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1. INTRODUCCION GENERAL

Uno de los principales problemas para muchos paises, es el suministro de
alimentos inocuos y de calidad, suficientes para satisfacer las necesidades de
una poblacién en constante crecimiento. Ante esta situacién la ganaderia ha
trabajado con la combinacién de diferentes tecnologias que permitan lograr
productos sin riesgos al consumidor y de mejor calidad en menor tiempo, siendo
la adicion de sustancias que permiten mejorar la asimilacion de los nutrientes
una de las herramientas mas comunes en la produccion pecuaria, tales como:
prebidticos, probidticos, hormonas, antimicrobianos, modificadores metabolicos,
entre otros (Casas et al., 2005). El clembuterol es uno de los modificadores
metabdlicos mas conocido en el area de produccién de carne, tema de estudio
del presente trabajo debido al alto grado residual que deja esta sustancia en los
tejidos comestibles y sus posibles repercusiones en la salud publica
(Dominguez-Vara et al., 2009).

En el Capitulo 2 se muestra una revision bibliografica, en la que se resume la
informacion cientifica referente al clembuterol y las caracteristicas que lo
distinguen, los efectos de esta sustancia y su distribucion en los tejidos.
Posteriormente se hace referencia a la normatividad aplicable al clembuterol y
las intoxicaciones presentadas por el consumo de tejidos con residuos de
clembuterol en el mundo y México, y finaliza con una revisibn sobre la
produccién de carne de bovino en México, la estacionalidad de produccion,
ademas de la comercializacién y distribucién de la carne de bovino y su

consumo nacional.

En el Capitulo 3 se presentan los resultados de un estudio en el que se
determind la concentracion de clembuterol en higado y musculo de bovino
evaluados por dos kits de ensayo inmunoenzimatico ELISA de diferente
laboratorio, tales tejidos fueron colectados de tres centros de distribucién en dos
épocas de produccion de carne de bovino de la ciudad de Texcoco, Estado de
México.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Clembuterol

El clembuterol o hidrocloruro de clembuterol es un -agonista del grupo de los
adrenérgicos, cuyo nombre quimico es 4-amino-3,5 dicloro-a-terbutil-
aminometil-bencil alcohol, presenta una estructura quimica parecida a las
catecolaminas como la adrenalina y noradrenalina (Figura 1). El clembuterol
tiene un punto de fusion variable de 170-176 °C, soluble en metanol y etanol,
moderadamente soluble en cloroformo e insoluble en benceno, siendo estas
caracteristicas dependientes de la casa comercial de donde provenga; su
apariencia consta de ser un polvo microcristalino incoloro o ligeramente amarillo
(Heitzman, 1996).

OH
NH-
(R)
CH; HO
CHs OH
Ha .
Noradrenalina
OH
Clembuterol HO
HN
HO “CHs
Adrenalina

Figura 1. Estructura quimica del clembuterol, adrenalina y noradrenalina.

El clembuterol al principio se utiliz6 como una herramienta en la veterinaria
debido a su accion broncodilatadora, descongestionante y tocolitica (Gonzalez
et al., 1996; Mersmann, 2002). Posteriormente, se descubrié que a dosis diez

veces superiores a las terapéuticas, presentaban una acciéon anabolizante,



favoreciendo la sintesis de proteina y disminuyendo la de grasa, lo que dio lugar
a la denominacion de este grupo como: agentes repartidores de energia. Este
efecto se comprobd en diferentes especies animales: bovinos (Ricks et al.,
1984); ovinos (Baker et al., 1984; Beerman et al., 1987) y porcinos (Jones et al.,
1985).

2.1.1. Farmacocinética del clembuterol

Absorcioén

Los sitios de absorcion y el efecto del clembuterol estdn en relacion a la
ubicacion de los B-adrenoreceptores (Cuadro 1). El clembuterol trabaja de
manera similar a la de los transmisores adrenérgicos adrenalina-noradrenalina
con propiedades selectivas a los receptores [, estimulantes y con un minimo
efecto a los B; y a, actuando sobre los terminales posganglionares del sistema

nervioso simpético (Soria y Arias, 1997; Mersmann, 2002).

Algunos estudios localizan residuos de clembuterol en corazon, pulmones,
vaso, higado, rifiones, cerebro tejido adiposo, estbmago e intestinos de bovinos
tratados con esta sustancia (Smith y Paulson, 1997; Smith, 1998). El tiempo de
absorcion del clembuterol depende de la via de administracion, por via oral, la
absorcién alcanza los niveles méaximos plasmaticos entre la 2% y 3% hora, sin
embargo por via subcutanea o intramuscular, es ain mas rapida, alcanzandose
las maximas concentraciones dentro de los 15-30 minutos después de la

aplicacion (Morgan, 1990; Moore et al., 1994).

Cuadro 1. Proporciéon del tipo de B-receptores en algunos érganos y posible
efecto a la administracion del clembuterol.

Organo Tipo de receptores Efecto
Aumento de la fuerza de
Corazon B1> B2 contraccion, de la frecuencia
cardiaca
Vasos sanguineos B2 > B1 Relajacién
Tracto gastrointestinal B2>B1 Relajacién
Mdusculo liso B2>PB1 Relajacion



Esfinter B2>B1 Relajacion

Musculos bronquiales B2 > B1 Relajacion
Utero B > B Relajacion
Rifion B1> B2 Liberacion de renina
Lipocitos B2 > B Lipdlisis
Musculo esquelético B2>B1 Glucogendlisis
Pancreas B2 > B1 Liberacién de insulina
Higado B2 > B1 Glucogenolisis

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

Distribucién

El clembuterol se distribuye en casi todos tejidos debido a la ubicacién de los [3-
adrenoreceptores. En la mayoria de las investigaciones sobre residuos de
clembuterol en tejidos de ganado bovino, coinciden que los niveles maximos de
residuos se encuentran en 0jo, higado, riflones, y pulmones mientras que en el
musculo y la grasa presentan los niveles mas bajos (Cuadro 2) (Smith y
Paulson, 1997; Smith, 1998).

Cuadro 2. Concentraciéon de clembuterol administrado y su proporcion de
residuos en Grganos.

Organo  Clembuterol pug kg Proporcién de los residuos de clembuterol (%)

Pulmones 6.8 81
Higado 2.2 44
Rifiones 3.7 63
Corazobn 0.9 64




Por su accién tocolitica en especies como las ratas, perras y babuinas
gestantes puede atravesar la placenta y depositarse en el feto (Heitzman, 1996;
Smith y Paulson, 1997; Smith, 1998). Algunos estudios muestran que la
cantidad de residuos en tejidos es proporcional a la dosis asi como al niumero

de veces de la administracion (Cuadro 3).

Cuadro 3. Residuos del clembuterol en tejidos de bovinos tratados con
clembuterol a diferente tiempo de retiro.

Dosis y Tiempo Higado Rifion Ojo
duracion del de de clembuterol ka - Referencia
tratamiento retiro h Hg de clembuterol kg
3 mg kg'de PV ] ] « Smith y
una dosis 48 5.04-0.23 5.90-3.71 256.00 Paulson, 1997
Z
16 g 0 85.90 16.71 60.00 Elliot et al.,
mg kg 16 3.00 0.00 181.00 1995;
30d ’
39 0.70 0.00 116.00 Mersmann, 2002
5 mg kg PV o 0 39.00 32.70  118.00" Meyer y Rink
21 d 3.5 1.60 1.20 57.50 1991 '
14.0 0.60 <0.10 15.10

“Residuos de clembuterol presentes sélo en la retina del ojo;” Residuos de clembuterol
presentes en el homogeneizado del ojo completo. * Residuos del compuesto sin biotransformar.
En diversos B-agonistas adrenérgicos se desconoce la relacion cuantitativa
entre el compuesto inicial y el de sus metabolitos. Tampoco ha quedado claro si
los conjugados de clembuterol son totalmente excretados, ya que posiblemente
los que permanezcan sean susceptibles a la circulacién enterohepética y estos
sean convertidos a clembuterol nuevamente en el tracto intestinal de los
humanos (Figura 2) (Smith, 1998).

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). En el ganado bovino y caballar, algunos autores han identificado al

clembuterol no metabolizado como el principal residuo encontrado en orina e



higado, también se han identificado pequefias cantidades de acido 4-amino-3,5-
diclorobenzoico y acido 4-amino-3,5-diclorohipurico (Baillie et al., 1980; Hawkins
et al., 1993), en musculo no se encontraron otro residuos a excepcion del

clembuterol no metabolizado (Schmid, 1990).

