono y la energia de colision, estos resultados

se observan en la tabla 11.
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Tabla 11. Parametros optimizados de MS para los enantiémeros de clembuterol.

Enantiémeros lon lon Energiade Voltajedel Tiempode  Transiciones
de precursor  producto colision cono (V) retencién usadas para
Clembuterol (m/z) (m/z) (eV) (min)
S- (+) 277.10 202.91 16 22 2.5 Cuantificar
R-(—) 277.10 202.91 11 15 3.5
S-(+) 277.10 132.02 16 22 2.5 Identificar
R-(—) 277.10 132.02 11 15 3.5

Para obtener la mejor resolucion cromatografica de los enantidmeros y mantener la sensibilidad y
un tiempo de corrida aceptable, se modifico el pH y la fuerza idnica de la fase movil acuosa.
Ambos parametros estaban altamente asociados con la adicion de un modificador (FA) a la fase
movil a diferentes concentraciones (Hermansson, 1983). La separacion cromatografica se
optimizd con diferentes disolventes en diversos porcentajes (ACN, MeOH y 2-PrOH) y
concentraciones variables de FA entre 5 y 10 mM, en un rango de pH de 4.5 a 7, observando los
mayores cambios con el cambio del pH. Los enantiomeros de clembuterol se separaron en cuatro
valores de pH diferentes; 4.5, 5.0, 6.0 y 7. Los resultados se muestran en la Figura 6, que muestra
la relacion entre la resolucion de los enantiomeros S- (+) y R-(-), el tiempo de retencion y el pH
de la fase movil. Como se observo, el tiempo de retencion y la resolucion (Rs) disminuyeron con
el pH. Aunque la resolucion mas alta obtenida (Rs= 2.56 min) se encontré a pH 7, para optimizar

el tiempo de ejecucion se selecciono, el pH 4. 5.

8
7 ° | 256 _
=
T 5
T 6 ° ] 233 2
[}
O
5 o =m 195
on 1.26
4
0 5 10 15

Retention time (min)

Figura 6. Influencia del pH en el tiempo de retencién y resolucién de los enantiémeros de clembuterol S -(+)(@) y R-(- (.)).
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Figura 7(a-c). Cromatogramas SRM extraidos de la transicion de clembuterol 277.10 — 202.9 m/z para la comparacion de
columnas: a) y b) Luna 5u celulosa-2 columna a 90:10 y 85:15 ¢) AGP Chiralpak Columna en 97: 3.

Ademas, como una alternativa para la separacion de enantiomeros, se utilizo la columna Luna
5u celulosa-2 en las mismas condiciones que la columna quiral AGP. Esta columna es
conocida por la separacion de enantiomeros y mezclas racémicas de todos los tipos de
compuestos. El resultado con la columna Luna 5u celulosa-2 (250 mm x 4,6 mm, 5 um;
Phenomenex) se presenta en la figura 7. Esta columna mostr6 mayor respuesta en
comparacion con la columna quiral AGP, con una resolucion de Rs=1.5 de los enantiomeros;

sin embargo, debido a su forma de pico asimétrica para el enantidomero S-(+), este método se
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descarto. En resumen, las condiciones finales para el método analitico fueron: columna quiral

AGP con una fase movil acuosa que contenia FA 10 mM a pH =4.5 y ACN (97: 3).

120
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0
S R

Disolventes para extraccion

Recobro (%)

B Metil tert-butil éter M Heptano M Hexano/Propanol (80:20)(v/v) Hexano (2)

s

Disolventes para extraccion

= = N N w w
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Coeficiente de variacién (%)
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o

B Metil tert-butil éter M Heptano M Hexa/Propanol (80:20)(v/v) Hexano (2)

Figura 8 . Comparacion de los recobros promedio y coeficientes de variacion obtenidos con los diferentes disolventes en
muestras de orina de rata, fortificadas con clembuterol (100 pg/mL).
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El pretratamiento de la muestra de orina se optimizo con diferentes disolventes; heptano,
hexano con doble extraccion, metil-tert-butiléter y mezcla de hexano y propanol 80:20 (v/v),
se lograron mejores recobros empleando hexano, los coeficientes de variacion fueron menores
en ambos enantiomeros S-(+) y R-(-) como se observa en la (figura 8). Por lo tanto, se decidio
utilizar el disolvente hexano para el pretratamiento de muestras de orina de rata, descartando

otro tipo de extraccion que elevara el costo como extraccion en fase solida.
7.1.2. Validacion del método

Una vez que se desarrolld el método, se procedié a validar siguiendo los pardmetros
establecidos por la Guia VICH GL49 (R)(FDA Guidance, 1995; R, 2015). La especificidad
del método se evalué mediante la comparacion de los cromatogramas de los enantidmeros de
clembuterol en los extremos del rango de la curva de calibracion con la orina de rata del grupo
de control (Figura 11), donde no se observd interferencia en el tiempo de retencion de los

enantiomeros S-(+) y R-(—).

Los pardmetros de validacion se resumen en la Tabla 12. La linealidad del método se obtuvo
con coeficientes de correlacion de 0.9854 y 0.9883 para el enantidmero S-(+) y R-(—),
respectivamente (Figura 9 y 10). En cuanto a la exactitud, todas las recuperaciones estuvieron
dentro del rango de porcentaje de recobro (84.7% a 100.4%) segun lo establecido en la guia.
Ademas, los valores de precision dentro y entre corrida de enantiomero S-(+) fueron de 5.6 a

11.6% y de 6.4 a 10.5%, respectivamente.

Del mismo modo, para el enantidmero R-(—) mostré un coeficiente de variaciéon de 6.3 a
15.9% y de 4.91 a 11.9%. El LOQ de la mezcla racémica de clembuterol se estimé como el
punto mas bajo en la calibracion que fue de 0.0125 ng/mL y el LOD se estim6 en 0.006

ng/mL para cada enantidémero.



UN/M
POSGRAMDO:

LEDEFAR

25000 A
L3
20000 +
15000 -
©
o
<
10000 -
y = 26.156x + 14.923
5000 A1 R2=0.9976
0 T T T T T T T T d
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Concentraciéon Enantiomero S-(+) (pg/mL)
R
25000 -
L]
20000 -
15000 -
©
g
<
10000 A
y=25.918x - 10.628
5000 1 R?=0.9972
0 T T T T T T T T d
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Concentracion Enantiomero R-(-) (pg/mL
Mezclaracémica
50000 A~
45000 - .
40000 -+
35000 -
30000 -
©
@ 25000 -
<
20000 -
15000 -
y =26.037x + 4.295
10000 + R%2=0.9977
5000 A
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Concentracion mezcla racémica (pg/mL)

Figura 9. Curvas de calibracion de estandar de mezcla racémica (Clembuterol total), enantiomero S-(+) y R-(-) en formiato

de amonio pH=4.5.
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Tabla 12.

Principales parametros de validacién del método.

1. LINEALIDAD (n= 21)

Estandares

Muestras

Clembuterol total

S-(+) Clembuterol
R-(—) Clembuterol

INTRA- CORRIDA
Concentracion adi.

Clembuterol total

Concentracion adi.
S-(+) Clembuterol

R-(—) Clembuterol

ENTRE CORRIDA
Concentracion adi.
Clembuterol total

Concentracion adi.
S-(+) Clembuterol

R-(—) Clembuterol

Clembuterol total
S-(+) Clembuterol
R-(—) Clembuterol

Clembuterol Total
S-(+) Clenbuterol
R-(—) Clenbuterol

Clembuterol Total
S-(+) Clenbuterol

R-(—) Clenbuterol

(ng/mL)
Recobro (%) £ 1.C.
(ng/mL)
Recobro (%) £ 1.C.
Recobro (%) £ 1.C.

(ng/mL)
Mean (ng/mL)
R.S.D. (%)
Incer. relativa
(ng/mL)
Mean (ng/mL)
R.S.D. (%)
Incer. relativa
Mean (ng/mL)
R.S.D. (%)

Incer. relativa

(ng/mL)
Mean (ng/mL)
R.S.D. (%)
(ng/mL)
Mean (ng/mL)
R.S.D. (%)
Mean (ng/mL)
R.S.D. (%)

Recobro (%)
80.34
86.9
73.79

Intercepto + I.C.

4.29 26.037
14.92 26.156
-10.62 25918
Intercepto + I.C. Pendiente +
19.505 0.7778
10.547 0.7726
8.958 0.7801
2. EXACTITUD (n=9)

0.025 0.05 0.1 0.2

99.6 97.5 91.5 89.2

0.0125 0.025 0.5 0.1

103.3 100.4 91.5 90.8

95.8 94.7 91.4 87.5

3. PRESICION (n=9)

0.025 0.05 0.1 0.2
0.025 0.049 0.092 0.178
7.91 9.26 9.64 7.06
1.101 0.562 0.299 0.155

0.0125 0.025 0.5 0.1
0.013 0.025 0.046 0.091

8.7 9.8 9.5 6.6
1.096 0.570 0.310 0.157
0.012 0.024 0.046 0.088

15.9 11.2 13.1 8.6
1.273 0.636 0.332 0.174

0.025 0.05 0.1 0.2
0.025 0.049 0.092 0.178
4.81 9.18 6.92 7.24

0.0125 0.025 0.5 0.1
0.013 0.025 0.046 0.091

8.6 10.5 8.0 6.6
0.012 0.024 0.046 0.088

7.1 10.1 11.9 8.6

4.L0Q
R.S.D. (%)
12.78
16.68

11.06

Pendiente + I.C.

.C.

0.4
853
0.2
85.4
85.1

0.4
0.341
10.63
0.081

0.2
0.171

11.6
0.083
0.170

10.1
0.090

0.4
0.341
6.43
0.2
0.171
9.5
0.170
6.4

r2

0.9977
0.9975

0.9972
r2
0.9872

0.9851
0.9883

0.8
84.7
0.4
84.7
84.7

Rango (pg/mL)
25— 1600
12.5-800
12.5-800

Rango (pg/mL)
25-1600
12.5-800
12.5-800

1.6
87.1
0.8
86.9
87.3
0.8 1.6
0.678 1.234
11.19 5.35
0.041 0.022
0.4 0.8
0.339 0.616
12.9 5.6
0.042 0.023
0.339 0.618
9.8 6.3
0.045 0.025
0.8 1.6
0.678 1.234
7.04 5.35
0.4 0.8
0.339 0.616
7.2 6.4
0.339 0.618
4.9 6.8

Conc. (ng/mL)
0.025
0.0125

0

.0125

1.C.; Intervalos de confianza; Incertidumbre estandar relativa combinada.
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Ademas, se evaluo la estabilidad de los estandares y de muestras fortificadas con orina de rata
y mezcla racémica de clembuterol en dos condiciones; después de 7 dias de almacenamiento a

—80 ° C y 3 ciclos de congelacion-descongelacion (Tabla 13).

