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ABSTRACT

Objective: to determine the concentrations of clenbuterol in cattle (Bos taurusxBos indicus) for human consumption and
to detect the alterations that occur in the physiological components.

Design/methodology/approximation: This study was developed at the level of municipal trails and livestock farms in
several states of the country, with a population of studied animals of 4650 (Bos taurusxBos indicus). The study differentiates
one control, plus three treatments: a) one is animals with clenbuterol, b) animals with Fasciola hepatica and c) animals
with clenbuterol and Fasciola hepatica.

Results: The results showed that the values of clenbuterol ranged between 245.1+23.2 and 1263.4£62.6 ng / ml, showing
that 63.2% of the population of cattle studied had high concentrations of Clb.

Limitations on the study/implications: The diagnosis of Clb was made by competitive enzyme immunoassay technique
performed on blood serum, however, tissue study was not considered to determine the accumulated Clb concentrations
in the liver in the different treatments.

Findings/Conclusions: This study demonstrates that clenbuterol masks fascioliasis, since the animals with Fasciola
hepatica+clenbuterol showed no symptoms or external changes, but internally mainly in the liver and pancreas (metabolic
abnormalities and morphological latter is not shown in this work). It is concluded that clenbuterol produces metabolic

abnormalities in Bos taurusxBos indicus cattle.
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RESUMEN

Objetivo: Determinar las concentraciones de clenbuterol en ganado
bovino (Bos taurusxBos indicus) para consumo humano y detectar las
alteraciones que se producen en los componentes fisiologicos.
Disefio/metodologia/aproximacién: Este estudio se desarrolld a
nivel de rastros municipales y en fincas ganaderas en varios estados
de México, con una poblacidon de animales estudiados de 4650 (Bos
taurusxBos indicus). En el estudio se diferencian un control, mas
tres tratamientos: a) animales con clembuterol (Clb), b) animales con
Fasciola hepatica (Fh) y c) animales con clembuteroly Fasciola hepatica
(Clb+Fh).

Resultados: Los resultados mostraron que los valores encontrados
de clembuterol oscilaron entre 245.1+£23.2 y 1263.4+62.6 ng ml™, se
demostro que el 63.2% de la poblacion de bovinos estudiados tuvieron
altas concentraciones de Clb.

Limitaciones del estudio/implicaciones: el diagnostico de Clb se
realizd por la técnica de inmunoensayo enzimatico competitivo
realizado en suero sanguineo; sin embargo, no se considero realizar
estudio en tejidos para determinar las concentraciones acumuladas de
Clb en higado en los diferentes tratamientos.

Hallazgos/conclusiones: Este estudio demuestra que el clembuterol
enmascara la fascioliasis, ya que los animales con Fh+Clb no mostraron
cambios externos, pero si internos principalmente en el higado y
pancreas (anomalias metabolicas y morfoldgica, esta ultima no se
muestran en este trabajo). Se concluye que el clembuterol produce

anormalidades metabolicas en bovinos Bos taurusxBos indicus.

Palabras clave: Aditivo alimenticio, perfil metabolico, masa muscular,

anormalidades metabolicas.