Cl

CHy
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OH CHyq

cl
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cl cl CHy
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Figura 2. Biotransformacion del clembuterol en mamiferos.

Actualmente, se desconoce si los metabolitos del clembuterol poseen un riesgo
toxicoldgico para los humanos, sin embargo 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. No obstante, Smith (1998) menciona que los conjugados de acidos
glucorénicos pueden ser susceptibles a la hidrdlisis (ya sea enzimatica 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 enterohepética,
entonces los analisis que miden el clembuterol, pero no toman en consideracion
los metabolitos podrian tener una estimacion equivocada del potencial

toxicoldgico del compuesto en el tejido contaminado.
Excrecién

El clembuterol se excreta rdpidamente y en gran proporcion por la orina en
forma de clembuterol no metabolizado, y el resto se elimina en su mayor parte
con las heces (Cuadro 4) (Prezelj et al., 2003). En bovinos que se les administro
clembuterol (C14) por via oral, inyeccion intramuscular e intravenosa resultd
que 50 a 85% de la dosis se excretd en la orina, 5 a 30% se elimind en las
heces y una pequefia porciéon 0.9 a 3% por leche en vacas lactantes, 4 a 15

dias después de la administracion (Heitzman, 1996).

Cuadro 4. Excrecion del clembuterol en diferentes especies.

Tiempo de retiro  Daosis en orina Dosis en heces

Especie h) (%) (%) Referencia
Zalko et al.,

Ratones 0a72 62.5 20.8 1998
Coneios 0a72 88.5 8.9 Yeung et al.,

) 0a96 92 0.2a5 1990
Yeung et al.,

Perros 0a96 85 a 87 35a9 1990
Soma et al.,

Caballo 0 a 336 75a91 6al5 2004

2.2. Efecto y funciones del clembuterol

2.2.1. Efecto metabdlico

Los efectos metabolicos estan relacionados con la concentracion tisular de
Adenosin MonoFosfato ciclico (AMPc), a nivel muscular y hepatico, la
conversion de Adenosin TriFosfato (ATP) en AMPc se produce de manera
acelerada al igual que la activacion de distintas enzimas, fundamentalmente de
tipo fosforilasa, que catalizan la transformaciéon de glucégeno en glucosa,

aunque también estan implicadas otras, como proteincinasas, lipasas y



fosfofructocinasas, de esta manera, se produce una aceleracibn de la
movilizacion de los &cidos grasos, formandose acido lactico en sangre, higado y
musculatura esquelética, también presenta una tendencia especial hacia el

incremento de la lipolisis o0 descenso de la lipogénesis (Del Barrio et al., 1995).

En los tejidos adiposo y muscular, es el responsable de que los nutrientes sean
dirigidos fuera de los depdsitos grasos hacia la formacion de proteinas
(Martinez et al.,, 1991), que contribuyen a la formacién de musculatura al
utilizarse las cadenas carbonatadas de los acidos grasos libres, en la formacion

de aminoacidos (Sanz, 1995).

En el tejido adiposo aumenta el metabolismo de los lipidos en el adipocito, por
tanto impiden y reducen, la sintesis y la esterificacion de acidos grasos dentro
del triacilglicerol resultando en una reduccién en el anabolismo de los lipidos en
el adipocito, conduciendo a una hipertrofia reducida del adipocito, ademas, la
activacion de los receptores B-adrenérgicos, causa un aumento en el AMPc,
gue activa a la proteincinasa A, la cual a su vez fosforila a la hormona sensible

a lipasa dando inicio a la lipdlisis (Smith, 1998; Mersmann, 2002).

En el tejido muscular incrementa el adenosin monofosfato ciclico (AMPc); de
manera que una proteina atraviesa la membrana celular siete veces, formando
tres asas intracelulares y tres extracelulares a los que se unen la adrenalina y la
noradrenalina (Ganong, 2001), aumentan la perfusién sanguinea hacia el
musculo dando como resultado una mayor disponibilidad de energia vy
aminoacidos, en consecuencia aumenta la sintesis y retencién de proteina que
favorece la hipertrofia muscular, principalmente de los musculos del cuarto
posterior del animal (Li et al., 2000; Ekpe et al., 2000; Castellanos-Ruelas et al.,
2006).

En el musculo, ademas de la hipertrofia, ocurren cambios en el tipo de fibra
muscular y en la proporcion de ARN de trascripcion para proteinas musculares

como la miosina y actina (Miller et al., 1988). En ovinos y bovinos se ha



observado que aumenta el peso de los musculos en 40%, y que la magnitud de
la respuesta varia dependiendo de la influencia de factores como la especie, la
raza, la edad, el sexo y la concentracién del clembuterol en la dieta (Mersmann,
2002).

2.2.2. Funciones terapeuticas

Uno de los principales funciones del clembuterol es servir como agente
broncodilatador tanto en medicina humana como veterinaria (Martinez-Navarro,
1990), debido a que relaja la musculatura lisa de los bronquios y disminuye la
resistencia de la via aérea (Pascual et al., 1994), lo que ha sido aprovechado
para el tratamiento del asma en humanos Yy otras enfermedades respiratorias

de tipo obstructivo (Masnatta y Rubio, 1992; Drennan y Yong, 1994).

También trabaja como agente tocolitico, por su capacidad para relajar la
musculatura lisa del Gtero. Esta capacidad se aprovecha fundamentalmente en

el area reproductiva en yeguas y vacas (Brocway et al., 1987).

Otra funcién es ser estimulante cardiaco, por sus efectos cronotrépico e
inotropico positivos, 1o que resulta de gran utilidad en tratamientos de urgencia
de bradicardias producidas por bloqueo cardiaco o cuando es necesario
aumentar la contractilidad miocardica (Hughes et al., 1983). En el tratamiento
de varios procesos degenerativos, en estudios practicados sobre ratas a las que
se les induce cierto tipo de tumores y se administra clembuterol, demuestran
que los efectos anabdlicos del clembuterol preservan la masa muscular y el
contenido proteico, traduciéndose en una reduccion del crecimiento del tumor
(Hollenga et al., 1990; Bates y Pell, 1991).

Para el tratamiento de enfermedades que van asociadas a un catabolismo muy
elevado, como es el caso de grandes quemaduras, diabetes o denervacién
muscular (Chance et al., 1991), retrasa la atrofia producida en ciertas lesiones
musculares, como distrofias o atrofias debidas a la no movilizacion de los

miembros. El efecto ejercido por el clembuterol sobre la sintesis proteica, en los



casos de atrofia muscular, puede ser debido a posibles cambios en la
capacidad del ARN en todo el masculo o sobre un nivel especifico del ARNm,
(Babij y Booth, 1988), o al fenomeno combinado de la reduccion de la constante

de degradacion.

También puede servir como coadyuvante en el empleo de los agentes
antiobesidad, ya que ademas de incrementar el indice metabdlico, también
estimula la sintesis proteica, lo que puede ayudar a prevenir la pérdida de masa
magra corporal, asociada a la reduccion de peso (Emery et al., 1984). Los
compuestos que tienen propiedades de lipomovilizacion, poseen un efecto
antiobesidad usado comunmente en roedores genéticamente obesos (Lafontan
et al., 1988).

2.3. El clembuterol en la produccién animal

El uso del clembuterol como promotor de crecimiento en la produccion animal
se popularizé debido a que concentraciones superiores a las terapéuticas
aumentan la sintesis de proteina y reducen la cantidad grasa de la canal de

bovinos, ovinos, cerdos, asi como en ratones y pollos.

De acuerdo con Ricks et al. (1984) la administracion de clembuterol en 10 y 500
mg de clembuterol por torete d* mostré un aumento de la proteina muscular y
en el contenido de agua de la canal, ademas que redujo la cantidad de grasa de
la canal, también observaron que no habia diferencias (p<0.05) entre las
ganancias diarias de peso, consumo diario y la eficiencia alimenticia cuando no
se administraba clembuterol y cuando se suplementaba con 10 mg torete d™,
mientras que la dosificacion de 500 mg torete d* redujo todos los parametros
(Cuadro 5). En ovinos alimentados con niveles de 0 a 100 ug de clembuterol
kg’ de alimento se encontré la misma tendencia a aumentar la sintesis de
proteina y disminuir grasa sin afectar el consumo diario (Baker et al., 1984). En

cerdos que fueron alimentados con 1 pg de clembuterol kg™ de alimento no se
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encontraron diferencias en la ganancia diaria de peso durante tres y siete dias,
solamente se observo una reduccion en la grasa de la canal (Smith, 1998).