Como se observa en la Tabla 13, una semana de almacenamiento mostré un impacto
importante en la determinacion del enantidomero en muestras y estandares, lo que llevo a
encontrar recuperaciones bajas como el 63.5% y el 65.9% de los enantiomeros S-(+) y R-(—)
en las muestras., respectivamente, al nivel de 0.2 ng/mL. Por otro lado, los 3 ciclos de
congelacion y descongelacion casi no tuvieron impacto en las recuperaciones, obteniendo un

92.3% y un 91.9% de recuperacion de enantidmeros S- (+) y R- (—) en muestras.

Tabla 13. Estabilidad de R-(—) y S-(+) enantiémeros de clembuterol después de la preparacion de la muestra (n= 3).

Enantio S-(+) Clenbuterol R-(—) Clenbuterol
meros

Recobro (ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
Condiciones [ Estandar Muestras Estandar Muestras Estandar Muestras Estandar Muestras
ambientales fortificadas fortificadas fortificadas fortificadas

-80°C 0.1 0.097+0.01  0.079+0.01 97.45+9.46  79.38+7.81  0.083+0.00 0.079+0.01  8297+0.01  79.62+8.01
(1 Semana) 0.2 0.149+0.01  0.127+0.01  7486+6.73  63.54+7.19  0.134+0.01 0.131+£0.01  67.46+0.01  65.90+6.76
0.4 0350+0.04  0290+0.04 87.69+1029 72.53+10.57 0.329+0.04 0296+0.01  8249+0.01  74.23+926
3 ciclos de 0.1 0.100£0.00  0.098+0.01 10023560 98.37+10.11 0.097+0.00  0.093 +0.01 97.59+4.6  93.75+12.06
descongelacion- 0.2 0.193+0.02  0.185+0.02  96.67+7.60  92.99+9.66  0.186+0.02 0.183+0.01 93.45+11.90 91.98+9.70

congelacion 0.4 0392+0.01  0376+0.01  98.19+2.73  94.08+2.82  0387+0.01 0379+0.01  9681+184 9491 +255

Los resultados de la validacion demostraron la eficacia del método, la preparacion de la
muestra y la determinacion de los enantiomeros de clembuterol S-(+) y R-(-) en la orina de
ratas. Ya existen algunas metodologias publicadas para determinar los enantiomeros de
clembuterol; sin embargo, para la mayoria de ellos, el tiempo total de analisis varia de 24 a 30
minutos (Hefnawy et al., 2013; Mostafa et al., 2009; Velasco-Bejarano et al., 2017), cuatro
veces mas que el método actual, que tiene un tiempo de 6.5 minutos. Comparando la
resolucion del método con metodologias reportadas, mostré un valor mas alto de 1.2 en
comparacion con el valor de 1.0 reportado por Velasco Bejarano (Velasco-Bejarano et al.,

2017).



Ademas, la sensibilidad del presente método para cada enantiomero incluyé el LOQ mas bajo
informado de 0.0125 ng/mL en comparacion con los métodos anteriores (Hefnawy et al.,
2013; Mostafa et al., 2009; Velasco-Bejarano et al., 2017) (0.025 ng/mL, 50 ng/mL y 2.5
pg/mL). Finalmente, este trabajo evaluo el efecto de los ciclos de congelacion y
descongelacion y la estabilidad a corto plazo a -80 © C después de que se fortificaron muestras

de orina de rata con mezcla racémica.

7.1.3. Aplicacién del método.

La caracterizacion y cuantificacion de los enantiomeros de clembuterol en el farmaco
(Ventipulmin®) y en la carne, antes y después de la elaboracion de los bolos, se realizaron
antes de comenzar el estudio con los animales (Tabla 14). Los cromatogramas de estos
resultados se muestran en la Figura 12, donde se observa que la proporcion de enantiomeros
S-(+) y R-(—) era 1, independientemente del tipo de muestra (carne o farmaco), estos
resultados coinciden con lo reportado por (Wang et al., 2016). Ademas, se observo que el
proceso de compresion no afectd la cantidad y la proporcion de los enantiomeros que
continuaron siendo 1. Teniendo en cuenta estos resultados, se procedio a la administracion de
clembuterol a los animales, en la forma de imitar un ciclo de dopaje o por el consumo de

carne contaminada y un grupo de control alimentado normalmente sin clembuterol.

Tabla 14. Determinacion de enantidmeros de clembuterol en la carne contaminada, en el farmaco utilizado y después de la
granulacion de ambas muestras.

Muestra Concentracion S (+) (ng/g) R (-) (ng/g) Clembuterol total ~ Total clenbuterol
tedrica (ug) (ng/g) (ug/portion*)
Promedio = SD Promedio = SD Promedio = SD
(n=3) (n=3) (n=3)
Bolos con Dose 1: 0.276 6.71+0.96 7.34+0.70 14.04+0.83 0.280
ventipulmin Dose 2: 0.414 10.98+1.97 11.54+2.17 22.52+2.07 0.450
Dose 3: 0.552 14.34£3.07 15.44+3.08 29.77£3.07 0.595
Dose 4: 0.690 22.45+1.76 23.82+1.65 46.26%1.70 0.925
Bolos con carne -—- 12.49+2.04 14.79+2.62 27.2842.33 0.545
contaminada
Carne - 11.02+1.73 14.94+2.07 25.96£1.90 ---
contaminada

* La porcion de comida fue de 2 bolos por dia, cada uno con un peso de 10 g.



g UN/M
POSGR/TDO

LEDEFAR

La orina de cada rata se recolectd al dia siguiente después de la ingestion de clembuterol

(medicamento o carne) durante los 7 dias. Aunque para algunas ratas no fue posible recolectar

orina, todas las muestras se analizaron utilizando el método validado. Se encontrdé que la

sensibilidad y especificidad del método fueron suficientes para determinar con precision los

enantidmeros [S -(+) y R-(—)] de clembuterol, ya que las concentraciones estaban por encima

del LOD para los grupos de carne y medicamento. La cuantificacion de los enantidmeros se

puede encontrar en la Figura 13. En las muestras de orina del grupo control no se encontro

ninguna sefal.
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Figura 11(a-h). Cromatogramas SRM extraidos de la transicion 277.10 — 202.9 m/z para a) Estandar de S-(+)
enantiémero de clembuterol; b) Estandar del enantiomero R-(-) clembuterol; c) y d) Estandar de clembuterol racémico en
los puntos mas bajos y mas altos de la curva de calibracion (0.025 ng/mL y 1.6 ng/mL); €) Blanco de la fase movil; f) y g),

Muestras de orina de rata fortificadas con punto mas bajo y mas alto de la curva de calibracién (0.025 ng/mL y 1.6 ng/mL);

h) Blanco de muestra de orina de rata.
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Figura 12.(a-e). Cromatogramas SRM extraidos de la transicion 277.10 — 202.9 m/z para a) Muestra de carne contaminada
con clembuterol; (b) Muestra de medicamento que contiene Clembuterol; (c) Muestra de bolo con carne que contiene
clembuterol; (d) Bolo con granulado que contiene clembuterol (Ventipulmin ®); (e)Muestra de orina de rata al tercer dia de
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dopaje con clembuterol S-(+) 0.195 ng/mL y R-(-) 0.126 ng/mL.

En la figura 13 se puede observar que el grupo de medicamento siguidé una distribucioén
gaussiana Asi, en el primer dia, se estimaron 0.2 y 0.15 ng/mL para los enantiomeros S-(+) y
R-(—), respectivamente, y estos aumentaron hasta 0.5 y 0.4 ng/mL en el dia 4 del ciclo de
dopaje, igualando la mayor concentracion de clembuterol. Por otro lado, la concentracion de

enantiomeros S-(+) y R-(-) de la carne fue similar durante los primeros 6 dias, con una

tendencia a disminuir en el dia 7.
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Para establecer diferencias significativas entre grupos, se aplicé una prueba ANOVA de una
via con medidas repetidas a cada dia del estudio (Figura 13). Como era de esperar, se
observaron diferencias entre las formas en que se administré clembuterol. Se encontraron

cantidades mayores de enantiomeros

0.44
*
T -— Meat
3-Clen
* L
0.34 R-Clen
[===1] Drug
3-Clen
* Drug
= == RClen
E
[=>]
= 0.24 *
(]
=
=
L]
0.14

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6 Day 7

Figura 13. Concentraciones de enantidmeros S- (+) y R-(—) de clembuterol (ng/mL) en orina de rata durante un ciclo de
dopaje (barras rojas) y consumo continuo de carne (barras azules).

NOTA: Datos después de ANOVA de una via con medidas repetidas. Las barras son medias
+/- Intervalo de confianza al 95%. El * significa diferencia significativa entre enantidmeros;

R-(-) y S-(+) (p<0.05).

S-(+) y R-(-) (150% y 130%, respectivamente) en el grupo medicamento en comparacion con
el grupo de la carne. Es importante destacar que se encontraron diferencias significativas entre
los enantidmeros S-(+) y R-(—) entre el 1 y el 5° dia del ciclo de dopaje, observando una

mayor cantidad de la forma S- (+) sobre el enantiomero R- (—).

Ademas, la relacion de los dos enantidmeros se calculdé como R/S. Esto se compard utilizando
la prueba ANOVA de una via de medidas repetidas (Figura 14). Los promedios de la relacion

R/S por dia variaron para el "grupo de medicamento" de 0.67-0.89, mientras que de 0.97-1.22
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para el "grupo de carne". Este rango de "grupo de carne" que incluia 1, indicdé que las

proporciones de cada enantiomero eran iguales (50:50).

2.04
mm Meat
HE Drug
1.5
K
ok
- %
»n
o
_2 1.0
il
{C
o
0.5 I
0.0-
Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6 Day 7

Figura 14. Relacion R/ S de enantiomeros de clembuterol en orina de rata durante un ciclo de dopaje (barras rojas) y
consumo continuo de carne (barras azules).

NOTA: Los datos después de medidas repetidas ANOVA de una via. Las barras son medias
+/- intervalo de confianza (95%). El ** significa diferencia significativa entre “grupo de

medicamento” en rojo y “grupo de carne” en azul (p<0,001).

