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RESUMEN

| clembuterol es un B-agonista sintético altamente residual no autorizado por la
Secretaria de Salud en México para uso en engorda de ganado; su prohibicion se
establece en la norma oficial mexicana NOM-061-Z00-1999 y la norma emergente
NOM-EM-015-ZO0O-2002. A pesar de esta normativa, los engordadores de ganado
bovino lo usan en dosis que ponen en riesgo la salud del consumidor. En este senti-
do se determind la presencia de residuos de clembuterol en carne de bovino distri-
buida en establecimientos de productos carnicos en la ciudad de Texcoco, Estado de México, a
través de muestreos aleatorios para diagnosticar residuos de clembuterol para el periodo octu-
bre-diciembre de 2009. Se realizd con un tamano de muestra de 20 % de los establecimientos y
una recolecta de 200 g de carne del area del lomo en cada sitio. Los establecimientos muestrea-
dos incluyeron tiendas de autoservicio (Bodega Aurrera, Comercial Mexicana, Soriana, Sams
y Walmart). Para determinar los residuos de clembuterol se utilizé la prueba Ridascreen AG
y se analizaron mediante comparacion  multiple
de medias (Tukey).
Los registros indi- J—
caron valores de f!' y)’
124 a 4,578 ppt, L
en cerca de 50 %
de los sitios comer-
ciales muestreados,
los cuales sobrepasan
los limites maximos per-
misibles de acuerdo al Codex
Alimentarius.

Palabras clave: Clembuterol, carne de bovi-
no, carnicerias, salud, inotoxicacion.
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Clembuterol en carne de bovino

INTRODUCCION

La inocuidad alimentaria es un
tema de interés comun, debi-
do a que en la actualidad los
consumidores demandan ali-
mentos seguros que no causen
dano a la salud, propiciados por
el uso de sustancias prohibidas,
como es el caso del clembute-
rol (8-agonista sintético) (Figu-
ra1) que, en forma accidental o
inducida, pueden contaminar
la carne de bovino. Lo anterior
obliga a generar tecnologias
de rapida deteccion de sustan-
cias que puedan provocar pro-
blemas de salud publica por
su consumo (Dominguez et al.,
2010).

El clembuterol es un g-agonista sinté-
tico altamente residual no autorizado
por la Secretaria de Salud para uso en
la engorda de ganado, prohibido bajo
la norma oficial mexicana NOM-061-
Z00-1999 y la emergente NOM-EM-
015-Z00-2002 (SAGARPA, 2007). La
problematica generada en México al
usarlo como promotor de crecimiento
es ilegal y es causa de intoxicacion en
la carne y sobre todo en el consumo
de visceras, especialmente de higado
(SINAVE, 2007). Lo anterior esta rela-
cionado con sus efectos a largo plazo
y su posible relacién con problemas
cardiacos, por lo que ha sido prohibi-
do para uso humano y restringido a
un determinado grupo de animales
en diversos paises; sin embargo, en
otros se permite para tratarel asmay
problemas respiratorios, y como sus-
tancia dopante por varios organismos
deportivos a nivel mundial (Sumano
etal, 2002).

El clembuterol pertenece al grupo de
los agonistas 8-2 adrenérgicos y se ca-
racteriza por el fuerte efecto anticata-
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Figura 1. Clembuterol empleado en alimentacién animal

bolico que origina disminucion en la
tasa de reduccién proteicaen la célula
muscular, provocando mayor desarro-
llo de la misma (McNeel y Mersmann,
1995). También es utilizado por médi-
cos veterinarios con fines terapéuti-
cos, tales como manejo de patologias
en equinos. Aun cuando en humanos
la vida alcanza 36 horas, se establece
de uso limitado (Mersmann, 1998).
Los residuos de clembuterol pueden
afectar pulmones y corazon debido a
que la ingesta de carne contaminada
puede exceder las dosis médicas ha-
bituales para humanos, las cuales os-
cilan entre 40y 6o ug d ™", con riesgos
mayores al exceder 150 ug d™' (Gopal,
2004). Con base en lo anterior, se rea-
liz6 un estudio para determinar la
presencia de residuos de clembuterol
en carne de bovino distribuida en la
ciudad de Texcoco, Estado de México,

y formular un diagndstico que evi-
dencie el riesgo por su consumo.