Cuadro 5. Indicadores productivos de toretes finalizados con clembuterol.

T 41
Observacion Clembuterol mg torete™ d

0 10 500
Ganancia diaria de peso (kg)* 1.21+£0.33 1.08 £ 0.27 0.68 £ 0.38**
Consumo de alimento (kg d*)* 13.05 +2.17 12.09 + 2.08 9.39 £ 2.04**
Eficiencia alimenticia * 0.09 + 0.02 0.09+0.01 0.07 + 0.02*

? Los valores presentados son los promedios * desviacion estandar.
*Medias en la misma fila son diferentes (p<0.05)
** Medias en la misma fila son diferentes (p<0.01)

En la avicultura, especialmente el pollo, a pesar de que el clembuterol mostro la
tendencia a reducir la grasa abdominal no funcion6 como una opcion rentable,
debido a que los pardmetros productivos como el consumo de alimento y la
conversién alimenticia no fueron mejorados, ademas que la calidad genética de
las lineas son suficientes para reducir el tiempo productivo de la especie
(Dalrymple et al., 1983; Ocampo et al., 1998).

Algunas investigaciones muestran que el clembuterol tiene un impacto superior
a los andalogos ractopamina y zilpaterol en la canal y en el rendimiento de la
canal (Cuadro 6) (Strydom et al., 2009). Sin embargo, su estado legal, la
toxicidad residual y el impacto sobre la calidad del producto son caracteristicas
gue ponen en desventaja el uso del mismo. Los resultados de Geesink et al.
(1993) sobre la administracion de clembuterol a terneras mostraron la inhibicién
de las protedlisis post-mortem provocando que el tiempo de almacenado se
prolongue para obtener una carne mas suave. El almacenamiento prolongado
requerido para el ablandamiento podria aumentar los costos de
almacenamiento, ademas de que la ganancia de peso durante la etapa de la
engorda puede ser opacada por la cantidad de agua que contiene la canal, al
escurrimiento de la carne y pérdidas por la coccion. Teniendo en cuenta estos
resultados, los beneficios econdmicos del uso del clembuterol en la produccion

de carne deberia ser cuestionada.
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Cuadro 6. Comparacion de los efectos de la administracion de tres 3-agonistas.

Zilpaterol Ractopamina Clembuterol

Variables Control
6 ppm 30 ppm 2 ppm

Peso inicial. kg 504.7 503.2 503.3 506.3
Peso final. kg 568.6 575.5 582.7 572.1
Ganancia diaria de peso. kg 2.1 2.4 2.6 2.2
Egoplversmn alimenticia. kg 6.6 54 59 50
ﬁ%”g.‘imo de alimento. kg 133 125 13.2 121
Peso canal. kg 339.1 353.5 346.1 355.0
Rendimiento de canal. % 59.6 61.4 594 62.1
Grasa rifion, pelvis y 1.38 1.33 1.29 0.83
corazon. %
M. longissimus %

Proteina 22.7 22.9 22.8 22.7

Grasa 1.70 1.01 1.18 0.98

Strydom et al., 2009

2.4. Intoxicaciones por clembuterol

Con el uso del clembuterol como promotor de crecimiento en la produccién
animal, han aparecido casos de intoxicacion en el mundo, siendo Espafia el
primer pais con casos registrados de intoxicaciones por el consumo de higado
con residuos de clembuterol, no obstante durante el periodo comprendido entre
los afios 1990 y 2000, se declararon 47 brotes y 3 episodios aislados, con un
total de 809 casos (Figura 3) (Martinez-Navarro, 1990; Hernandez et al., 2001).
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Figura 3. Brotes y casos de intoxicacion por consumo de tejidos con residuos de
clembuterol en Espafa durante el periodo de 1989-2000.

Las intoxicaciones ocurridas en el mundo por consumo de algun tejido de origen
animal con residuos de clembuterol se han presentado con gran variabilidad de

concentracion de residuos (Cuadro 7).

Cuadro 7. Intoxicaciones ocurridas en el mundo por consumo de tejidos con
residuos de clembuterol.

Concentracion

Afno Pais  Casos Origen 1 Referencia
(hkg )
~ . Martinez-
1990 Espafia 125 Higado de res 160 a 290 Navarro, 1990
1990 Francia 113 Higado de ternera 375 a 500 Pu'izgct) al,
1992 Espafa 22  Higado de ternera 19 a 5395 Sallelrggset al.
. Ramos et al.,
1995 Italia 16 Carne de res 500 2003
~ . Bilbao-Garay et
1996 Espafa 15 Higado de ternera 500 al. 1997
1996 Italia 62 Carne de res 800 a 7400 Sporano etal.,
1998
1997 Italia 15 Carne de ternera 1140 a 1480 Bramzb(l)lgioet al.
1998 Portugal 10  Carne de borrego 9.7 a 343 Ramzoosogt al.,
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1998 China 1750 Carne de cerdo NR Thomas, 2010

2000 Portugal 2 Higado de res 1420 Ramos et al,
2003
Carne de cerdo 2 a 460 i
2000 China 35 , Shiuy Chong,
Higado de cerdo 190 a 3060 2001

Garcia-Lopez,

2002 Meéxico 132 Higado de bovino NR 2002

NR. No registrada

China es uno de los paises donde los casos de intoxicaciones por consumo
principalmente de carne de cerdo, han sido recurrentes durante el periodo de
1998 a 2010 (Thomas, 2010).

México no ha sido la excepcion, entre los afios 2002 a 2008, se reportaron
2,130 casos de intoxicacion por consumo de tejidos con clembuterol. Las
entidades que mas casos de intoxicacion han presentado son Jalisco, Distrito
Federal, Guanajuato, Zacatecas y Michoacan, representado 85.4% del total
(Jiménez et al., 2011). De acuerdo con el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiol6gica (SINAVE, 2007) en México durante los afios 2002 y 2006 se
registraron un total de 1 300 casos de intoxicacion por residuos de clembuterol
de los cuales fueron en Jalisco, D.F., Guanajuato, en Nayarit y en Hidalgo
teniendo como alimento implicado en el 70% de ellos al higado de bovino
(Figura 4).
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B Jalisco 625 casos

B Distrito Federal 326 casos
1 Guanajuato 144 casos
Nayarit 45 casos

Hidalgo 43 casos

Figura 4. Entidades con mayor numero de casos de intoxicacion por
clembuterol, durante el periodo de 2002 a 2006.

En el afio de 2011 la aparicion de dopajes por clembuterol en deportistas de
alto rendimiento durante la Copa Oro de América, en la Copa Mundial de Futbol
sub-17 y en los XVI Juegos Panamericanos fue atribuida al consumo de
alimentos de origen céarnico mexicano contaminado con residuos de
clembuterol, esto revel6 las fallas operativas en el combate contra el uso del
clembuterol como promotor de crecimiento (CNN, 2011; El Universal, 2011).
Ante esta situacion se intensificaron operativos por parte de la COFEPRIS para
la deteccidén de clembuterol en rastros de todo el pais resultando en el cierre
temporal de algunos de estos centros de matanza en los estados de Puebla,
Guanajuato, México, Hidalgo, Guerrero, Jalisco, Morelos, Nayarit, Querétaro,
Quintana Roo y Yucatan (AMEG, 2012).

2.4.1. Sintomas de la intoxicacion por clembuterol

El comité mixto de la FAO/OMS (1998) sin afan de proponer el uso del
clembuterol como promotor de crecimiento, basado en resultados de estudios in
vivo de ratones de laboratorio, propuso el indice de la Ingesta Diaria Admisible

(IDA) en 0.004 pg de clembuterol kg de peso vivo dia®, teniendo en

15



consideracion que esta calculado con el farmaco clembuterol, sin incluir a sus

metabolitos.