INTRODUCCION

El uso de fBo-agonistas como el clembuterol (Clb), componente sintético ha
demostrado tener mayor eficiencia en el desarrollo de la masa muscular en
ganado de engorda, y ha producido en los ultimos afos un aumento en
intoxicaciones en humanos y animales en México; ya que se usa como adi-
tivo alimentario (Sumando et al., 2002, Caicedo et al., 2009). El uso de esta
sustancia aumenta la produccion de carne a corto plazo, facilita la retencion
de compuestos nitrogenados, y de esta manera aumenta la masa muscular,
a través de la reduccion de grasa (lipolisis) (Smith, 1998). Estos medicamentos
B-AR también son agentes quimicos que actuan especificamente a nivel de
receptores adrenérgicos celulares, metabolizan los nutrientes y aumentan
el metabolismo de las grasas y proteinas, modifican la permeabilidad de la
membrana celular, generan aumento de la lipolisis y glucogenolisis (Meyer y
Rinke, 1991; Johnson et al., 2014). La ventaja de usar este tipo de sustancias
al tener efecto lipolitico permite que la carne que se obtiene sea mas magra
(Beermann, 1993; Waldeck y Widmark 1995; Mersmann, 1998); sin embargo,
esta relacionado con el aumento de intoxicaciones en humanos. Segun Kuri
etal (2007), estas intoxicaciones en todo el pais aumentaron de 133 casos en
2002, a 1663 en 2009 y 323 en los afios 2015-2016 (Suave, 2011). Unicamen-
te en el estado de Jalisco en 2009 se reportaron 1243 casos de intoxicacio-
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nes en humanos. En otras partes del
pais también hay incidencias de en-
venenamiento, reportando 17 esta-
dos con problemas de clembuterol,
por tanto, se debe considerar como
un problema de salud publica a nivel
nacional. El uso de Clb de forma te-
rapéutica se utiliza en el tratamiento
de hembras con riesgo de preparto
0 aborto y también como broncodi-
latador en enfermedades respirato-
rias principalmente en equinos. Las
dosis anabolicas superan las dosis
terapéuticas de cinco a diez veces,
y €s cuando su uso se convierte
en ilegal y por ende genera riesgos
para el consumidor al ingerir pro-
ductos carnicos contaminados con
esta sustancia.

MATERIALES Y METODOS
Se muestrearon 4650 bovinos (Bos
taurusxBos indicus) hembras vy

machos en el estado de Puebla-
México. Para este estudio de clasifi-
caron los animales Bos taurusXBos
indicus de la siguiente manera: a) en
engorda clinicamente sanos (CS) sin
Clb; b) bovinos con suplemento de
clembuterol por 90 dias pre-sacrifi-
co; ¢) bovinos diagnosticados con
Fasciola hepatica (Fh) y d) bovinos
con Fh y suplementados con clem-
buterol (Clb+Fh).

Muestreo

Se utilizaron tubos de ensayo al
vacio sin anticoagulante para ob-
tener el suero sanguineo, y para la
determinacion del perfil metaboli-
co. La sangre se centrifugd a 2500
rem/10 min, el suero obtenido se
separd en tubos eppendorf (1 mL) y
se congeld a —20 °C para el anali-
sis posterior del Clb y de los meta-
bolitos; el Clb se determind con el
Kit -RIDASCREEN® Clenbuterol (No.
de articulo: R1711- R-Biopharm AG,
Darmstadt, Germany) es un inmu-
noensayo enzimatico competitivo,



para la determinacion cuantitativa de Clenbuterol en
leche, carne, Higado, rifion, orina, plasma/suero, pelo,
0jo y alimento. Para obtener las concentraciones de Clb
existe un software especial, el RIDA®PSOFT Win.net (Art.
No. Z9996), esta disponible para evaluar los inmunoen-
sayos enzimaticos RIDASCREEN®. El curso de la curva
estdndar se muestra en el Certificado de Garantia de
Calidad incluido en el kit de prueba. Para el calculo sin
software se utiliza la siguiente formula para detectar las
concentraciones de Clb de cada muestra:

Absorbancia del estdndar (o muestra)
Absorbancia del estandar (cero)

x100=B/BO (%)

Medicién de metabolitos, macrominerales y enzimas
Los kits utilizados para la medicion de estos fueron de
BioSystem S.A, Costa Brava 30 (Barcelona-Espafia). Para
cada muestra y control se agregaron 500 ul de reactivo
de trabajo y 10 ul de suero de BtxBi. Para los metabo-
litos bilirrubina y glucosa se realizd una sola medicion a
540y 500 nm, respectivamente. En cuanto a la medicion
de urea/BUN la lectura se realizo a 340 nm, tomado dos
mediciones de absorbancia (Al), se tomo exactamente a
los 30 s, posteriormente a los 60 s de leer (Al), se tomo
la absorbancia (A2), se calculd el cambio de absorbancia
por minuto mediante la resta (Aj—A»). La deteccion de
Calcio (Ca) y fosforo (P), la lectura se realizd a una longi-
tud de onda de 610 y 340 nm, respectivamente, y se ob-
tuvieron sus valores con una sola medicion. En cuento
a las enzimas las mediciones de aspartato amino-trans-
ferasa (AST/GOT) y alanina amino-transferasa (ALT/GP),
ambas se realizaron su lectura a una absorbancia de 340
nm y de Gamma-glutamil transferasa (GGT) su lectura
se realizd a 405 nm, en las tres enzimas se realizaron las
mediciones al minuto 1, 2 y 3. Para determinar el cambio
de absorbancia por minuto. Para la determinacion de es-
tos metabolitos, macrominerales y enzimas se utilizd un
espectrofotometro "Spectronic-20".