MATERIALES Y
METODOS

El estudio se desarrolld en el Muni-
cipio de Texcoco, Estado de México,
realizando muestreos aleatorios en
establecimientos de productos car-
nicos de bovino para diagnosticar
residuos de clembuterol. Los analisis
quimicos de las muestras de carne
recolectadas se realizaron en el La-
boratorio de Nutricion Animal y Mi-
crobiologia del Postgrado en Gana-
deria del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo. Los muestreos de
carney los analisis quimicos respecti-
vos iniciaron en el mes de octubre y
finalizaron en la primera semana de
diciembre de 2009.
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Muestreo en carnicerias

Se realiz6 un censo de establecimientos que distribuyen
productos carnicos de bovino en la ciudad de Texcoco y se
determind un tamano de muestra de 20 % de sitios comer-
ciales; en cada uno se recolectaron 200 g de carne del area
dellomo (Figura 2). Los establecimientos que fueron mues-
treados incluyeron también tiendas de autoservicio de la
localidad, tales como Bodega Aurrera, Comercial Mexicana,
Soriana, Sams y Walmart. Las muestras fueron recolecta-
das a las 7:30 am, en cuatro periodos de muestreo, con in-
tervalos de 15 dias cada uno; se colocaron en refrigeracion
(4 °C) para su transporte y realizar las pruebas quimicas.

Determinacion de residuos de clembuterol:

Para la determinacion de residuos de clembuterol en las
muestras se utilizé la prueba RIDASCREEN® Clembuterol
Fast-R-Biopharm, AG, Darmstadt, Germany Ridascreen®
(Figura 3), la cual se basa en la reaccion antigeno-anti-
cuerpo. Antes de iniciar con el analisis de las muestras se
les elimind el contenido de grasa con el uso de hojas de
bisturi, con la finalidad de que el tejido adiposo no interfi-
riera en la determinacién de la prueba. Una vez eliminada
la grasa, se homogeneizaron 100 g de carne en una licua-
dora hasta obtener una pasta de aspecto mas masoso, se
depositaron 5 g de la muestra en un tubo de centrifuga de
50 mL, y se adicionaron 25 mL de HCI, 50 mM. Se homo-
geneizo por agitacion durante 20 minutos y se centrifugo
a 6,000 g por 15 minutos a una temperatura de 10-15 °C.

Del paso anterior se transfirieron 18 mL del sobrenadan-
te (3 g de muestra) en un vial de centrifuga, al cual se

Figura 3.Kit de Ridascreen® para la determinacién de clembuterol
en carne de bovino.

adicionaron 2 mL de de NaOH, 0.5 My se mezcld durante
10 minutos. Se adicionaron 10 mL de KH,PO,, buffer pH
3.0, 500 mM; se mezclé brevemente y se almacen6 a 4 °C
por un tiempo minimo de 1.5 horas, y permanecié toda
la noche en refrigeracion. Posteriormente, se centrifugd
a 4000 g por 15 minutos a temperatura de 10 a 15 °C;
del sobrenadante se tomaron 1o mL (1 g de muestra) y se
dejo calentar a temperatura ambiente (20-25°C/ 68 - 77
°F (20 a 25 °C). Finalmente, la muestra se purificd con el
uso de columnas RIDA®, suplidas con el Kit Ridascreen
Clembuterol Fast.