El diagndstico de una posible intoxicacion por residuos de clembuterol esta
basado en los signos y sintomas de activacion simpatica junto con la sospecha
clinica de la ingesta de visceras de bovino (higado, principalmente), (Cuadro 8)
(Marban-Arcos y LoOpez-Jiménez, 2011). El manejo integral de este
padecimiento requiere de una total coordinacion entre los responsables de la
salud humana, que permitira limitar los dafios producidos por la ingesta

inadvertida de esta sustancia.

Cuadro 8. Sintomas y su frecuencia de aparicién por la intoxicacion causada
por consumo de tejidos con residuos de clembuterol.

Sintomas Frecuencia de aparicion (%)
Taquicardia (120 latidos por min) 82
Temblores musculares 75
Nausea 74
Epigastralgias 68
Diarrea 50
Fiebre 36
Dolores de cabeza y mareos 36
Mialgias y astenia 22
Hipertension (>150/80 mm Hg) 18
Vémito 18
Boca seca y cambios de voz 10

El periodo de la aparicion de los sintomas puede variar dependiendo la cantidad
de residuos que haya contenido el tejido, algunos autores registran que varia de
10 minutos hasta seis horas, mientras que la duracién de los sintomas puede
prolongarse entre 90 minutos hasta seis dias (Salleras et al., 1995; Brambilla et
al., 2000; Ramos et al., 2004). De acuerdo con Salleras et al. (1995) la edad y el

sexo no fueron determinantes para la aparicion y duracién de los sintomas.

La guia propuesta por Ramos et al. (2004) para casos de intoxicacion por

clembuterol, recomienda realizar para el diagndstico: una coleccion de orina y
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sangre de los pacientes, para después realizar un hemograma y andlisis de
glucemia e hipocalemia, ademas de un electrocardiograma al paciente.
También sugieren que es indispensable colectar el alimento sospechoso y
preservar a -20 °C (para su posterior confirmacion en un laboratorio
especializado). El tratamiento recomendado por estos autores es la
administracion de B-bloqueadores y una intravenosa de cloruro de potasio (para
corregir la hipocalemia) debido a que puede causar arritmias graves, sobre todo
en pacientes que toman antiarritmicos como la digoxina o de otro tipo de
cardiotonicos. Sin embargo, debido a que la intoxicacion puede persistir, puede
ser necesario ampliar el tratamiento. Debido a la toxicidad de los residuos de
clembuterol en los alimentos, también sugieren que los pacientes sean vigilados
de cerca, especialmente si sufren de una cardiopatia isquémica, hipertension
arterial, si necesitan diuréticos, o si estan siendo tratados con medicamentos

del mismo grupo terapéutico.
2.5. Normatividad del clembuterol
2.5.1. En el mundo

Desde el afio 1981 la comunidad econémica europea empieza a regular el uso
de ciertas sustancias quimicas que, con efecto hormonal o promotor del
crecimiento, puedan emplearse en la cria del ganado (Reig, 2008). Es hasta el
16 de septiembre de 1989 que se incluye a los B-agonistas en general y al
clembuterol en particular a la directiva 86/469/EEC, el cual prohibe el uso de
estas sustancias con fines de promotores de crecimiento, obligando a cada pais
del bloque a hacer una ampliacién del Cddigo Penal, tipificando el uso del
clembuterol en los animales cuyas carnes o productos se destinen al consumo

humano, como delito contra la salud publica (Kuiper et al., 1998).

En los Estados Unidos después de las intoxicaciones ocurridas en Europa y
algunos casos similares en Texas, la FDA lanza en 1991 las primeras cartas de

aviso sobre la posibilidad del uso ilegal del clembuterol en alimento para
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animales domésticos, no es hasta 1995 cuando el método para la
determinacion de residuos de clembuterol en retina es validado, que se prohibe
el uso del clembuterol en la alimentacién animal y sélo se autoriza para su uso
terapéutico en caballos. No obstante, el zilpaterol y la ractopamina se autorizan
como promotores de crecimiento en ganado bovino. (Mitchell and Dunnavan,
1998).

2.5.2. Normatividad del clembuterol en México

La Secretaria de Salud (SSA) lleva a cabo actividades referentes a la inocuidad
de los productos carnicos a través de la Comision Federal para la Proteccion
Contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), y por la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentaciéon (SAGARPA), a través del
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA), de acuerdo con sus &mbitos de competencia, en el cumplimiento
respectivo de las leyes, reglamentos y normas oficiales mexicanas en dicha

materia.

La SSA, via la Ley General de Salud, establece las especificaciones sanitarias
que aplican a los rastros municipales y sitios de matanza, asi como en los
establecimientos de expendio de los productos céarnicos. La NOM-194-SSA1-
2004 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 evaltan 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.
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La SAGARPA realiza actividades de regulacién y certificacion referentes a las
buenas préacticas pecuarias en unidades de produccién primaria y de
verificacion en establecimientos Tipo Inspeccion Federal (TIF). En el afio 2000
se emitid la norma oficial mexicana NOM-061-ZO0-1999, 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 nutricion de los animales.

El 1° de marzo de 2002 se publico en el Diario Oficial de la Federacion la
Norma Oficial de Emergencia NOM-EM-ZO0-2002: Especificaciones técnicas
para el control del uso de beta-agonistas en los animales. El 25 de marzo de
2002, se publicé el acuerdo por el que se activo el Dispositivo Nacional de
Emergencia de Sanidad Animal, que establece medidas para la deteccion del
Clembuterol a nivel nacional e impedir su uso, ademas de que queda prohibida
la  produccion, manufactura, fabricacién, elaboracion, preparacion,
acondicionamiento, transportacion, trafico, comercializacién, importacion,
suministro y/o utilizacion de los siguientes principios activos como ingredientes
activos, aditivos, alimenticios y/o medicamentos en formulacion de productos
alimenticios destinados para consumo Yy uso en animales, tales como:
Bromobuterol, Carbuterol, Cimaterol y Clembuterol, entre otros, otorgandole un
caracter enunciativo mas no limitativo por lo que incluye cualquier beta-agonista

conocido o de nueva creacion.

En mayo de 2011 se enuncia el proyecto de modificacién a la norma oficial
mexicana NOM-004-ZO0-1994 que emite los limites maximos permisibles y
procedimientos de muestreo para grasa, higado, musculo y rifion en aves,

bovinos, caprinos, cérvidos, equinos, ovinos y porcinos, donde se modifican en
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el caso de los B-agonistas los limites maximos permisibles del clembuterol,

zilpaterol y ractopamina.

Queda establecido que en caso de no cumplir con estas normas se sancionara
conforme a lo establecido por la Ley Federal de Sanidad Animal y la Ley
Federal sobre Metrologia y Normalizacion. Adicionalmente, ante la presuncion
de un hecho ilicito, la SAGARPA procedera a formular la denuncia

correspondiente ante el Ministerio Publico Federal.

De acuerdo a la Ley Federal de Sanidad Animal (2007) titulo Décimo Primero,
capitulo IV de los delitos, articulos 172 y 173 sanciona: aquel que introduzca al
territorio nacional o dentro de éste, transporte 0 comercie con animales vivos,
sus productos o subproductos, que hayan sido alimentados con una sustancia
cuyo uso esté prohibido para tal fin en las disposiciones de sanidad animal o de
buenas practicas pecuarias emitidas por la Secretaria se le impondra una pena
de cuatro a ocho afios de prisiébn y multa de quinientos hasta tres mil veces el
salario minimo vigente en la zona econdémica en que se llevo a cabo el hecho y

en caso de reincidencia se duplicara la pena y la multa.

Se han establecido programas como: el Programa Nacional de Residuos
Toxicos y Contaminantes en Carne y Productos de Origen Animal, asi como el
programa de Proveedor Confiable (Libre de Clembuterol), también se ha
fomentado el No Uso del Clembuterol, con el Manual de Buenas Practicas de

Produccién en la Engorda de Ganado Bovino en Confinamiento.

2.6. Métodos para la deteccioén de los B-agonistas

Debido a la naturaleza, estructura y tamafio de la molécula de clembuterol,
existe una gran variedad de procedimientos analiticos que se han publicado en
la literatura desde 1990, para la determinacién de residuos de clembuterol y
otros B-agonistas en diferente tipo de tejidos. Los métodos para monitoreo
incluyen a los ensayos inmunoabsorbentes ligados a una enzima (ELISA), a la

cromatografia de liquidos (HPLC) y la cromatografia de gases (GC), mientras
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que para la confirmacién de tejidos positivos se necesitan métodos mas
sensitivos como la cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de
masas (GC-MS), los cuales presentan limites inferiores de deteccién a 0.01 mg
kg™ (Girault y Fourtillan, 1990; Heitzman, 1996).