Con los datos obtenidos se realizd un analisis de varian-
za (ANOVA) con el programa estadistico Stat-2 (Olivares,
1994), y para determinar la significancia entre promedios
se utilizo Duncan New Multiple range test.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio, se muestran datos significativos que in-
dican la eficacia del 8>-agonista adrenérgico (clembute-
rol) para producir cambios metabolicos. Se detectaron
niveles de clembuterol entre 245 y 1263 ng kg_l, que

superan al valor maximo permitido por FAO/OMS Codex
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Alimentarius de 125 ng kg_1 (concentracion maxima de
Clb que debe contener un animal en sangre, destina-
do para el consumo humano, y que han sido tratados
con este aditivo). El andlisis bioquimico sanguineo mos-
tro valores de bilirrubina diferentes entre tratamientos
(P<0.01). En machos suplementados con Clb se regis-
traron valores de bilirrubina de 0.5+0.001 mg dL™ en
machos clinicamente sanos de 0.2+0.002 mg dL™?, en
machos con Fh valores de 5.3+0.001 mg dL™% mien-
tras que, en animales con Fh y Clb se registraron va-
lores muy similares a animales clinicamente sanos. En
hembras con Fh se obtuvieron valores de bilirrubina de
0.3+0.001 mg dL™% en hembras clinicamente sanas de
0.2+0.001 mg dL™%, asimismo, los valores de bilirrubina
en hembras con Fh y Fh+Clb fueron muy similares a los
animales clinicamente sanos. La Fasciola hepatica obs-
truye canaliculos hepaticos e incrementa los valores de
bilirrubina y el Clb enmascara las patologias hepaticas en
bovinos (Caicedo et al,, 2011). En cuanto a la glucosa, los
animales machos con Clb y Fh+Clb mostraron valores
significativamente altos (P<0.01), lo que indica que este
aditivo produce dafnos importantes a nivel del pancreas
en la produccion de insulina (Caicedo et al., 2011).

Por otra parte, la relacion urea/BUN en machos clinica-
mente sanos fue de 304x0.23 mg dL™!, en animales
con Clb fue de 95.8+0.28 mg dL™!, animales con Fh re-
gistraron valores de 774+0.28 mg dL™t y animales con
Clb+Fh tuvieron valores de 125.8+0.25 mg dL™L Este
ultimo grupo de animales mostro una grave funcionali-
dad metabolica en los animales machos; mientras que,
en hembras, los valores se mantuvieron iguales, con las
mismas caracteristicas fisiologicas. Lo anterior indica que
tanto el Clb como la Fh, alteran de manera importante la
fisiologia hepatica y las caracteristicas productivas (Cai-
cedo et al., 2010; Caicedo et al., 2011).