La diferencia en la relacién enantiomérica del grupo de medicamento podria explicarse por la
actividad bioldgica de los enantiomeros. Se ha descrito que los B-agonistas con estructuras
quirales tienen un metabolismo diferente, siendo los enantiomeros R-(-) mas activos que la
forma S-(+), lo que sugiere que el S -(+) clembuterol se metaboliza y excreta menos(Kitaura,
Suzuki, & Kraemer, 2015). Es posible que el metabolismo de los medicamentos dependa del
tiempo y de la concentracidon, y desaparezca en los ultimos dias (6 y 7 dias) cuando la
concentracion de clembuterol es baja. En un trabajo anterior, la farmacocinética de los
enantiomeros de clembuterol en ratas después de 1.V. de 2 mg/kg de clembuterol racémico
mostrd una mayor concentraciéon de enantidmero S-(+) en plasma a las 24 horas, lo que

sugiere una distribucion y excrecion de los enantidémeros significativamente diferente(Ahmad,
2007).
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Sin embargo, en un estudio reciente (Parr et al., 2017) establecidé que en humanos después de
una dosis unica de clembuterol, ya sea de una preparacion farmacéutica o de carne que
contiene clembuterol (carne de res o higado) no existe diferencia en la relacion enantiomérica.
A pesar de que los datos no son comparables con los resultados humanos y el disefio
experimental fue diferente, nuestro disefio experimental es un estudio piloto que pretende
representar la realidad de los ciclos de dopaje a los que estan expuestos los atletas y el efecto
de un consumo constante de carne contaminada. Se necesitan estudios adicionales de la
farmacocinética en humanos y estudios en varias dosis y en tiempos tanto en sangre como en

orina para validar estos resultados.

7.2.1. Desarrollo de método para identificacion de metabolitos de Clembuterol.

Hasta la fecha, se ha descrito e identificado un total de 5 metabolitos de Clembuterol en orina
de rata después de una dosis unica de Clembuterol (Dominguez-Romero et al., 2013), sin
embargo, no existe un método para la determinacion de estos. Por lo tanto, para nuestro
proposito, LC-QqQ-MS fue la primera opcion a seleccionar, ya que esta técnica se caracteriza
por una alta selectividad y especificidad mediante el uso de SRM, donde se pueden
seleccionar pares de iones precursores/iones producto. Las condiciones cromatograficas

iniciales fueron adaptadas.

(Dominguez-Romero et al., 2013). Teniendo en cuenta que no hay estandares comerciales
disponibles, las transiciones se obtuvieron utilizando orina de ratas alimentadas con
Clembuterol en la dosis mas alta del ciclo de dopaje. Para cada metabolito Clembuterol, se
seleccion6 un par de transiciones utilizando el software optimizador de Agilent (Tabla 15). A
partir de estas transiciones, se selecciond el mas abundante para la integracion del pico
denominado "transicion cuantificadora", mientras que el izquierdo se usé como "transicion

identificadora" para obtener la confirmacion del metabolito Clembuterol.

Los espectros de fragmentacion de cada metabolito de Clembuterol se explicaron claramente
siguiendo el documento de (Dominguez-Romero et al., 2013). El Clen-M1, el producto de la
conjugacion de sulfato (Figura 15), mostrd dos fragmentos especificos: m/z 84.0 del grupo

sulfato y m/z 70.0 de la formacion de pirrolidina. Con respecto al Clen-M2, se observo
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nuevamente la formacion de m/z 70.0, junto con m/z 91.0 correspondiente a la anilina después
de una reaccion de radicales libres (Figura 16). Ademas, el metabolito glucurénido Clen-M3
mostro una escision inductiva simple que dio como resultado la pérdida de una molécula de
agua que dio como resultado m/z 435.0 y el fragmento de la cadena alifatica de Clembuterol
que muestra m/z 100.1 (Figura 17). El Clen-M4 también mostré la formacion de pirrolidina
m/z 70.0 y el fragmento m/z 120.1 de la cadena alifatica de Clembuterol después de la
oxidacion (Figura 18). Ademas, Clen-M5 mostré una fragmentacion muy baja; sin embargo,

el informe del optimizador mostrd una tnica transicion m/z 59.0 de la oxi-amina (Figura 19).

Finalmente, se obtuvo el espectro de fragmentacion del estdndar de Clembuterol (Figura 20).
Los fragmentos tipicos m/z 202.9 y m/z 259.0 correspondieron a la pérdida de la cadena
alifatica y la pérdida de una molécula de agua debido a una simple escision inductiva,
respectivamente. Los tiempos de retencion de Clembuterol y Clembuterol-metabolitos fueron
cercanos al trabajo anterior (Dominguez-Romero et al., 2013), las pequenas diferencias se

deben a las caracteristicas de la columna cromatogréfica.

Tabla 15. Transiciones SRM dinamicas para Clen y Clen-metabolitos

Tipo* Compuesto lon precursor lon producto f Voltage de En_ergia de RT&

ragmentador (V) colision (V) (min)

Clen-M1 357.05 70.00 125 49 1.19

g Clen-M2 293.08 90.90 145 33 5.75

é Clen-M3 453.12 99.90 165 41 8.39

% Clen-M4 263.00 119.90 90 25 8.29

© Clen-M5 307.06 307.06 215 25 9.96

Clembuterol 277.09 202.80 95 17 1.19

Clen-M1 357.05 84.00 125 37 1.19

-(% Clen-M2 293.08 70.00 145 50 5.75

:»E Clen-M3 453.12 435.20 165 25 8.39

E Clen-M4 263.00 70.00 90 45 8.29
Clen-M5 307.06 59.00 170 37

NOTA: * Tipo de transicion, Cuantificador significa la transicion utilizada para el calculo del area, Identificador significa la
transicion utilizada para la identificacion; & RT, tiempo de retencion; Tiempo de espera, fue de 200 para todas las

transiciones.
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Figura 20. Resultados del “Optimizer” de estandar de Clembuterol. A) Cromatograma de iones del producto; B) Espectro
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7.2.2. Aplicacion del método para identificacion de metabolitos de Clembuterol.

Una vez establecidas las condiciones analiticas, se midieron las muestras. Teniendo en cuenta
que para algunas ratas no fue posible recolectar orina, se aplicd una prueba de ANOVA de
una via con medidas repetidas a cada dia del estudio para buscar diferencias estadisticas que
pudieran discriminar el origen de los metabolitos de Clembuterol en la orina (Figura 22). En
la figura 22 observamos que Clen-M5 y Clen-M3 son los metabolitos con la mayor respuesta
analitica en la orina. Estos correspondieron al metabolito después de la oxidacion del grupo
amina en el anillo aromético y el metabolito con la conjugacion glucuroénica, respectivamente.
Ademas, se encontraron diferencias estadisticas en Clen-M5 de la ingesta de medicamentos en
comparacion con la ingesta de carne a los dias 1 y 7. El metabolito Clen-M4 se encontr6d
significativo en los dias 1 y 6 entre el consumo de medicamento y la carne contaminada con
clembuterol. Finalmente, las diferencias en Clembuterol después del consumo de
medicamento y carne se encontraron en el dia 4, estos resultados sugieren un uso potencial de
estos metabolitos como biomarcadores para distinguir entre el dopaje y la ingesta de carne,

eventualmente esto podria aplicarse a muestras de orina humana.

Estos cambios pueden explicarse por el hecho de que la estereoselectividad en el metabolismo
de los xenobidticos quirales es bien conocida, diferentes mecanismos enzimaticos pueden
discriminar entre enantidmeros y afectar las reacciones de la fase I y la fase II en el
metabolismo del higado (Nguyen et al., 2006; Shen et al., 2013). Hay muchas formas que
involucran interacciones bioquimicas; estos pueden ser a través de la sustancia quiral original,
una sustancia proquiral capaz de cambiar o crear un derivado quiral y someterse a otra
transformacion quiral (Lu, 2007). Un producto con un centro quiral puede transformarse en un
nuevo centro asimétrico dado un producto diasteroisomeros que posteriormente tiene

biotransformacion (Alonen et al., 2009; Lu, 2007; Shen et al., 2013).
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Figura 22. Datos después de mediciones repetidas de ANOVA de una via

Algunos agonistas B-adrenérgicos como el salbutamol contienen un centro quiral y se utilizan
en la practica clinica como una mezcla de racematos de igual proporcion de enantiomeros, la
interaccion de los enantiomeros con las biomoléculas como las enzimas no se diferencia hasta
que se metabolizan; la identificacion puede aparecer en el momento de la union o de la
catalisis, lo que proporciona distintas reactividades para ambos enantidmeros; algunos pueden
ser similares con el clembuterol debido a que comparte propiedades fisicoquimicas con el

salbutamol (Lu, 2007).

Se encontr6 Clen-M4 mas arriba en el grupo de la carne; esta diferencia podria explicarse
debido a la creencia enantioselectiva; los farmacos quirales como el clembuterol tienen un
metabolismo estereoselectivo, siendo un enantidmero mas activo que el otro, en el caso de los
agonistas f3, los isomeros R-(-) son mds activos biologicamente y el objetivo de la oxidacion
de los citocromos (Hermansson, 1983; Nguyen et al., 2006; Shen et al., 2013) las enzimas

responsables de la mayoria de las reacciones del metabolismo xenobiotico son proteinas que
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comparten un grupo hemo en la region catalitica, muestran muchos sitios polimoérficos que
varian entre individuos y presentan -caracteristicas particulares que discriminan la
biotransformacion de los enantiomeros (Lu, 2007; Marzo & Heftmann, 2002). Clen-M5 fue

el metabolito mas abundante en la orina.

En previos se encontrd que el metabolito méas abundante después de la exposicion a una dosis
unica fue el Clen-M2 (Dominguez-Romero et al., 2013; Shen et al., 2013; Zalko et al., 1998),
pero en nuestro caso Clen-M5 fue el més abundante, este metabolito puede formarse
facilmente por la oxidacion a partir de Clen-M2 que se forma a través de la via de N-
hidroxilacidon no saturada con altas cantidades de clembuterol en comparacion con otras vias
metabolicas (Dominguez-Romero et al., 2013; Shen et al., 2013; Zalko et al., 1998), demostrd
que la N-oxidacion (Clen-M5) se encuentra inmediatamente después la recoleccion de orina
esta puede verse afectada por las condiciones de elucion, el tipo de columna y el pH de la fase
movil, ya que Clen-MS5 se retiene en las columnas C8 (Dominguez-Romero et al., 2013; Shen
et al., 2013; Zalko et al., 1998) y podria formarse por el proceso (Dominguez-Romero et al.,

2013; Shen et al., 2013; Zalko et al., 1998).