Los ensayos imnunoenzimaticos permiten la deteccidén de todos los compuestos
capaces de unirse a un receptor, incluyendo las moléculas recién sintetizadas.
El primer ensayo inmunoenzimatico para analisis de clembuterol fue descrito
por Yamamoto e Iwata (1982) usado para determinar clembuterol en plasma de
humanos tratados por via oral. La principal ventaja de estos métodos es la
rapidez: el manejo de la muestra es facil y sencillo cuando son pocas muestras,
ademas de ser mas barato que el uso de otro tipo de técnicas instrumentales
como las cromatografias. El tiempo necesario para llevar a cabo un ensayo de
placa de ELISA es menos de 6 horas para la mayoria de los kits, excluyendo la
extraccion y el limite de deteccién es generalmente cercano a 100 ng de
clembuterol mL? (Yamomoto e Iwata, 1982; Kim and Kim, 1997). Los
anticuerpos del ensayo inmunoenzimatico son selectivos, sin embargo, existe
una reactividad cruzada entre los analogos estructurales del clembuterol. En un
estudio realizado por Hahnau y Jilicher (1996) los anticuerpos del salbutamol
mostraron 100% de reactividad cruzada con clembuterol entre los kits de
prueba. Actualmente los inmunoensayos se han convertido cada vez mas
especificos con la excepciébn de unos pocos sistemas que implican una

reactividad cruzada con alguna mezcla de anticuerpos.

Algunos autores mencionan que el inmunoensayo puede ser utilizado para
detectar la presencia de clembuterol, pero los resultados positivos deben ser
confirmados por métodos instrumentales, como la cromatografia de gases
acoplado a un espectrometro de masas, este tipo de métodos son muy
costosos y tardados para trabajos de rutina, ademas de la preparacion de la
muestra consume tiempo y es mas laborioso debido a que implica una

hidrolisis, extraccion, purificacion y derivatizacion (Lin-Ying et al., 2005).
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La cromatografia de liquidos proporciona ventajas significativas sobre la
cromatografia de gases para el andlisis de clembuterol, en este método no hay
necesidad de derivatizacion, y el sistema cromatografico es compatible con
muestras bioldgicas, el desarrollo de interfaces de la cromatografia de liquidos
como la termopulverizacién y electrospray ha permitido el analisis de
clembuterol en varias matrices como: orina, suero, plasma, higado, pelo y
retina, con limites de deteccién de 0.01 a 0.5 ng L™ (Lin-Ying, 2005). En lugar
de deteccion por espectrometro de masas, se han acoplados otros métodos
instrumentales como: detectores electroquimicos y ultravioleta que
proporcionan la sensibilidad necesaria para la confirmacién de clembuterol, sin
embargo, la selectividad es menor que en el caso del detector selectivo de

masas (Gratacds, 2007).

En México de acuerdo a las normas NOM-EM-015-ZO0-2002 y NOM-004-
Z00-1994 para la constatacion de la presencia o ausencia de residuos de beta-
agonistas en animales, las muestras deben ser procesadas en un laboratorio
acreditado por la SAGARPA y bajo la utilizacién de cualquiera de los métodos

analiticos oficiales siguientes:

I.  Ensayo Inmuno-enzimatico (ELISA)
II.  Cromatografia de gases (CG)

lll.  Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

De acuerdo con la NOM-EM-015-ZO0-2002 las muestras en animales vivos y
sacrificados se deben tomar por duplicado con caracteristicas especiales
(Cuadro 9).
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Cuadro 9. Especificaciones para la cantidad y tipo de muestras de animales
vivos y sacrificados para su posterior analisis de residuos de clembuterol.

Tipo de muestra Muestra Cantidad
. . Pelo, lana o .
Animales vivos 2 g aproximadamente.
pluma
Animales sacrificados
Higado 200 g aproximadamente.
Bovinos, ovinos, caprinos y
porcinos Globo ocular Completo
Mdusculo 200 g aproximadamente.
Aves Ave completa

De acuerdo con Centro Nacional de Servicios de Constatacion de Salud Animal
CENAPA (2002) y la NOM-004-Z0O0-1994 el procedimiento para identificar un
animal o tejido con residuos de clembuterol es colectar la muestra sospechosa
y dividirlo en dos submuestras para proceder a enviar solamente una muestra
de tejido a un laboratorio certificado por la SAGARPA, donde se analizara con
el método ELISA, el laboratorio est4 obligado a revelar un dictamen ya sea
positivo 0 negativo de acuerdo a limites maximos de residuos permitidos (LMR)
y la concentracion determinada de dicho tejido, si la concentracion rebasa los
limites permitidos (Cuadro 10) son consideradas como muestras positivas y
procede a analizar en el laboratorio del CENAPA con métodos confirmatorios
(cromatografia de gases- espectrometro de masa) para realizar el dictamen final

y aplicar las sanciones segun sea el caso.
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Cuadro 10. Limite de residuos de clembuterol en tejidos analizados con el
método ELISA.

Muestra positiva Limite maximo permitido pg kg™
Tejidos (Musculo e higado) 2
Alimento 10
Orina 2
Retina 3
Suero 2
Pelo 6

Sin embargo la FAO/OMS (1998) a traves de estudios analizados y el indice de
ingesta diaria admisible (IDA) concluyé en recomendar como limites maximos
de residuos (LMR) para tejidos del ganado bovino y equino las siguientes
concentraciones: 0.2 pg de clembuterol kg en musculo y grasa, 0.6 ug de
clembuterol kg™ en higado y rifiones, y 0.05 pg de clembuterol litro™ en leche de
bovino. Estas concentraciones han servido como base para la regulacion del
clembuterol como promotor de crecimiento en la Union Europea y Estados
Unidos de América.

2.7. Residuos de clembuterol en tejidos de México

La presencia del clembuterol como promotor de crecimiento se ha visto
revelada por los casos de intoxicacion ocurridos en la Ultima década en México.
En los laboratorios oficiales de la SAGARPA durante el periodo de 1999 a 2002,
se analizaron 5,571 muestras de tejidos de las cuales el 23% resultd positivo a
la presencia de clembuterol en muestras procedentes de 25 entidades
federativas, la mayor cantidad de muestras analizadas correspondié a pelo-
pluma, suero sanguineo e higado, en las que los porcentajes de muestras
positivas fueron 38, 30 y 31%, respectivamente, mientras que 45% de las

muestras de orina fue positiva a residuos de clembuterol (SAGARPA, 2007).

Se han realizado operativos federales y estales por la SAGARPA y la Secretaria
de Salud, asi como investigaciones por parte de las instituciones de educacion
para monitorear los residuos de clembuterol en tejidos comestibles, que

demuestran el uso actual e irracional del clembuterol como promotor de
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crecimiento en la alimentacion de ganado bovino en México. Existen resultados
variables en cuanto a la existencia y concentracion de clembuterol en retina,
muasculo e higado distribuidos en México, encontrando algunos tejidos con
concentraciones superiores a las establecidas por la FAO/OMS (1998) y
CENAPA (2002) (Cuadro 11).

Cuadro 11. Resultados de investigaciones de residuos de clembuterol en
diferentes tejidos distribuidos en México.

Lugar Tejido Resultados® Referencia
Rastro Cisneros y Vazquez
Municipal Higado 23.9%: 1.24 a 3.85 pg kg™ y quez,

. 2003
Torredn, Coah.

Rastro TIF . o 1 Cisneros y Vazquez,
Durango Higado 100%: <0.07 ug kg 2004
Mérida, . X ;
Yucatan Higado No detectado Ortiz et al., 2005
. " SAGARPA-SSA de
(VY y
Guerrero Higado 22.9%: Positivos Guerrero, 2008.
Guadalajara Rggcﬁ]ge 53.5%: 3.00 a 8.10 pg kg™ Hernandez et al., 2006
. 12%: 3.06 a 6.12 pg kg™ Estrada-Montoya et al.,
Sonora Musculo 5604: 0.50 a 1.83 pg kg 2008
qutfa y Sur de Musculo 16%: 0.1 a 2.3 pg kg™ Pefia et al., 2008
Mexico

’Los resultados presentados equivalen al porcentaje de tejidos encontrados con la
concentracion determinada.