Cuando se midieron los macrominerales Cay P, en todos
los tratamientos realizados no hubo cambios significati-
vos, lo cual sugiere que, el Clb no juega un papel impor-
tante aparentemente en la fisiologia de estos macromi-
nerales a nivel (hepatico). Al medir la actividad enzimatica
del aspartato amino-transferasa (AST/GOT), se observd
que en animales machos clinicamente sanos (CS), fue
de 533.9+0.26 UL, en bovinos con Fh el valor detectado
fue de 751.5+0.23 U L™! (este valor refleja daflo hepati-
co al compararlo con el obtenido en animales CS), en
bovinos con Clb el valor fue de 264.7+0.22 U L7}, y en
bovinos con Clo+Fh fue de 499.6+0.20 U L™, Este ul-
timo valor es parecido al registrado en animales CS en
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machos, mostrando que el Clb pue-
de enmascarar las patologias hepa-
ticas (Caicedo et al., 2011). En hem-
bras, la actividad de AST/GOT fue de
4345+0.65 U L™ en animales CS'y
de 4364+067 U L™ en animales
con Clb+Ffh, ambos valores son
muy similares, esto comprueba que
existe enmascaramiento de la fas-
cioliasis por parte del Clb (Caicedo
et al, 2010; y Caicedo et al., 2011).
Los principales cambios que produ-
ce el Clb en bovinos en este estudio
son las anomalias hepaticas junto
con la fascioliasis, ambas influyen
en la homeostasis hepatica; sin em-
bargo, en este estudio se demues-
tra gue todos los bovinos que son
suplementados con Clb desarrollan
patologias hepaticas (Fiems, 1987;
Smith, 1998; Caicedo et al,, 2010;
Caicedo et al., 2011; Paz Calderdn
et al, 2011 y Caicedo et al., 2016).
Lo mismo sucedio con enzimas ta-
les como: Alanina amino transferasa
(ALT/GPT), gamma glutamil amino
transferasa (GGT), el Clb enmasca-
ra las patologias hepaticas, tanto en
hembras como en machos: anima-
les con Clb, Fh y Clb+Fh) (datos no
mostrados).

Asimismo, el uso de Clb como aditi-
vo alimentario afecta las actividades
metabolicas hepatica (hepatocitos
por la acumulacion del mismo Clb
y sus metabolitos) y pancreatica
(disminucion en el colesterol). En
cambio, el alto contenido de glu-
cosa revela que hay dano a nivel de
las células de Langerhans en el pan-
creas principalmente. El Clb posee
en su estructura quimica un haloge-
no, en este caso el ion cloruro (Cl-)
(Courtheyn et al., 1996), el cual cau-
sa incremento de la biodisponibili-
dad vy retrasa la biotransformacion
(retraso de la excrecion total) del
Clb, en comparacion con cualquier
otro >-agonista adrenérgico utiliza-
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do para promover la masa corporal
de los animales (Martin, 1971: Ruffo-
lo, 1991; Waldeck y Widmark, 1995).

Los efectos promotores del creci-
miento muscular ejercidos por Clb
estan fuertemente mediados por la
estimulacion directa de los recep-
tores adrenérgicos B, localizados
en el tejido muscular (Helferich et
al, 1990; Ni et al., 2010; Johnson
et al, 2014), y por las concentracio-
nes plasmaticas de hormonas cata-
bolicas o anabodlicas (Higgins et al.,
1988), como los glucocorticoides,
la hormona del crecimiento (GH) o
la insulina. Si las hormonas pueden
alterar la respuesta del tejido adipo-
SO a las catecolaminas endogenas,
también pueden afectar la respues-
ta del musculo esquelético a los
agonistas B, exdgenos (Sumano et
al, 2002). El estudio demuestra un
prototipo del efecto del Clb y que
éste modifica la composicion de la
carcasa de los animales, ya que en
animales tratados con fo-agonistas
adrenérgicos, se observa un au-
mento en el depodsito de proteinas
(15%) y una disminucion en la gra-
sa (18%) (Lueso y Gomez, 1990). El
crecimiento muscular, en respues-
ta al tratamiento con fo-agonistas
adrenérgicos, es una hipertrofia del
tejido muscular esquelético estria-
do, como lo demuestran los estu-
dios realizados por Beermann et al.
(1986) en ratas y por Martin et al.
(1990) en bovinos Los efectos de
los Br>-agonistas adrenérgicos en el
sistema endocrino se deben en gran
parte a la liberacion de otras hormo-
nas (Caicedo et al., 2009; Johnson
et al., 2014). Los efectos de los f»-
agonistas adrenérgicos en el meta-
bolismo de las grasas son muy difi-
ciles de definir; sin embargo, actuan
indirectamente en el depodsito de
grasa, al aumentar la tasa metabo-
licay el gasto de energia de los ani-