Procesamiento de carne y tejidos con alto contenido de grasa
Este proceso se aplicd cuando las muestras presentaban

Figura 2. Muestreo de carnicerias y toma de muestra del area del lomo en la Ciudad de Texcoco.




alto contenido de grasa y no fue po-
sible eliminarla manualmente; para
ello se homogeneizaron de 100 a
200 g de muestra en una licuadora,
hasta obtener una pasta masosa;
5 g de ésta se homogeneizaron por
agitacion 30 minutos con 25 mL de
Tris-buffer, so mM, pH 8.5, duran-
te 30 minutos; posteriormente, se
anadieron 15 mL de n-heptano y se
agité durante cinco minutos para
propiciar la eliminacion de grasa de
la muestra; concluido este proceso,
se centrifugd a mas de 4,000 g por
5 minutos a temperatura de 10 a 15
°C. Concluido el proceso se procedié
a eliminar la capa superior de hep-
tano, asi como la capa fina de gra-
sa intermedia entre el heptano y la
muestra, mediante absorciéon con
pipeta Pasteur. Este paso se repitio
hasta en tres ocasiones (lavado con
15 mL de n-heptano) para eliminar
completamente la grasa. A la mues-
tra remanente, libre de grasa y de n-
heptano, se le agregaron 0.5 mL
de HCl concentrado 6 M, y se
agité por una hora (alterna-
tivamente se podria agitar
durante toda la noche).

Se pesaron 6 g del homo-
geneizado de carne (corres-
pondiente a 1 g de muestra). Se
colocaron en un vial de centrifuga
a mas de 4000 g, por 15 minutos en
temperatura de10-15 °C. Se transfiri6
el sobrenadante a otro vial de centri-
fuga y se anadieron 300 ul de NaOH
1M; se mezcldé durante 15 minutos y
se agregaron 4 ml soo m M4 mL de
KH,PO, 500 mM, mezclando breve-
mente, y almacend a 4 °C por 1.5 ho-
ras. Al dia siguiente, se centrifugo a
mas de 4000 g por 15 minutos a 10
y 15 °C. El sobrenadante (casi trans-
parente) se dejo calentar a tempera-
tura ambiente (20 a 25 °C) y después
se purificé con el uso de columnas
suplidas con el Kit Ridascreen.
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Procedimiento del ensayo (reaccion
antigeno-anticuerpo)

Para iniciar la prueba se insertaron
pozos en una microplaca integrada
en el kit para los estandares y mues-
tras. Inicialmente, en cada pozo se
agregaron 100 ul de solucién de an-
ticuerpos y se incubaron por 15 minu-
tos atemperatura ambiente (Figura 4
A). Transcurrido este tiempo se elimi-
no la solucién de los pozos invirtien-
do la microplaca, sacudiéndola vigo-
rosamente contra un papel secantey
lavando con agua destilada a través
de una piceta (este paso se realizd
tres veces). Una vez realizado el ter-
cer lavado, se colocaron en seis pozos
con 20 ul de los estandares (o, 100,
300, 900, 2700, 8100 ppt) y 20 ul de
la muestra por analizar en los pozos
restantes; se adicionaron 100 ulL de la
enzima-conjugaday se incubaron por
30 minutos a temperatura ambiente.

Figura 4. A: Microplaca integrada en

el kit para determinar clembuterol. B:
Cambio de coloraciéon para muestras
positivas a clembuterol.

Se procedié a eliminar la solucién de
los pozos (sacudiéndola y lavando)
y se agreg6 a cada pozo 100 ul de
cromoégeno. Se mezcld e incubd en
la oscuridad por 15 minutos a tem-
peratura ambiente. Finalmente se
agregaron 100 ul de la solucion stop,
que origina un cambio de color azul
a amarillo (Figura 4 B). La concentra-
cién de clembuterol se midié por ab-
sorbancia a 450 nm, la cual es inver-
samente proporcional a la concen-
tracion de clembuterol en la mues-
tra, con un lector de ELISA, y se ana-
liz6 mediante el programa RIDASOFT
WIN® (Ridascreen, 2002). Los valores
iguales o mayores a 2000 ppt, fue-
ron considerados positivos, mientras
que los menores correspondieron a
muestras negativas (Cuadro 1) (FAO,

1996).