Y El dictamen solamente fue positivo 0 negativo con el criterio base de 2 ug de clembuterol kg™.
*El método de analisis de laboratorio no detecto residuos de clembuterol en las muestras.

En los resultados del programa nacional de monitoreo y control de residuos
toxicos y contaminantes en alimentos de origen animal, procedentes de plantas
y establecimientos TIF durante el periodo 2008 a 2010, no se encontraron
residuos de clembuterol en tejidos provenientes de este sistema de matanza,
sin embargo otros estudios realizados en rastros municipales han encontrado
tejidos con concentraciones de clembuterol superiores a las permitidas
(Cisneros y Vazquez, 2003; Moreno et al., 2010; Moreno, 2011).
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2.8. Laindustria de la carne de bovino en México

La produccién de carne de bovino es una de las actividades fundamentales del
sector pecuario nacional ya que, la ganaderia se desarrolla en
aproximadamente 110 millones de hectareas, lo que representa alrededor del

60% de la superficie del territorio nacional (Ruiz, 2004).

Los sistemas de produccion van desde los méas altamente tecnificados e
integrados hasta los tradicionales. Existen tres regiones ganaderas: la region
norte, arida y semiarida, cuya produccion ha estado histéricamente integrada a
la produccion del sur de Estados Unidos. Las regiones tropical y templada del
centro, estan orientadas fundamentalmente al abasto del mercado interno
(FIRA, 2010). De acuerdo con cifras del INEGI (2011) la carne de bovino

contribuye con 28.4% del valor de la produccion pecuaria.

Entre los afios 2001 a 2010 la produccion nacional de carne en canal de bovino
en México ha crecido para ubicarse en 1.7 millones de toneladas (Figura 5)
(SIAP, 2011).
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Figura 5. Produccién nacional de carne en canal de ganado bovino.

e tone

Millones

En México se produce carne en todas las entidades del pais, siendo el Estado

de Veracruz el mayor productor con 261 mil toneladas de carne de bovino en
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canal durante 2010, en orden de importancia, le siguen Jalisco, Chiapas,
Chihuahua, Sinaloa y Sonora, respectivamente (Figura 6). Por lo que en cinco
entidades federativas se concentra mas del 40% de la produccién de carne
bovina nacional (SIAP, 2011).

Producciéon de carne

Entidad en canal (toneladas) m Veracruz
Veracruz 261,581 m Jalisco
Jalisco 188,391 44% Chiapas
Chiapas 108,032 ® Chihuahua
Chihuahua 90,411 m Sinaloa
Sinaloa 80,101 Sonora
Sonora 78,688 Otros
Otros 803,519

5% 6%

Figura 6. Porcentaje productivo y produccion de carne de las entidades con
mayor produccion de carne en canal bovina.

2.8.1. Estacionalidad de la produccion

En México la produccion de carne bovina presenta variacion a lo largo del afio,
atribuible a los aspectos como: el factor climatolégico basado en la
disponibilidad de forraje que impacta en forma directa a los sistemas de
produccion extensivos, donde esta ubicada principalmente la ganaderia bovina,
y los cambios en la demanda a lo largo del afio. Estos aspectos han generado
la imposicion de patrones de produccidn, los cuales permiten ajustar los niveles

de oferta en los que incurre el mercado (Ramirez, 2009; Tellez, 2011).

Asi también, se ha observado que el consumo de carne es influenciado por el
aumento o disminucion del poder adquisitivo del consumidor, asi se tiene que,
en los primeros meses del afio disminuye la demanda de carnicos como
consecuencia de los fuertes gastos que la poblacién realiza a finales del afio
anterior; la disminuciébn se acentia en el periodo de cuaresma que dura
aproximadamente mes y medio; en el siguiente cuatrimestre la demanda es

igual al promedio anual; y en el Ultimo periodo se presenta un fuerte aumento
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en el consumo de carne como consecuencia de las fiestas religiosas o de fin de
afo (Figura 7) (ASERCA, 2000).
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Figura 7. Distribucion de la produccion de carne en canal de ganado bovino
1998-2008.

2.8.2. Distribucion y comercializacion de la carne

Aproximadamente el 60% de la carne producida en el pais se comercializa en

forma de canal caliente, lo que afecta la calidad e inocuidad para el consumidor,

el resto se realiza a través de otros canales donde se mantiene la cadena de

frio. La distribucién de la carne de origen nacional, ya sea en medias canales o

cortes primarios, se efectla principalmente por intermediarios (mayoristas o

tablajeros) que adquieren su mercancia en rastros municipales o clandestinos y

en menor proporcion, a través de las cadenas de tiendas de autoservicio que
son abastecidas por plantas TIF(Figura 8) (Aranda et al., 2008; SIAP, 2010).
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Figura 8. Esquema de la cadena de produccién y comercializacion de la carne
bovina en México.
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De acuerdo con el SIAP (2010) existen dos tipos de comercializacién: uno
denominado integrado, donde estan relacionados todos los procesos de la
cadena de produccion y comercializacion, en el cual participan los agentes:
ganadero, engordador, e intermediario que transporta el ganado a las plantas
TIF; de ahi el transportista lleva la carne en canal o en cortes primarios a los
grandes centros urbanos y finalmente, al detallista que ofrece el producto al
consumidor final. Este proceso se caracteriza por tener un estricto control
sanitario, supervisado desde la recepcion del animal hasta el sacrificio. Las
principales tiendas de autoservicio que participan en este proceso son:
Comercial Mexicana, Soriana, Casa Ley entre algunas otras; igualmente

cadenas de restaurantes y hoteles y las comercializadoras de cortes finos.

El segundo esquema de comercializacion que se denomina tradicional o no
integrado, es aquel esquema donde cada etapa se lleva sin asociacion, en la
que el productor del ganado o el intermediario transporta los animales al rastro
municipal, pagando un cuota por la maquila del sacrificio, de ahi pasa al
acopiador o introductor para que lo transporte a los lugares de consumo
expuesta para su venta en la percha, siendo trasportadas a carnicerias o
mercados publicos.

Ante esta situacion se han desarrollado diferentes formas para la venta de

carne, tanto fresca como procesada, presentadas a continuacion:
Tiendas de autoservicio

Actualmente en México, se esta dando una fuerte concentracion de la
produccion y el comercio de alimentos en un reducido nimero de empresas, lo
gue genera nuevos escenarios y retos para este sector. Esto se refleja en que
los supermercados, los cuales comercializan 46% de la venta de alimentos del
pais (Gonzalez, 2001). En Meéxico se cuenta con grandes cadenas de
autoservicio: Wal-Mart, Soriana, Chedraui y Comercial Mexicana; clubes como

Costco y Sam’s Club, que se empezaron a instalar en 1991 en las grandes
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ciudades, estos centros estan enfocados hacia las clases de ingresos altos,
quienes demandan productos de importacion y que ademas pueden adquirirlos
en grandes voliumenes y con sistemas de descuento. Cabe mencionar que en
este tipo de establecimientos el consumo de carne se realiza principalmente por

cortes.

El establecimiento de grandes supermercados regionales ha facilitado el rapido
crecimiento en las importaciones de carne, debido a la facilidad del manejo, a la
infraestructura de transporte y almacenamiento, asi como a su bajo precio
(L6pez, 1996). Por otro lado, la AMEG (2006), afirm6 que la carne congelada
mexicana domina 80% de los anaqueles de los supermercados y el resto es
ocupado por carne proveniente de Estados Unidos, debido al brote de la
enfermedad de las vacas locas en dicho pais y al hecho de que un mayor
volumen de carne cuenta con el sello TIF exigido por las tiendas de

autoservicio.
Carnicerias y puestos en centros urbanos

Este centro de comercializacion de la carne ha aumentado como consecuencia
del crecimiento de las ciudades y de las areas urbanas, en cuyas carnicerias se
ofrece carne fresca y en algunas de ellas se procesan algunos tipos de carne.
Su importancia radica en que se encuentran en practicamente en todas las
colonias y areas urbanas de las ciudades, los que se encuentran en este centro
de distribucion se abastecen principalmente de productores de ganado locales.
(Gonzalez, 2001).