En otros estudios se ha encontrado que en administraciones intramusculares prologadas de
Clembuterol en ratas aumentaron la tasa de glucuronidacion de p-nitrofenol (Nebbia et al
1991), pero no tuvieron efectos aparentes sobre las biotransformaciones oxidativas o su
conjugacion con glutation. En cuanto a los pollos, un pequefio aumento en la concentracion de
citocromo P-450 se reportd en pollos de engorde alimentados con una dieta que contiene 0-33

ppm de clembuterol por dos semanas (Takahashi et al 1993).

En el dia 7 el clembuterol total, es mayor en el grupo de medicamento con respecto al grupo
de la carne, incluso cuando la carne contiene mas clembuterol, aumentamos gradualmente la
dosis de clembuterol durante los dias de tratamiento, por lo que esto puede favorecer al
clembuterol en un proceso de bioacumulacion, se sabe que esta molécula es altamente
residual (Jecfa, 2014) y se acumula en muchos tejidos como el higado, rifidén, ojo, pulmones y
musculo (G Brambilla et al., 2000), el clembuterol también permanece en el cuerpo y es

susceptible de recirculacion hepatica y metabolismo. Se necesitan mas experimentos para
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validar estos resultados. Sin embargo, estos metabolitos como biomarcadores permiten

discriminar en este modelo animal entre el dopaje y la ingesta de carne.

7.3.1. Determinacion de indicadores de estrés oxidativo y dafio celular

Uno de los objetivos del presente trabajo fue encontrar marcadores de estrés oxidativo o dafio
celular que permitieran discriminar el origen de Clembuterol en plasma o tejidos. Para ello se
determinaron varios indicadores. Como primer paso se realizd6 un andlisis multivariado
(correlacion) de los indicadores de estrés oxidativo y dafio celular con el tratamiento. Los

resultados se pueden observar en la tabla 16.

Tabla 16- Correlaciones de indicadores de estrés oxidativo, dafio celular y tratamiento.

Bazo Corazén GPT GPx GR Higado 8-iso-pgf2a LDH Plasma Pulmén Rifién Tratamiento Gg_gt
Bazo (GSH) -0.0999 -0.1247  -0.1421 0.4135 -0.2183 0.1386 -0.1511 0.049 0(,9156?9 O(QISShZ)Z -0.0552 0.0298
0.6422 0.5616 0.5076 0.0446 0.3054 0.5182 0.4809 0.8203 0.4412 0.4777 0.798 0.89
Corazén (GSH) -0.0999 0.1076 -0.0497 -0.1677 0.1051 -0.0796 -0.069 -0.094 -0.1042 -0.0883 0.2219 0.0897
0.6422 0.6167 0.8178 0.4334 0.625 0.7116 0.7485 0.6622 0.6281 0.6815 0.2974 0.6767
GPT -0.1247 0.1076 0.045 -0.172 0.3182 0.043 -0.3723 -0.1601 0.2529 0.2943 -0.2291 -0.2177
0.5616 0.6167 0.8348 0.4216 0.1297 0.8418 0.0732 0.455 0.2332 0.1627 0.2816 0.3068
GPX -0.1421 -0.0497 0.045 -0.3033 -0.3237 0.1362 0.0431 0.2637 -0.2034 -0.3412 -0.5182 -0.0832
0.5076 0.8178 0.8348 0.1497 0.1228 0.5258 0.8413 0.2131 0.3405 0.1027 0.0095 0.6991
GR 0.4135 -0.1677 -0.172 -0.3033 0.1533 0.0438 -0.2437 0.0593 -0.2146 0.4639 -0.0647 -0.3334
0.0446 0.4334 0.4216 0.1497 0.4744 0.8391 0.2511 0.7831 0.314 0.0224 0.7639 0.1114
Higado (GSH) -0.2183 0.1051 0.3182 -0.3237 0.1533 -0.2659 0.0135 -0.0248 0.077 0.4387 0.2549 0.0095
0.3054 0.625 0.1297 0.1228 0.4744 0.2091 0.95 0.9085 0.7207 0.032 0.2293 0.965
8-1SO-PGF2a 0.1386 -0.0796 0.043 0.1362 0.0438 -0.2659 -0.2943 0.0513 0.0211 -0.2156 0.0345 -0.1185
(poimt) 0.5182 0.7116 0.8418 0.5258 0.8391 0.2091 0.1628 0.812 0.9221 0.3117 0.8728 0.5813
LDH -0.1511 -0.069 -0.3723 0.0431 -0.2437 0.0135 -0.2943 -0.2903 -0.1721 -0.1819 0.1618 0.4611
0.4809 0.7485 0.0732 0.8413 0.2511 0.95 0.1628 0.1688 0.4213 0.395 0.45 0.0233
Plasma (GSH) 0.049 -0.094 -0.1601 0.2637 0.0593 -0.0248 0.0513 -0.2903 -0.1707 -0.1221 -0.3329 -0.2717
0.8203 0.6622 0.455 0.2131 0.7831 0.9085 0.812 0.1688 0.4251 0.5697 0.1119 0.199
Pulmén (GSH) 0.1649 -0.1042 0.2529 -0.2034  -0.2146 0.077 0.0211 -0.1721 -0.1707 0.4805 0.3155 0.3442
0.4412 0.6281 0.2332 0.3405 0.314 0.7207 0.9221 0.4213 0.4251 0.0175 0.1332 0.0996
Rifion (GSH) 0.1522 -0.0883 0.2943 -0.3412 0.4639 0.4387 -0.2156 -0.1819 -0.1221 0.4805 0.2419 0.0723
0.4777 0.6815 0.1627 0.1027 0.0224 0.032 0.3117 0.395 0.5697 0.0175 0.2547 0.737
Tratamiento -0.0552 0.2219 -0.2291 -0.5182 -0.0647 0.2549 0.0345 0.1618 -0.3329 0.3155 0.2419 0.5517
0.798 0.2974 0.2816 0.0095 0.7639 0.2293 0.8728 0.45 0.1119 0.1332 0.2547 0.0052
g_GT 0.0298 0.0897 -0.2177 -0.0832 -0.3334 0.0095 -0.1185 0.4611 -0.2717 0.3442 0.0723 0.5517
0.89 0.6767 0.3068 0.6991 0.1114 0.965 0.5813 0.0233 0.199 0.0996 0.737 0.0052

Correlacion, Valor-P.
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En la tabla 16 se muestra las correlaciones momento producto de Pearson, entre cada par de
variables. El rango de estos coeficientes de correlacion va de -1 a +1, miden la fuerza de la
relacion lineal entre las variables. El segundo nimero en cada bloque de la tabla es un valor-P
que prueba la significancia estadistica de las correlaciones estimadas. Valores-P abajo de

0.05 indican correlaciones significativamente diferentes de cero, con un nivel de confianza del

H Correlaciop (r) Probabilidad

8_GT 0.9948
Rifion (GSH) 0.7453
Pulmén (GSH) 0.8668
Plasma(GSH) 0.8881
GPX 0.9905
0.9 1.4

Figura 23. Correlacion de tratamiento con indicadores de dafio celular

95.0%. Los siguientes pares de variables tienen valores-P por debajo de 0.05: Bazo (GSH) y
GR, GPx y Tratamiento, GR y Rifién (GSH), Higado (GSH) y Rifiéon (GSH), LDH y vy GT,
Pulmoén (GSH) y Rifén (GSH), Tratamiento y y_GT.
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Figura 24. Comportamiento de »~GT por tratamiento en ratas macho



En la figura 23 se observa la correlacion y el nivel de probabilidad de los indicadores con el
tratamiento. Se encontré una diferencia significativa con 5 indicadores, sin embargo, y GT
presento una correlacion positiva y una probabilidad mayor. Posteriormente se realizd un
estudio ANOVA Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de y GT entre un nivel de Tratamiento

y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Medias y 95.0% de Fisher LSD

b
t 1

Carne Medicamento Testigo
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Figura 25. Grafico de medias de »GT entre un nivel de tratamiento
La administracion oral prolongada de clembuterol a pollos de engorde hembra deprime
selectivamente el metabolismo hepatico in vitro de ciertos sustratos (Nebbia, Dacasto, Ceppa,
& Roncada, 1996). La gamma-glutamiltransferasa (y-GT) es un biomarcador de la

enfermedad hepatica y el estrés oxidativo.

Correlacién (r) = Probabilidad

Rifién (GSH) 0.8373
Pulmén (GSH) 0.7668
LDH 0.9268
Higado (GSH) 0.8703
-0.6 -0.1 0.4 0.9 1.4

Figura 26. Correlacion de GPT con Indicadores de Dafio Celular
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En la figura 26 se observa que existe un valor de correlacion y probabilidad elevado con GPT y LDH

Figura 27. Fotos de pulmén de ratas macho tratadas con clembuterol (Ventipulmin®) después de 7 dias

M Correlacion (r) Probabilidad
Tratamiento 0.9905
Rifi6n (GSH) 0.8973
Higado (GSH) 0.8772
GR 0.8503
-0.6 -0.1 0.4 0.9 1.4

Figura 28. Correlacion de GPx con Indicadores de Dafio Celular

GPX (mU/mL)
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Testigo Carne Medicamento

Figura 29. Comportamiento de GPx por tratamiento en ratas macho
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En la figura 29 se observa que el tratamiento y GPx no presentan diferencia significativa entre

grupos.