Los datos obtenidos se analizaron

como un diseno completamente

al azar mediante el procedimiento

GLM (SAS, 2001) y comparacion

multiple de medias por medio

de la prueba de Tukey (Steel y
Torrie, 1988).

RESULTADOS Y
DiSCUSION

Los residuos de clembuterol
detectados en las muestras de
carne mostraron amplia variacién
(p<o.05) (Figura s5) entre los sitios
muestreados, determinando niveles
residuales que van desde los 124 has-
ta los 4,578 ppt. De acuerdo con la
FAO (1996), una muestra se conside-
ra positiva a residuos de clembute-
rol y potencialmente toxica cuando
tiene un valor igual o mayor a 2,000
ppt, con un rango analitico de la
prueba de o0 a 8,100 ppt (Ridascreen®,
2002); asimismo, el Codex Alimenta-
rius (2011) establece 2,000 ppt como
limite maximo de residuos (LMR)
para clembuterol.
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Cuadro 1. Concentraciones de clembuterol que deter-
minan una reaccion positiva (FAO, 1996).

Muestra organica Positiva ng kg™ (ppt)

Tejidos 2,000
Alimento 10,000
Orina 2,000
Retina 3,000
Suero 2,000
Pelo 6,000

Lo anterior registré que alrededor de 50 % de los estable-
cimientos que distribuyen carne de bovino en la ciudad de
Texcoco representan riesgos de salud a los consumidores
por expender carne con residuos de clembuterol superio-
res a los limites maximos permisibles (Codex Alimentarius,
20m), lo que implica que los animales de los que se obtuvo
la carne para este estudio recibieron sobredosis de 5y 10
veces superior a las permitidas para propositos terapéuti-
cos, propiciando una acumulacién de residuos (Heinrich et
al., 1991).

Estrada-Montoya et al. (2008) realizaron un estudio en el
noroeste de México para determinar la presencia de resi-
duos de clembuterol en carne de bovino registrando, en 50
muestras obtenidas en el comercio y analizadas por inmu-
noensayo especifico ligado a enzima (ELISA), un 12 % con
residuos de clembuterol entre 3.06 y 6.12 mgkg™'; 26 %

con residuos de entre 0.5 a .83 mg.kg™"; 48 % con0.1a 0.5
mg.kg™', y Unicamente 14 % registré niveles ineriores al li-
mite de deteccion con 0.1 mg.kg™' del ensayo ELISA. Las seis
muestras que presentaron niveles mas altos de residuos de
clembuterol estuvieron sujetas a confirmacion por medio
de cromatografia de gases acoplada a un detector selecti-
vo de masas-masas (GC-MS-MS), confirmando la presencia
de clembuterol, el cual fue utilizado ilegalmente como pro-
motor de crecimiento de bovinos.

Otro estudio realizado por Pefia et al. (2008), donde se ana-
lizo la presencia de residuos de clembuterol en carne de
bovino distribuida en el norte y sur de México, revelé que al
menos 16.6 % de las muestras analizadas resultaron positi-
vas al mismo en un intervalo de 0.1a 23 ug kg™ Estas evi-
dencias, aunadas a los resultados de este estudio, indican
que a pesar de que el uso de clembuterol esta prohibido
(NOM-EM-015, 2002), su uso sigue siendo indiscriminado,
poniendo en riesgo la salud del consumidor. Por lo anterior,
es necesario implementar sistemas de bioseguridad basa-
dos en la aplicacion de buenas practicas de produccion y
generar conciencia en los actores que participan en la cade-
na productiva, buscando que la inocuidad se mantenga a lo
largo de todos los eslabones bajo el esquema “de la granja
alamesa”.

CONCLUSIONES
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50 % de los establecimientos
comerciales en la Ciudad de
Texcoco registraron residuos
de clembuterol con niveles
iguales o superiores a los limi-
tes maximos permisibles por
la regulacion nacional e inter-
nacional, implicando un riesgo
para la poblacion a pesar de
que existe prohibicion para el
uso de este farmaco.
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