Tianguis

El término tianguis viene del nahuatl tianquiztli que significa mercado, el cual ha
existido en mesoamérica desde la época prehispanica, y que ha evolucionado
en forma y contexto social a lo largo de los siglos, este establecimiento difiere

del comercio ambulante, siendo de gran tradicion y se realiza en un dia
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especifico, con la oferta de gran variedad de productos (Marquez, 2001; RAE,
2011).

La procedencia de la carne y los subproductos que estan a la venta en este
centro de distribucion es incierta y debido a su naturaleza es un comercio dificil
de regular (AMEG, 2011).

De acuerdo con Aguilar (2005), los resultados recabados en los censos
econémicos de 1988, mostraban que en México existian 5 mil 756
supermercados o tiendas de autoservicio, mientras que comercios de alimentos
al por menor como son: mercados, tianguis y otras concentraciones habia cerca
de 11 mil 832. Para el censo econdmico del afio 2004 el numero de
supermercados Yy tiendas de autoservicio aumenté a 23 mil 183 lo que restd

espacio y presencia a los mercados tradicionales.

2.8.3. El consumo de carne en México

El consumo per céapita de la carne de bovino disminuy6é durante el periodo
2003-2011 a una tasa minima de 3.1% anual (Figura 9), por lo que en el 2011 el
consumo per capita fue de 16.5 kg de carne por persona, sin embargo al
parecer la tasa de crecimiento de la poblaciéon supera a la del consumo
aparente, debido que el consumo aparente presenta una tendencia creciente,

presentando un crecimiento anual del 1%(FIRA, 2011).
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Figura 9. Consumo per capita de carne de bovino en México durante el periodo
de 2003-2011.

De acuerdo con los datos de la Encuesta Nacional de Ingresos y Gastos en los
Hogares (ENIGH) que publica el INEGI sobre total del gasto destinado para la
compra de las carnes, la carne de bovino ha ocupado el primer lugar seguida de
la carne de aves, durante el periodo correspondiente del 2000 al 2006 (FIRA;
2011).

En México el consumo de carne de bovino se realiza bajo dos grandes
sistemas: a) el consumo de carnes frescas, b) el de los productos
industrializados entre los que se encuentran las carnes frias y embutidos. El
consumo de carnes frescas puede abastecerse de tres destinos: el rural, el de
pequefios centros de poblacion y el de las grandes ciudades. Estos destinos
son caracterizados por el uso de la carne y el aprovechamiento parcial o
integral por parte del consumidor, ya sea de manera directa o por medio de
comercializacion o puntos de venta, asi como por el origen del propio abasto
(ASERCA, 2000).

En el mercado nacional existe una diferencia en el consumo de carne acorde al
tipo de corte, siendo preferidos los de tipo americano en los estados del norte y

los de tipo espafiol en el centro y sur del pais, que a nivel de detalle
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representan 78% del volumen comercializado (ASERCA, 1995). Sin embargo
Tellez (2011) reportd que los consumidores de carne del Valle de México
demandan principalmente cortes populares: bistec, molida y retazo (62.7%),
mientras que la demanda de cortes especiales como rib-eye, T-bone y sirlon fue
de 0.7% de la poblacion, ademas que el consumo de carne de bovino en
relacion al tipo de establecimiento donde adquiere la carne, muestra que 24.9%
adquiere la carne en tiendas de autoservicio, 34.5% la adquisicion de la carne
es en mercados publicos, 25.5% en las carnicerias de barrio y 5.1% en tianguis

0 mercados sobre ruedas.
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3. RESIDUOS DE CLEMBUTEROL EN TEJIDOS
COMESTIBLES DE BOVINO PROVENIENTE DE DIFERENTES
CENTROS DE DISTRIBUCION EN TEXCOCO, MEXICO

3.1. Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia y la probabilidad de
riesgo de consumo de musculo e higado de bovino con concentraciones
superiores a 2 ug de clembuterol kg™ comercializados en carnicerfas, tianguis y
tiendas de autoservicio de la ciudad de Texcoco, Estado de México, distribuidos
en dos temporadas de produccién de carne, analizados con dos kits ELISA de
diferente laboratorio. Se realizaron tres muestreos, en noviembre y diciembre de
2010 y en abril de 2011, colectando 36 muestras de tejidos en cada uno, los
tejidos fueron analizados por la técnica ELISA del kit NEOGEN, posteriormente
sélo aquellas muestras que presentaron mas de 2 pg de clembuterol kg™t se
analizaron con el kit RIDASCREEN. Las concentraciones de clembuterol fueron
evaluadas por el procedimiento GLM de SAS (2004) por muestreo, centro de
distribucién y tipo de tejido. Las medias se compararon mediante la prueba
Tukey (0=0.05). Para determinar la probabilidad de riesgo se uso6 el
procedimiento CATMOD. Para la evaluacion de los kits se realizd una prueba “t”
de student. Se encontrd diferencias (p<0.05) entre las concentraciones de
clembuterol de las muestras por muestreo, centro de distribuciéon y tipo de
tejidos. La concentracion de clembuterol en los tejidos colectados de noviembre
y diciembre tuvieron 1.40 ug de clembuterol kg™, en abril fue de 0.75 pg de
clembuterol kg™. Los tejidos de tianguis y carnicerias presentaron 1.81 y 1.71
ng de clembuterol kg™ respectivamente, las tiendas de autoservicio 0.05 ug de
clembuterol kg™. El higado presenté 1.79 pg de clembuterol kg™, el musculo
0.58 ug de clembuterol kg™. La probabilidad de riesgo fue superior en higado de
carnicerias y tianguis durante noviembre y diciembre de 2010, reduciendo 50%
para abril 2011. El kit NEOGEN fue el que presentdé mayor precision. Existe la
presencia de residuos de clembuterol en higado y musculo en las carnicerias y
tianguis de la ciudad de Texcoco.

Palabras claves: clembuterol, higado, muasculo, centros de distribucion,
temporada de produccion.
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CLEMBUTEROL RESIDUES IN BOVINE EDIBLE TISSUES FROM
DIFFERENT DISTRIBUTION CENTERS IN TEXCOCO CITY, MEXICO

3.2 Abstract

The objective of this study was to determine the presence and the risk likelihood
of consumption of bovine muscle and liver with concentrations above 2 pg of
clenbuterol kg™ collected from butcher shops, flea markets and supermarkets in
Texcoco city, Mexico State, during two seasons of meat production, and
analyzed with two ELISA test kits from different laboratories. Samplings were
done in November and December 2010 and April 2011, collecting a total of 36
samples tissues each time; every tissue was analyzed by an ELISA NEOGEN
test kit. Samples that showed more than 2 pg of clenbuterol kg were also
analyzed with the kit RIDASCREEN. The concentrations of clenbuterol were
evaluated by the GLM procedure of SAS (2004) for sampling, distribution center
and tissue type effects. Means were compared using the Tukey test (a = 0.05).
To determine the risk likelihood, the CATMOD procedure was used. The
evaluation of the kits was carried out with student’s t-test. There were
differences (p<0.05) due to sampling, distribution center and tissue type. The
concentration of clenbuterol in tissues collected in November and December
was 1.40 pg of clenbuterol kg™, while for those collected in April was 0.75.
Tissues from flea markets and butcher shops had 1.81 and 1.71 pg of
clenbuterol kg™ respectively, whereas tissues from supermarkets had 0.05 ug of
clenbuterol kg™. Liver showed 1.79 pg of clenbuterol kg™, while muscle had 0.58
ng of clenbuterol kg®. The risk likelihood was higher in liver from the flea
markets and butcher shops during November and December 2010, reducing to
50% in April 2011. The NEOGEN kit had less variation. There is presence of
clenbuterol residues in liver and muscle beef from butcher shop and flea
markets of the city of Texcoco.

Key words: clenbuterol, liver, muscle, distribution centers, seasons of meat
production.