males tratados y activando la termo-
génesis, parte de la energia ingerida
previene la formacion de grasa, por
otro lado, la accion directa esta en
el aumento de los niveles de adeno-
sin monofosfato-3'.5" (AMPc) en el
tejido adiposo, pero el efecto meta-
bolico del Clb esta relacionado con
la concentracion tisular de adenosin
monofosfato-3',5" ciclico (AMPc), a
nivel muscular y hepatico, la con-
version de trifosfato de adenosina
(ATP) en AMPc se produce de forma
acelerada, asi como la activacion de
diferentes enzimas, principalmente
del tipo de fosforilasa, que catalizan
la transformacion del glucogeno en
glucosa. Aunque otras enzimas tam-
bién estan involucradas (quinasas,
lipasas y la fosfofructoquinasa), de
esta manera, se produce una acele-
racion de la movilizacion de acidos
grasos, formando acido lactico. La
sangre, el higado y los musculos es-
queléticos, también presentan una
tendencia especial hacia el aumen-
to de la lipdlisis o la disminucion de
la lipogénesis (Sauer et al.,, 1999), el
aumento de una lipasa intracelular
qgue transforma los triglicéridos en
acidos grasos y glicerol.

En el tejido muscular aumenta el
adenosin - monofosfato-3.5"  cicli-
co (AMPc); de tal manera que una
proteina cruza la membrana celular
siete veces, formando tres bucles
intracelulares y tres extracelulares
a los que se unen adrenalina y no-
repinefrina (Caicedo et al, 2009;
2010; 2011 y 2016), al aumentar la
perfusion de la sangre al musculo
y produce una mayor disponibili-
dad de energia y aumenta la sinte-
sis de aminoacidos vy la retencion
de proteinas que favorece la hiper-
trofia muscular, principalmente de
los musculos del cuarto posterior
del animal (Li et al, 2000; Ekpe et
al, 2000; Castellanos-Ruelas et al.,



2006; Jonhson et al., 2014). Estos mecanismos aumen-
tan la lipdlisis y disminuyen la lipogenesis; sin embargo,
el efecto de este componente (>-agonista-adrenérgico-
Clb) dependera de la especie de animal tratado, ya que
no todos los animales poseen los mismos receptores (5,
por lo que el aumento en la concentracion de Clb admi-
nistrada y el tiempo en que los animales estan sujetos a
este f-agonista adrenérgico, juega un papel muy impor-
tante en el efecto a corto y mediano plazo, para la admi-
nistracion de éste, por otro lado, el efecto del Clb depen-
dera de la concentraciones que se le administre, al igual,
el tiempo en gue el animal lo consume, su repercusion
en este es significativo, produciendo al consumidor final
(el hombre) dafios a nivel de higado, pancreas y al siste-
ma nervioso central a través de la barrera hematoence-
falica, como también al sistema circulatorio, alterando la
presion sanguineo y por ende repercutird en el sistema
renal y posiblemente al reproductor.

CONCLUSIONES

La administracion de clembuterol a una dosis anabdlica
(entre 5 a 10 veces mayor que la dosis terapéutica), pro-
voca hipertrofia muscular en bovinos. El uso de clembu-
terol ayuda a incrementar de manera fraudulenta los ni-
veles de masa muscular al llenarlos de agua y derivados
de Clb (metabolitos). El ganado que recibe f>-agonistas
adrenérgicos tiende a tener una menor cantidad de ban-
das de grasa, menor grosor de grasa en la espalda y ma-
yor tonicidad. La elevacion de los tipos de fibra glicoliti-
ca con el tratamiento con Bo-agonistas-adrenérgicos es
principalmente responsable del aumento de la hipertro-
fla muscular, y esta correlacionada negativamente con la
cantidad de tejido adiposo intermuscular e intramuscu-
lar. Este estudio determino que el Clb afecta directamen-
te el bienestar del animal y a la salud humana al consu-
mir carne con Clb; por lo que, debe existir regulaciones
mas estrictas, no solo con detectar las concentraciones
del Clb en animales, sino también en su trazabilidad y
detectar a los ranchos y no a los rastros municipales, con
el fin de detener el uso y abuso de esta sustancia en la
engorda de animales de importancia economica.
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