H Correlacion (r) Probabilidad

g8_GT 0.8886
Rifién (GSH) 0.9776
GPX 0.8503
Bazo (GSH) 0.9554
-0.6 -0.1 0.4 0.9 1.4

Figura 30. Correlacion de GR con Indicadores de Dafio Celular

M Correlacion (r) Probabilidad
Rifion (GSH) 0.968
GPX 0.8772
GPT 0.8703
-0.6 -0.1 0.4 0.9 1.4

Figura 31. Correlacion de Higado (GSH) con Indicadores de Dafio Celular

B Correlacion (r) Probabilidad

Rifién (GSH) 0.6883
LDH 0.8372
Higado (GSH) 0.7909
-0.6 -0.1 0.4 0.9 14

Figura 32. Correlacion de 8-iso-PGF2a con Indicadores de Dafio Celular
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M Correlacion (r) Probabilidad
g_GT 0.9767
Plasma (GSH) 0.8312
8-iso-PGF2a 0.8372
GR 0.7489
GPT 0.9268

-0.6 -0.1 0.4 0.9 1.4

Figura 33. Correlacion de LDH con Indicadores de Dafio Celular

M Correlacion (r) Probabilidad

§_GT i 0.801
Tratamiento - 0.8881
LDH ] 0.8312
GPX F 0.7869
-0.6 -0.1 0.4 0.9 1.4

Figura 34. Correlacion de Plasma (GSH) con Indicadores de Dafio Celular

M Correlacion (r) Probabilidad
y_GT 0.9004
Tratamiento 0.8668
Rifon (GSH) 0.9825
GPT 0.7668
-0.6 -0.1 0.4 0.9 1.4

Figura 35. Correlacion de Pulmén (GSH) con Indicadores de Dafio Celular
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H Correlacion (r) Probabilidad
Tratamiento 0.7453
Pulmoén (GSH) 0.9825
8-iso-PGF2a 0.6883
Higado (GSH) 0.968
GR 0.9776
GPX 0.8973
GPT 0.8373
-0.6 -0.1 0.4 0.9 1.4

Figura 36. Correlacién de Rifién (GSH) con Indicadores de Dafio Celular

GSH (uM/mg tejido)
N

PULMON RINON

B Testigo M Carne M Medicamento

Figura 37. Comportamiento de GSH por tratamiento en ratas macho

En la figura 37 se observa que no existe diferencia significativa entre GSH (uM/mg tejido) de

pulmoén y rifidn en ratas macho.
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H Correlacion (r) Probabilidad

g_GT 0.9948

Corazdn (GSH) 0.7026

Figura 38. Correlacion de Tratamiento con Indicadores de Dafio Celular

M Correlacion (r) Probabilidad

Tratamiento 0.9948

Figura 39. Correlacion de »GT con Indicadores de Dafio Celular
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Figura 40. Cantidad de isoprostanos (8-iso-PGF2a) segun tratamiento
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Figura 41. Gréfico de medias de la cantidad de isoprostanos (8-iso-PGF2a) segun el tratamiento.

Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de Iso PGF2 entre un nivel de Tratamiento y

otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Se realizé un analisis mediante ANOVA para comparar la concentracion GSH en diferentes

tejidos en ratas wistar macho y hembra.
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Figura 42. Contenido de glutation en corazén de ratas alimentadas con Clembuterol, las barras muestran el promedio y la
desviacion estandar de cada grupo n=6, se realizo el analisis mediante ANOVA de dos vias y el contraste de medias
mediante la prueba de bondad y ajuste Bonferroni.

Los resultados de este analisis muestran que el efecto del tratamiento es decir el consumo de

clembuterol no tiene el mismo efecto en hembras como en machos p=0.0302, sin embargo, el



consumo de clembuterol no afecta significativamente el contenido de GSH en el corazén

p=0.2143 de mismo modo el género no influye en el contenido de GSH p=0.7683.
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Figura 43. Contenido de glutation en pulmdn de ratas alimentadas con Clembuterol, las barras muestran el promedio y la
desviacion estandar de cada grupo n=6 el analisis estadistico se realizd mediante ANOVA de dos vias y el contraste de
medias mediante la prueba de Bondad y ajuste Bonferroni

No se encontrd efecto de interaccion entre el tratamiento y el género p=0.6444, también se
encontro un efecto poco significativo entre el efecto del tratamiento y la cantidad de glutation
p=0.0540 del mismo modo se encontr6 poca relacion entre la cantidad de glutation y el género

p=0.0981.
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Figura 44. Contenido de glutation en el rifion de ratas alimentadas con Clembuterol, las barras representan la media y la
desviacidn estandar de cada grupo n=6, el analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de dos vias y el contraste de
medias para determinar la interaccion, se realizé mediante la prueba de bondad y ajuste Bonferroni.

Los resultados de este analisis muestran un efecto muy significativo entre el tratamiento es
decir la alimentacion y el género p=0.0017 afectando la alimentacion la cantidad de glutation

p=0.0437, para este oOrgano en particular y este experimento el género afecta

significativamente la cantidad de glutation p <0.0001.
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Figura 45. Contenido de glutation en bazo de ratas alimentadas con Clembuterol, las barras representan la media y la
desviacion estandar de cada grupo n=6, el andlisis estadistico se realizd mediante ANOVA de dos vias y el contraste de
medias con la prueba de Bonferroni.

Los resultados de este analisis muestran que el tratamiento afecta del mismo modo a hembras
como a machos p=0.0963, sin embargo, se observa que el tratamiento afecta
significativamente los niveles de glutation para ambos géneros p=0.0002, siendo el género un

factor que influye significativamente en el contenido de glutation en bazo p<0.0001.
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Figura 46. Contenido de glutation en higado de ratas alimentadas con bolos de Clembuterol, las barras representan la
media y la desviacion estandar de cada grupo n=6, el analisis estadistico se realizd mediante el ANOVA de dos vias y el
contraste de medias con la prueba de Bonferroni.

Los resultados de este andlisis indican que el tratamiento afecta de manera diferente en el
contenido de glutatién en higado para cada género p=<0.001, es decir la cantidad de glutation
es mayor en hembras. Sin embargo, no se observa un efecto significativo p=0.2493 entre el

tratamiento y el contenido de glutation en el higado.
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Figura 47. Niveles de glutation en plasma de los diferentes grupos de animales alimentados con clembuterol n=6, el analisis
de varianza y el contraste de medias

La figura 47 nos indica que el tratamiento afecta de modo diferente a hembras y machos
p=0.0218, el cual influye en los niveles de glutation en plasma p=0.0352, en donde el género

juega un papel significativo en los niveles de glutation p=0.0120.
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VIIl. CONCLUSIONES

El método desarrollado y validado para determinar enantidmeros de Clembuterol S-
(+) y R-(-) es rapido y simple, el rango comprende el limite establecido por WADA.
Es lineal en un rango de 0.025- 1.6 ng/mL de la mezcla racémica de Clembuterol. El
tiempo de corrida es de 6.5 minutos. La metodologia fue validada segun los
parametros establecidos por la VICH GL49 (R). El método fue utilizado para analizar
diferentes tipos de muestras (medicamento, carne y orina) que contenian clembuterol.
Esta metodologia fue implementada para evaluar los enantiomeros de Clembuterol en
orina durante un ciclo de dopaje y una ingesta constante de carne contaminada con
Clembuterol. Los resultados indican diferencias significativas en la orina entre los
enantiomeros de clembuterol en los primeros cinco dias del ciclo de dopaje en ratas.
La aplicacion desarrollada aqui podria ser de ayuda para las organizaciones antidopaje

y los atletas con hallazgos analiticos adversos (AAF) asociados con clembuterol.

Se demostrod diferencia significativa en la relacion enantiomérica (R/S). Corroborando
que cuando el enantidmero R-(-) esta presente en mayor cantidad, con respecto al
enantiomero S-(+) las proporcion es mayor, indicando un ingesta no intencional por

carne y cuando es una relacion inversa indica una ingesta con fines de dopaje.

Se desarrolld6 una metodologia analitica para identificar los metabolitos del
clembuterol en la orina de rata y se encontraron cinco metabolitos informados
anteriormente, las diferencias se encontraron en M4, M5 y clembuterol total entre el
grupo de carne y el grupo de medicamento. M4 y M5 fueron mayores en el grupo de
carne y el clembuterol total fue mayor en el grupo de medicamentos como una
perspectiva del estudio sugerimos una mayor cuantificacion con un estandar de cada
metabolito para establecer perfiles cuantitativos y asociar estos metabolitos con otros

procesos bioquimicos.

Se busco una correlacion de indicadores de estrés oxidativo e indicadores de dafio
celular, las diferencias significativas se encontraron con y-GT, es un indicador celular

que se correlaciona con el tratamiento y presenta diferencia significativa entre grupos.



Ademads, que existe un efecto significativo segin el género en el contenido de

glutation en higado.

IX. PERSPECTIVAS

e Realizar el estudio en la especie humana simulando los ciclos de dopaje y la ingesta
constante de carne contaminada con clembuterol.

e Implementar la metodologia en dosis multiples de clembuterol.

e Desarrollo y validacion de enantiomeros de clembuterol en muestras de sangre.

e Realizar la farmacocinética de los enantiomeros de clembuterol en los seres humanos
después de ingerir carne contaminada de clembuterol y un ciclo de dopaje.

e Analizar el contenido de isoprostanos en plasma, considerando el tiempo de vida

media.
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XIl.  ANEXOS

Pardmetros y criterios del proceso de validacién de un método bioanalitico.

PRUEBA

SELECTIVIDAD

EXACTITUD

PRECISION
(REPETIBILIDAD)
PRECISION
(REPRODUCIBILIDAD)

LINEALIDAD

LIMITE DE
CUANTIFICACION

LIMITE DE DETECCION
ESTABILIDAD

VICH GL49 GUIDELINES FOR THE VALIDATION OF ANALYTICAL
METHODS USED IN RESIDUE DEPLETION STUDIES(R, 2015)

Condiciones de prueba
Respuesta del analito en la matriz de blanco o matriz en blanco fortificado con
SE debe ser <20% de la respuesta media analito
Estandares de calibracion LLOQ

Concentracion de analito/Rango aceptable para exactitud
<1 png/Kgl-50 % a+ 20%

> 1 png/Kg <10 ng/Kg/-40 % a +20%

> 10 ug/Kg <100 pg/Kg/-30% a + 10%

> 100 pg/Kg/-20% a +10%

*ng/Kg=ng/g=ppb

Concentracion de analito/Con una serie/Con varias series
<1 ng/Kgl30 %I45%

> 1 png/Kg <10pg/Kgl25%/32%

> 10 pg/Kg < 100 pg/Kg/15% 123%

> 100 pg/Kg/10%/16%

Minimo de 5 niveles estandar de calibracion

Sustentar cientificamente el criterio empleado para establecerlo

Sustentar cientificamente el criterio empleado para establecerlo

Ciclos de congelacion. Someter la muestra a 3 ciclos de congelacion antes de
analizar las muestras.

Corto plazo. Mantener bajo las condiciones y durante el tiempo que se
almacenaran las muestras en el estudio. (4°C, -20°C, ¢ -70°C) en periodos (por
ejemplo, inicialmente, 1 semana, 1 mes, 3 meses)
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ABSTRACT

Clenbuterol is known to improve competition resistance and muscular growth in athletes.
Although it is an illegal drug, its use by farmers is widely spread to induce growth of their
cattle. Thus, when clenbuterol is found in the urine of an athlete, there is doubt whether it was
consumed with doping purposes or if it is due to the consumption of meat from a clenbuterol-
fed animal. Previous studies suggest that enantiomeric relationship of clenbuterol may be
different according to the intake source. However, the enantiomeric relationship throughout a
doping cycle or a continuous intake of contaminated meat has not yet been explored. In this
first approximation, our aim was the development and validation of a sensitive and rapid
method for the determination of S- (+) and R- (—) clenbuterol enantiomers to be used in a
controlled study in rats fed for one week with contaminated meat or simulating a doping cycle.
Enantiomers were measured using liquid chromatography coupled to mass spectrometry with
a triple quadrupole analyzer (LC-TQ-MS) and were separated on an AGP Chiralpak column.
The method was fully validated following the VICH (Veterinary International Conference on
Harmonization guidelines) and was linear in the range of 12.5-800 pg/mL with a correlation
coefficient of >0.98 for each enantiomer, and with a limit of quantitation and detection (LOQ
and LOD) of 12.5 pg/mL and 6.5 pg/mL, respectively, for both enantiomers. The application
of this method pointed out the shift of the enantiomeric relationship in urine from rats during
the first five days of the doping cycle compared to those fed with contaminated meat. This

finding can be of substantial importance in further doping studies.
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1. _Introduction

Theuse of clenbuterol is widely spread among athletes to improve competition resistance and
muscular growth. Although it is illegal and reprehensible, as it is a way to cheat in sports,
clenbuterol is highly promoted by bodybuilding websites as a gold standard to lose weight and
gain muscle tissue. Moreover, clenbuterol can be easily acquired through online websites or
the black market, as well as being consumed without knowing through the meat sold in the
market !. The latter fact has created a big controversy between athletes and the law that casts
doubt on whether the presence of clenbuterol in the urine of athletes came from direct intake
for doping purposes or trough meat consumption arguing the presence of residues >*. In this
sense, there 1s an urgent need to have an accurate test that could, besides providing the quantity,

discriminate the source of the clenbuterol found in the urine of an athlete.

Furthermore, in countries such as China and Mexico, the use of clenbuterol to feed cattle is a
common practice, ingrained in farmers °. As far back as 2011, the World Anti-Doping Agency
(WADA) issued specific warnings about this problem, where the prevalence of meat
contamination by clenbuterol was known to be high . As an example of its use in sheep and
cows, it has been reported that clenbuterol is able to increase their muscle mass between 8%
and 40% "'°. Moreover, clenbuterol is easily and quickly eliminated from the animal and it
becomes undetectable after a small withdrawal period, resulting ultimately in a substantial
profit for livestock farmers without traceability 12, Although the employment of clenbuterol
was initially for veterinary purposes, as a bronchodilator for asthma, its use in animals is also

illegal. However, presently there is no strict regulation that forces the livestock industry to do
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routine tests measuring clenbuterol in meat before being sold to the supermarket for human

consumption.

Clenbuterol is a molecule which presents R-(—) and S-(+) enantiomers (Figure 1). In recent
publications, it has been suggested that the enantiomeric relationship may change if clenbuterol
was consumed through contaminated meat or by oral administration *°. In oral administrations,
clenbuterol has an equal proportion of enantiomers 1:1; however, in meat, articles have
reported differences in the enantiomeric ratio up to 3:1 (R-(—): S-(+)) >!>. In another study, Z.
L. Wang showed that the depletion is significantly different for each enantiomer in pigs, cattle
and lambs; specifically in case of porcine, there is an accumulation of S-(+) clenbuterol in
muscle and liver *. In addition, it has been reported that R-(—) clenbuterol is accumulated in
beef and lamb muscles '*. Consequently, one hypothesis is that clenbuterol enantiomers in
human urine may differ depending on the type of ingested meat. However, to date this
hypothesis has not been proved. In a recent study, the administration of a single dose of
clenbuterol through drug or contaminated meat in humans showed not differences in the
enantiomeric relationship of clenbuterol, as all the sources of clenbuterol contained the same

proportion (1:1) of enantiomers .

However, the enantiomeric relationship throughout a doping cycle or a continuous intake of
contaminated meat has not yet been explored. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the impact of the clenbuterol intake by measuring its enantiomers in urine from three groups
of animals: rats on a doping cycle, rats fed continuously with contaminated meat, and rats fed
normally without clenbuterol for 7 days, in order to shed some light on the differences between
a doping cycle and the continuous intake of contaminated meat. To pursue this purpose, an
analytical methodology was developed and validated following the VICH (Veterinary

International Conference on Harmonization) guidelines °.
2. Materials and methods
2.1 Chemical and Reagents

Racemic clenbuterol (95%), containing 50:50 of S- (+) and R- (—) forms, was purchased from
Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Germany). Purified enantiomers; S- (+) and R- (—)
clenbuterol were obtained from Toronto Research chemicals (North York, Canada) and were
used only for identification purposes. Solvents: methanol (MeOH), acetonitrile (ACN) and
propanol (2-PrOH) were obtained from J.T. Baker (MA, USA) and were HPLC grade, formic
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acid (FA) and ammonium formate (amm. formate; 99% mass spectrometry grade) were from
Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Chemicals such as potassium hydroxide (KOH) were
analytical grade and were obtained from J.T. Baker (MA, USA). Ultrapure water used to
prepare all solutions was obtained “in-house” from a Millipore system (18.2 MQcm, Millipore,

Billerica, MA, USA).

2.2 Analytical equipment

All analyses were carried out on an ACQUITY UPLC System (Waters Corp., Milford, MA,
USA) coupled to an electrospray source and a triple-quadrupole mass spectrometer Xevo (TQ-
MS; Waters Corp., Milford, MA, USA). Enantiomers R-(—) and S-(+) clenbuterol were
separated on AGP Chiralpak Column (100 mm x 4 mm, 5 pm) maintained at 25 °C. The mobile
phases consisted of (A) aqueous solution with amm. formate, 10 mM, pH=4.5 and (B) ACN in
an initial proportion of 97:3. The flow rate was 1.0 mL/min, the total running time was 6.5

minutes with an injection volume of 30 pL.

The MS system was operated in positive electrospray ionization mode (ESI+) using Selected
Reaction Monitoring (SRM). The MS parameters were established as follows: nitrogen was
used as the desolvation gas in a flow rate of 1000 L/h and a temperature of 600 °C, capillary

and cone voltages were 0.5 kV and 24 V, respectively.
2.3 Experimental animal model

Considering that the administration of clenbuterol to humans is prohibited in Mexico, and even
more with the aim of simulate a doping cycle, a rat model was used as an approximation. The
animal model was carried out using male adult wistar rats (250-300 g) at the Animal Isolation
Unit of the multidisciplinary research facility of the University Faculty (FESC C4, Mexico).
Each animal was weighed and placed in an individual metabolic cage for 24 hours prior to
treatment under standard conditions of light and temperature (at 22 + 1 °C, with a 12:12h light-

dark photoperiod) and allowed ad libitum access to water.

Animals (n= 18) were divided in three groups; the first group was fed with clenbuterol coming

from a pharmaceutical form. This group was named “drug group”. The drug selected was

) 11,16-18

Ventipulmin® (Boehringer Ingelheim , a controlled drug used as a bronchodilator in

veterinary. Following different athletics and bodybuilding blogs, in which they indicate that

the regular administration of clenbuterol in cycles is pyramid-shaped for 1-2 weeks %%,
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clenbuterol was pelleted in different concentrations. In this way, the rats would mimic a doping
cycle in humans, in which an athlete usually consumes increasing amounts of clenbuterol to
later reduce gradually in equal amounts. Considering that 60 pg of clenbuterol are initially
administrated to athletes with an average weight of 65.2 Kg, 0.276 pg of clenbuterol were
established as the initial dose for a rat with an average weight of 300 g '*?°. Considering that
on average a rat eats 15-30 g of pellets per day, we pelleted each clenbuterol dose in two pellets
of 10 g assuring in this way a total consumption of the pellets. The doping cycle lasted 7 days,
and the clenbuterol doses per day were: 0.276, 0.414, 0.552, 0.690, 0.552, 0.414 and 0.276 pg.

The second group was fed with two pellets of 10 g everyday containing contaminated meat.
This group was called “meat group”. The adulterated meat was obtained from different local
markets where meat was bought and analyzed. Regarding the meat-pellets, meat was cooked
and dried on a stove at 40 °C. The dried meat was pulverized and mixed with the powder of
normal pellets (Laboratory Rodent Diet 5001) in a meat: powder proportion of 1:3, thus leading
to a total.amount of 5 g of meat per day for each animal. The amount of meat per day was

estimated based on the protein requirements for rats 2122

and contained 0.54 pg of clenbuterol.
Therefore, this amount matched with the dose on day 3 from the group of rats at the doping
cycle (0.59 pg/day). Additionally, the enantiomeric concentrations of clenbuterol in meat were
determined before and after being pelleted. The meat- and drug-pellets were produced on an

Eccentric tablet press, model Korsch EK-1 (Berlin) using 13 kN/m? of compression pressure.

The third group of rats were fed normal intact pellets ad libitum without clenbuterol and were

used as “control group”.

Urine samples were collected each day using 50 mL conic tubes and then transferred to 2 mL
tubes. Samples were centrifuged (10 minutes at 1123 xg, 4 °C) and supernatant was stored and
kept at -20 °C until the day of analysis. The procedures and animal handling followed the
Mexican_guidelines on the use of animals for research (CICUAE-FESC C15_10) and were
approved by the Institutional Committee for Ethics.

2.4 Standards and Sample preparation

Standards solutions. Stock solutions were prepared using methanol as the dissolution solvent.
The racemic clenbuterol standard containing S-(+) and R-(—) enantiomers was prepared in a
range of 25-1600 pg/mL for the calibration curve, leading to a concentration range of 12.5—

800 pg/mL for each enantiomer.
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Urine samples. Samples were thawed on ice and homogenized using vortex. From each one,
100 uL were taken and placed into a 2 mL tube, followed by the addition of 10 uL of KOH 2.5
M, and mixed for 30 seconds. Liquid-liquid extraction using hexane was performed adding 1
mL of solvent and shaking vigorously for 60 seconds. Extracted samples were centrifuged (10
minutes at 9168 xg, 10 °C), and then 250 pL from the lower organic layer were transferred to
a 15 mL clean tube. The organic layer was evaporated to dryness at 30 °C and was reconstituted
with 250 uL of mobile phase (water with amm. formate 10 mM, pH=4.5). A detailed scheme

of sample preparation is shown in Figure 1-supplementary information (SI).

Spiked urine samples. A pool of rat urine without clenbuterol stored at -20°C until validation
was used. The racemic clenbuterol containing S-(+) and R-(—) enantiomers was spiked to the
sample pool at different concentrations in the same range of the racemic calibration curve (25-

1600 pg/mL). Afterwards, spiked samples were treated as previously described.

Meat and Drug samples. Regarding the enantiomeric determination of clenbuterol in the drug,
meat and after pelleting both, a complete description of sample preparation can be found in

Part 1-SI.
2.5 Method validation

The 1dentification of clenbuterol (S-(+) and R-(—) forms) was performed using two transitions
(mlz 277.10—202.9 and m/z 277.10—132.02). However, from these, the most abundant was
used for quantification (m/z 277.10—202.9) throughout the application while the less abundant
transition (m/z 277.10—132.02) was employed to assess the identification using it only as a
qualifier peak.

Validation of the analytical method was performed according to the VICH GL49(R) guide '°.
This guidance specifically addresses the validation of veterinary drug residue methods 132324,
with emphasis on selectivity, linearity, recovery, precision, sensitivity, accuracy, limit of
quantification (LOQ), detection (LOD) and stability of the sample after preparation. Selectivity
was evaluated by comparing chromatograms of six different urines obtained from six different
rats to ensure that no interfering peaks were present at the retention time of enantiomers of
clenbuterol. Calibration curve standards consisted in a set of 7 concentrations of each
enantiomer from clenbuterol in a concentration range of 12.5— 800 pg/mL. The within- and
between-run precision and accuracy were determined by analyzing seven levels of

concentration (25, 50, 100, 200, 400, 800, and 1600 pg/mL) by triplicate on three different
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days. LOQ was estimated by sextuple using the lowest point on the calibration curve (12.5
pg/mL). Regarding the LOD, solutions of 2.5 to 25 pg/mL were prepared; the estimation of

LOD was the average of 3 times the signal-to-noise (S/N) ratio of the solutions.

Stability of racemic clenbuterol containing S-(+) and R-(—) enantiomers was assessed by
analyzing three replicates of urine spiked with racemic clenbuterol at 100, 200 and 400 pg/mL,
under two conditions: (1) short-term storage for 1 week at —80 °C, and (2) three freeze—thaw

cycles. The concentrations obtained were compared with freshly prepared solutions.
2.6. Software and data analysis

System control and data analysis were acquired and processed with MassLynx V4.1 (SCN 843
Copyright 2011, Waters Inc). All statistical analyses were performed using the statistical
program IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. (IBM Corp. Released 2011.
Armonk, NY: IBM Corp.), and graphs were obtained using GraphPad Prism version 7.00 for
Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

3. Results and Discussion

Doping is a controversial topic, where the honesty of athletes is subjected to test. However,
when clenbuterol is detected in urine, there is currently no way to accurately estimate whether
clenbuterol comes from doping or it is the result of eating contaminated meat. In recent studies,
it has been suggested that the pharmacokinetics of clenbuterol are different for each enantiomer
depending on their origin (meat or drug) >*>2°. However, to our knowledge, the long-term
variations in the ratio of the enantiomers in these two conditions remain unclear. On the other
hand, WADA' through the analytical parameter “Minimum Required Performance Levels
(MRPL)” had established 2 ng/mL as the threshold for clenbuterol in urine. This means that
above this threshold the presence of clenbuterol is positive and athletes are classified as
Adverse Analytical Findings (AAF) ?°. However, according to the latest Technical Document
TD2018MRPL % from WADA, this limit is now adjusted down to 200 pg/mL of total
clenbuterol [S-(+) and R-(—)] in human urine. In this context, considering all these factors, the
aim of this article was, on one hand, to develop a sensitive method for the separation of S-(+)
and R-(—) clenbuterol enantiomers within a total concentration range of 25 pg/mL to 1600
pg/mL, thus including the new limit of 200 pg/mL, and on the other hand, to evaluate the effect

of a doping cycle or a continuous consumption of contaminated meat.
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3.1 Method development

For the method development, we obtained the fragmentation spectrum of racemic clenbuterol
using UPLC-ESI (+)-TQ-MS (Figure 2), where the most abundant transitions (precursor ion/
product ion pair) for R-(—) and S-(+) clenbuterol enantiomers were selected (m/z
277.10—202.9 and m/z 277.10—132.02). Each transition was optimized adjusting the capillary

and cone voltages and collision energy, these can be seen in Table 1.

To obtain the best chromatographic resolution of the enantiomers while maintaining sensitivity
and an acceptable running time; pH and ionic strength of the aqueous mobile phase were tested.
Both parameters were highly associated with the addition of a modifier such as amm. formate
to the mobile phase at different concentrations 2°. Chromatographic separation was tested with
different solvents at diverse percentages (ACN, MeOH and 2-PrOH), and varying
concentrations of amm. formate within 5-10 mM, in a pH range from 4.5 to 7, observing the
biggest changes with the change of the pH. This working pH range (4.5-7), produced a net
negative charge on the AGP from the chiral column ensuring the retention of positively-
charged groups such as the amines from clenbuterol. The enantiomers of clenbuterol were
separated in four different pH values; 4.5, 5.0, 6.0 and 7.0. The results are shown in Figure 3,
which shows the relationship between the resolution of S- (+) and R- (—) enantiomers, the
retention time and the pH of the mobile phase. As observed, the retention time and the
resolution (Rs) decreased with the pH. Although the highest resolution obtained (Rs= 2.56)
was found at pH 7, the final pH value was set to 4.5, assuring a shorter total running time of

the assay.

In addition, as an alternative for the separation of enantiomers, Luna 5u cellulose-2 column
was tested in the same conditions as the AGP chiral column. This column is known for the
separation of enantiomers and racemic mixtures of all types of compounds. The outcome using
Luna 5u cellulose-2 column (250 mm x 4.6 mm, 5 um; Phenomenex) is presented in Figure 2-
SI. This column showed greater response compared to the AGP chiral column, with a value of
Rs= 1.5 between of the enantiomers; however, due to its asymmetric peak shape for the

enantiomer S- (+) this method was discarded.

To sum up, the final conditions for the analytical method were: chiral column AGP with an

aqueous mobile phase containing amm. formate 10 mM at pH=4.5 and mixed with ACN (97:3).
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3.2 Validation

Once the method was developed, we proceeded to validate it following the VICH GL49(R).
guide '°; Specificity of the method was assessed by the comparison of the chromatograms from
the clenbuterol enantiomers at the extremes of the calibration curve range against one urine
from the control group (Figure 4), where no interference was observed in the retention time for

S-(+) and R- (—) enantiomers.

Validation parameters are summarized in Table 2. Linearity of method was obtained with
correlation coefficients of 0.9854 and 0.9883 for the enantiomers S- (+) and R- (—),
respectively. Regarding accuracy, all the recoveries were within the limits (84.7% to 100.4%)
as established in the guide. Moreover, the within and between precision values for the S-(+)
enantiomer were 5.6 — 11.6% and 6.4-10.5%, respectively. Likewise, R-(—) enantiomer
showed 6.3—15.9% and 4.91-11.9% for within and between precision. The LOQ of racemic
clenbuterol was estimated as the lowest point on the calibration which was 12.5 pg/mL and the

LOD was estimated at 6 pg/mL for each enantiomer.

Additionally, the stability of standards and spiked samples after sample extraction was tested
in two conditions; after 7 days of storage at —80 °C and 3 freeze—thaw cycles (Table 3). As
observed in Table 3, one week of storage showed an important impact in the enantiomer
determination in sample and standards, leading to find the lowest recoveries, namely 63.5%
and 65.9% for S-(+) and R-(—) enantiomers in samples, respectively. This surprising outcome
could be explained by the possibility that the extraction conditions (pH, dissolvent, ion
strength) are not the most suitable for clenbuterol in a long-termed storage. This means that
once the samples are extracted, these should be analyzed on the instrument. On the other hand,
the 3 freeze—thaw cycles had almost no impact in the recoveries, obtaining 92.3% and 91.9%

ofrecovery from S- (+) and R- (—) enantiomers in samples.

The results from the validation demonstrated the efficiency of the sample preparation method
and subsequent mass spectrometric determination of S- (+) and R- (—) clenbuterol enantiomers
in rat urine.

There are already a few published methodologies to determine clenbuterol enantiomers;
however, for most of them the total running analysis time ranged from 24 to 30 minutes 27,

almost four times more than the present method which last 6.5 minutes. Comparing resolution,

our method showed a higher value of Rs=1.26 compared to the Rs=1.0 value reported by
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Velasco Bejarano 7. Furthermore, the sensitivity of the present method for each enantiomer
included the lowest LOQ reported (12.5 pg/mL) compared to previous methods >"-*° (0.025
ng/mL, 50 ng/mL and 2.5 pg/mL). Finally, this work evaluates the effect of thaw-freezing
cycles and short-term stability at -80°C after the sample is prepared, which previous studies

have not evaluated.
3.3 Application of the method in the experimental animal model

The characterization and quantitation of clenbuterol enantiomers in the drug (Ventipulmin ®)
and in meat, before and after pelleting, were performed before starting the study with the
animals (Table 1-SI). Chromatograms of these results are shown at Figure 5, where we
observed that the ratio of S-(+) and R-(—) enantiomers was 1, regardless of the type of sample
(meat or drug). This is in contrast of what has been previously reported in the case of meat '°,
but it could be explained by the fact that this meat was obtained from the market without
knowing specifically the part of the animal it came from. Moreover, we observed that the
process of pelleting did not affect the amount and the ratio of the enantiomers which continued
to be 1. Taking these results in mind, we proceeded to the administration of clenbuterol to the
animals in three groups: mimicking a doping cycle (“drug group”), consumption of

contaminated meat (“meat group”) and a “control group” fed normally without clenbuterol.

The urine from each rat was collected the following day after the ingestion of clenbuterol (drug
or meat) or control diet during the 7 days of the study. Although for some rats we were unable
to collect urine on some days, available samples were analyzed using the validated method.
The sensitivity and specificity of the assay were found to be enough to accurately measure the
enantiomers [S- (+) and R- (—)] from clenbuterol, as their concentrations were above the LOD
for the experimental groups. The quantitation of the enantiomers can be found in Figure 6. We
did not find any signal in the urine samples from the control group. We observed for the drug
group that the mean concentration of clenbuterol followed a Gaussian distribution. Thus, at the
first day, 0.2 and 0.15 ng/mL were estimated for the S-(+) and R-(—) enantiomers, respectively,
and these increased up to 0.5 and 0.4 ng/mL at day 4 of the doping cycle, matching the highest
concentration of clenbuterol. On the other hand, the concentration of S-(+) and R-(—)
enantiomers from meat (containing initially 0.54 pg/day) was similar throughout the first 6

days showing in urine an average of 0.04 ng/mL, and with a trend of decreasing at day 7.

In order to test differences, a one-way ANOVA with repeated measures test was applied to

each day of the study (Figure 6). As expected, differences between the route clenbuterol was
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administrated were observed. First, we found higher amounts of S-(+) and R-(—) enantiomers
(150% and 130%, respectively) in the drug group compared to the meat group. Importantly,
we found significate differences between S- (+) and R- (—) enantiomers during the five first
days of the doping cycle, observing higher amounts of the S- (+) form than the enantiomer R-
=)

Moreover, the ratios of the two enantiomers were calculated as R/S. These were compared
using one-way ANOVA test (Figure 7). We observed that the averages of R/S ratio ranged for
the “drug group” from 0.67 to 0.89, while this range was 0.97-1.22 for the “meat group”. The
fact that the range of this “meat group” included 1 indicated that the proportions of each

enantiomer were equal (50:50).

The difference in the enantiomeric relationship of the drug group could be explained by the
biological activity of the enantiomers. It has been described that B-agonists with chiral
structures have different metabolism, being R-(—) enantiomers more active than S-(+) forms,
which suggests that S-(+) clenbuterol is less metabolized and excreted °. It is possible that the
drug metabolism is time— and concentration—dependent, leading to its disappearance in the last
days (6 and 7 days) when the concentration of clenbuterol is low. In a previous work, the
pharmacokinetics of clenbuterol enantiomers in rats after i.v. administration of 2 mg/Kg of
racemic clenbuterol showed higher concentration of S-(+) enantiomer in plasma at 24 hrs.,

suggesting significantly different distribution and excretion of the enantiomers 3!

However, in a recent study by Parr MC et al.® a single dose of clenbuterol, either from a
pharmaceutical preparation, or from meat containing clenbuterol (beef or liver) was studied in
humans. Despite our data is not comparable to human results and the experimental design is
different, this article is a pilot study which pretends to imitate the reality of doping cycles to
which athletes are exposed and the effect of a constant consumption of contaminated meat.
Further studies of pharmacokinetics in humans and studies at various doses and times in both

blood and urine are needed to validate these results.
4 ~Conclusions

To sum up, this article shows a rapid and simple method for the determination of clenbuterol
enantiomers; S-(+) and R-(—), in a total concentration range for clenbuterol from 25 to 1600
pg/mL (including the new MRPL parameter established by the WADA) in a total running time
of 6.5 min. The methodology has been fully validated for specificity, linearity, precision, LOQ
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and LOD according to the VICH guidelines for bioanalytical methods. Moreover, the analytical
method has been used in the analysis of different types of samples, namely, drug, meat and
urine containing clenbuterol. We have applied this methodology for the evaluation of
clenbuterol enantiomers in rat urine during a doping cycle or a continued ingestion of
contaminated meat. Our results indicate significant differences between clenbuterol
enantiomers in urine in the first five days of the doping cycle in rats. The application developed
here might be of help for the anti-doping organizations and athletes with positive AAF results
associated with clenbuterol. However, further studies are needed in humans to determine the

effect in clenbuterol enantiomers in a log-term consumption and source.
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Figure 1. Chemical structure of the clenbuterol enantiomers a) S- (+) and b) R- (—)
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Figure 2. Product ion spectrum of racemic clenbuterol (m/z 277) using UPLC - ESI (+) - TQ-
MS:

NOTE: Optimized Product Ion Spectrum at Collision Energy of 16 eV. The concentration of

racemic clenbuterol was 100 ng/mL.
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Figure 3. Influence of pH on the retention time and resolution of S- (+) and R- (—) clenbuterol

enantiomers.
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Figure 4. Extracted SRM chromatograms of the transition m/z 277.10—202.9 for a) the
standard of S-(+) clenbuterol enantiomer; b) standard of R-(—) clenbuterol enantiomer; ¢) and
d) standard of racemic clenbuterol at lowest and highest points of the calibration curve (0.025
ng/mL and 1.6 ng/mL), respectively; e) blank of mobile phase; f) and g), urine from rat spiked
with lowest and highest points of the calibration curve (0.025 ng/mL and 1.6 ng/mL),

respectively; h) blank of rat urine.
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Figure 5. Extracted SRM chromatograms of the transition m/z 277.10—202.9 for a) meat

contaminated with clenbuterol; (b) Clenbuterol medication; (c) pellet with meat containing

clenbuterol; (d) pelleted with clenbuterol (Ventipulmin®); (e) urine from rat at the third day of
doping with clenbuterol S-(+) 0.195 ng/mL and R-(—) 0.126 ng/mL.
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Figure 6. Concentrations of S- (+) and R- (—) enantiomers of clenbuterol (ng/mL) in rat urine

during a doping cycle (red bars) and continuous meat consumption (blue bars).

NOTE: Data after one-way ANOVA with repeated measures. Bars are mean +/- Interval

confidence at 95%. The * means significance between enantiomers; R-(—) and S-(+) (p< 0.05).
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Figure 7. R/S ratio of clenbuterol enantiomers in rat urine during a doping cycle (red bars) and

continuous meat consumption (blue bars).

NOTE: Data after one-way ANOVA. Bars are mean +/- Interval confidence (95%). The **

means significance between “drug group” in red and “meat group” in blue (p< 0.001).
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Table 1. Optimized MS parameters for the enantiomers of clenbuterol.

Clenbuterol Precursor Product Collision Cone Retention Transition used
enantiomer lon (m/2) lon (m/z) Energy (eV)  Voltage (V) time (min) for
S-(H) 277.10 202.91 16 22 2.5
Quantification
R-(—) 277.10 202.91 11 15 3.5
S-(+) 277.10 132.02 16 22 2.5
Qualification
R-(—) 277.10 132.02 11 15 3.5
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Table 2. Main validation parameters of the method.

1. Linearity (n=21)

Standards Intercept + C.I. Slope + C.I. 2 Range (pg/mL)
Clenbuterol Total 4.29 52074 0.9977 25 -1600
S- (+) Clenbuterol 14.92 26156 0.9975 12.5-800
R- (—) Clenbuterol -10.62 25918 0.9972 12.5-800
Samples Intercept + C.I. Slope + C.I. 2 Range (pg/mL)
Clenbuterol Total 0.0195 0.7778 0.9872 25-1600
S- (+) Clenbuterol 0.0105 0.7726 0.9851 12.5-800
R- (—) Clenbuterol 0.009 0.7801 0.9883 12.5 - 800
2. Accuracy (n=9)
(pg/mL) 25 50 100 200 400 800 1600
Clenbuterol Total  Recovery (%) = C.L 99.6 97.5 91.5 89.2 85.3 84.7 87.1
(pg/mL) 12.5 25 50 100 200 400 800
S- (+) Clenbuterol ~ Recovery (%) += C.L 103.3 100.4 91.5 90.8 85.4 84.7 86.9
R- (—) Clenbuterol  Recovery (%) + C.I. 95.8 94.7 91.4 87.5 85.1 84.7 87.3

3. Precision (n=9)

Within-Run
Added conc. (pg/mL) 25 50 100 200 400 800 1600
Clenbuterol Total Mean (pg/mL) 25 49 92 178 341 678 1234
R.S.D. (%) 7.91 9.26 9.64 7.06 10.63 11.19 5.35
Added conc. (pg/mL) 12.5 25 50 100 200 400 800
S- (+) Clenbuterol Mean (pg/mL) 13 25 46 91 171 339 616
R.S.D. (%) 8.7 9.8 9.5 6.6 11.6 12.9 5.6
R-/(—) Clenbuterol ~ Mean (pg/mL) 12 24 46 88 170 339 618
R.S.D. (%) 15.9 11.2 13.1 8.6 10.1 9.8 6.3
Between-Run
Added conc. (pg/mL) 25 50 100 200 400 800 1600
Clenbuterol Total Mean (pg/mL) 25 49 92 178 341 678 1234
R.S.D. (%) 4.81 9.18 6.92 724 6.43 7.04 5.35
Added conc. (pg/mL) 12.5 25 50 100 200 400 800
S-(+) Clenbuterol Mean (pg/mL) 13 25 46 91 171 339 616
R.S.D. (%) 8.6 10.5 8.0 6.6 9.5 7.2 6.4
R-(—) Clenbuterol ~ Mean (pg/mL) 12.0 24 46 88 170 339 618
R.S.D. (%) 7.1 10.1 11.9 8.6 6.4 4.9 6.8
Recovery (%) R.S.D. (%) Conc. (pg/mL)
Clenbuterol Total 80.34 12.78 25
S-/(+) Clenbuterol 86.9 16.68 12.5
R- (=) Clenbuterol 73.79 11.06 12.5

C.IL.; confidence interval.
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Table 3. Stability of R-(—) and S-(+) clenbuterol enantiomers after sample preparation (n= 3).

Enantiomer ‘

Recovery

S- (+) Clenbuterol

(pg/mL)

R- (—) Clenbuterol

(pg/mL)

Condition Co?sg?:nrﬁ;ion Standard f;ri]k;g Standard fa?rink;ﬂ Standard ff*kpelg Standard Sfljnkslg
100 97 +0.01 794001 | 97.45+946  79.38+7.81 | 83+0.00 794001 | 82.97+£001  79.62+8.01
’?;\)/;gk)(l 200 149 + 0.01 1274001 | 7486+673  6354+7.19 | 1344001  131£001 | 6746+001 6590+ 676
400 350 + 0.04 290+ 0.04 | 87.69+1029 72.53+1057 | 329+0.04  296+0.01 | 82.49+001  7423+926
100 100 + 0.00 98+0.01 | 100.23+£5.60 98.37+10.11 | 97+0.00 93+0.01 97.59+4.6  93.75+ 12.06
tﬁa'xiiielels 200 193 +0.02 185+0.02 | 96.67+7.60  92.99+9.66 | 186+0.02  183+0.01 | 93.45+11.90  91.98+9.70
400 392+ 0.01 376 £0.01 | 98.19+£273  94.08+2.82 | 387+001  379+001 | 96.81+1.84  94.91+2.55
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