Master of Science Thesis, Universidad Autonoma Chapingo.
Author: Ernesto Olaya Fernandez.
Advisor: Gilberto Aranda Osorio, Ph. D.
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3.3 Introduccién

El clembuterol es una sustancia B—agonista del grupo de los B-adrenérgicos,
que tiene efectos principalmente de promocién sobre la masa muscular y
reduccion de la cantidad de grasa corporal en los animales tratados con esta
sustancia, dejando residuos en tejidos comestibles como higado, rifidn,
musculo, ojo (humor vitreo) y timo (Solis, 2002; Sumano et al., 2002). Estos
tejidos al ser ingeridos, provocan una intoxicacion en el sistema nervioso
autbnomo causando vomitos, palpitaciones y taquicardia en el humano
(SINAVE, 2007). Debido a su alto grado residual y a las intoxicaciones
causadas, el uso del clembuterol como promotor en la produccién animal se
encuentra prohibido a nivel mundial, y en México esta censurado por la NOM-
061-Z0O0-1999 y por la Ley Federal de Sanidad Animal (Mitchell y Dunnavan,
1998); a pesar de su prohibicion, el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiol6gica (2007) registr6 un total de 1300 casos de intoxicacion por
consumo de higado con residuos de clembuterol durante el periodo de 2002 al
2006 en México.

En el pais hay dos tipos de comercializacion para la carne bovina, el primero
esta basada en una cadena integrada, el cual esta relacionado con el sacrificio
Tipo Inspeccion Federal (TIF), que se caracteriza por tener un estricto control
sanitario y su mercado son principalmente las tiendas de autoservicio y la
exportacion. El segundo se denomina tradicional o no integrado, donde los
animales son llevados a un rastro municipal, el cual se caracteriza porque no
existe un control sanitario adecuado y su mercado son las carnicerias,

mercados municipales y tianguis (FIRA, 2003).

La produccién nacional de carne bovina presenta un variacion productiva a lo
largo del afio, atribuida a factores climatolégicos y cambios en la demanda,
siendo la religion la de mayor influencia a esta Ultima, resultando en dos

temporadas de oferta: la de alta produccion ubicada en los meses de octubre,
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noviembre y diciembre, y la de baja produccién en marzo y abril (Ramirez,
2009; SIAP, 2010).

Esta disparidad del control sanitario y de la oferta ha creado una controversia
en el tema de residuos como el clembuterol, por o que es necesario establecer
acciones para determinar la presencia y la concentracion de ésta sustancia, en

los productos comestibles con el fin de prevenir riesgos para la salud publica.

Se han realizado operativos federales y estales por la SAGARPA y la Secretaria
de Salud, asi como investigaciones por parte de las instituciones de educacién
para monitorear los residuos de clembuterol en tejidos comestibles, que
demuestran el uso actual e irracional del clembuterol como promotor en la
alimentacion de ganado bovino en México. En investigaciones como las de
Hernandez et al., (2006) reportaron que el 53.5% de sus muestras de retina de
bovino resultaron en un rango de entre 3.00 a 8.10 pg de clembuterol kg™; y
Estrada-Montoya et al. (2008), encontraron que el 12% de muestras de musculo
de bovino contenian clembuterol en un rango de 3.06 a 6.12 ug de clembuterol
kg™, cifras superiores a las establecidos por la FAO/OMS (1998) y SAGARPA
(2002).

La cromatografia de gases y de liquidos, asi como, los inmunoanalisis son
meétodos analiticos usados para la determinacion de clembuterol en alimentos,
tejidos y fluidos de los animales, aprobados por la NOM-EM-015-Z00-2002 y la
NOM-004-Z00-1994. Los inmunoanalisis se han convertido en una herramienta
de monitoreo para detectar la presencia de clembuterol en diferentes matrices,
debido a que presenta las ventajas de ser el mas rapido y el de menor costo
(Ren et al., 2009). Actualmente hay una gran variedad de laboratorios que
ofrecen kits ELISA para analizar clembuterol, siendo capaces de competir con
el Unico kit aprobado por la SAGARPA.

Por lo que el objetivo del presente estudio fue determinar la presencia y la

probabilidad de riesgo de consumo de carne o higado de bovino con
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concentraciones superiores a 2 ug kgt de clembuterol comercializados en
carnicerias, tianguis y tiendas de autoservicio, en dos temporadas de
produccion de carne de la ciudad de Texcoco, Estado de México, analizados

con diferentes kits basados en el método ensayo inmuno-enzimético (ELISA).
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3.4. Materiales y Métodos

3.4.1. Muestreo

La recoleccion de los tejidos (higado y masculo) se llevé a cabo en la ciudad de
Texcoco, Estado de México en tres centros de comercializacion: carnicerias,
tianguis y tiendas de autoservicio. Para cada centro de distribucion se
identificaron seis puntos de venta, en los cuales, se colectd una muestra de

musculo y otra de higado (Figura 10).

Se realizaron tres muestreos, el primero en noviembre, el segundo en diciembre
de 2010 y el tercero en abril de 2011, se efectud una visita a cada punto de
venta, llegando a obtener 36 muestras de tejidos en cada uno de ellos,

resultando en un total de 108 muestras, 54 de higado y 54 de musculo.
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Figura 10. Diagrama de muestreo realizado en los puntos de venta de los tres
centros de distribucion durante las dos estaciones de produccion de carne en
Texcoco, México.
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Manejo de las muestras

Una vez obtenido el tejido, se envolvio en papel aluminio para después
depositarse en una bolsa de polietileno (plastico) transparente, cada bolsa se
identifico con los siguientes datos: nUmero de muestreo, centro de distribucion,
tipo de tejido (musculo o higado), clave del punto de venta y fecha de colecta.
La muestra se colocé en otra bolsa de plastico transparente de la que se extrajo

el aire residual, sellandola con cinta adhesiva.

Todas las bolsas se colocaron en una hielera de unicel acompafadas de gel
refrigerante, para conservarse en buenas condiciones durante el transporte. Las
muestras después de colectarse y ser empacadas, se enviaron al laboratorio

para su congelamiento y su futuro analisis.
3.4.2. Andlisis de laboratorio
A cada una de las muestras se les determin6 la concentracién de clembuterol

mediante el método Ensayo Inmuno-Enzimatico (ELISA).

Las 108 muestras colectadas fueron analizadas con el kit NEOGEN del
laboratorio del mismo nombre, posteriormente, solamente aquellos tejidos que
presentaron concentraciones superiores a 2 pg de clembuterol kg™ (24 tejidos)
se analizaron con el kit RIDASCREEN clenbuterol-fast del Laboratorio R-

Biopharm.
Reactivos

Acido clorhidrico (HCI), agua destilada, agua grado HPLC, fosfato de potasio
monobasico (KH,PO,), hidroxido de sodio (NAOH) y metanol grado HPLC.

Soluciones estandar

Disoluciones de &cido clorhidrico 5 M, 50 mM y 0.01 M, solucién de hidréxido de
sodio 1 M, y disoluciones de fosfato de potasio monobéasico 0.5 M y 50 mM pH
3.
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Kit NEOGEN

Este kit contiene una microplaca con 12 tiras de 8 pozos cada una (96 pozos) y
seis soluciones estandar de clembuterol de 300 pL cada uno (0, 0.2, 0.5, 1,2y
6 pg de clembuterol mL™ de solucién), conteniendo las siguientes soluciones:
EIA Buffer, Sample Buffer, Wash Buffer (10x), substrato k-blue, drug-enzyme
conjugada (180x) y una solucion stop (NH2SO,).

Kit RIDASCREEN clenbuterol fast

Este kit contiene una microplaca con 12 tiras de 8 pozos cada una (96 pozos) y
seis soluciones estandar de clembuterol (0, 100, 300, 900, 2700 y 8100 ng de
clembuterol mL™ de solucién), conteniendo las siguientes soluciones: enzima
conjugada, una solucién stop (acido sulfarico 1 M), una solucion buffer y un

sustrato cromdgeno (urea peroxidasa/ tetrametilbenzidina).
Extraccion de clembuterol y acondicionamiento de la columna

La metodologia usada para estos pasos fue la misma para los dos Kits
(NEOGEN, 2010; R-Biopharm, 2011).

Extraccion de clembuterol en tejidos

Los tejidos (musculo e higado) fueron molidos (5 g) y homogeneizados con 25
mL de HCI 50 mM, para después transferir 6 g del homogeneizado a tubos de
centrifuga de 15 mL; los tubos fueron centrifugados a 3400 rpm durante 15 min
a una temperatura de 10 °C. El sobrenadante se transfiri6 a otro tubo de
centrifuga con 300 pL de NaOH 1 M y se afiadieron 4 mL KH,PO4 0.5 M pH 3
para ser agitados horizontalmente durante 24 h. Por dltimo, cada muestra se

hizo pasar a través de papel filtro para obtener una muestra homogénea.
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Acondicionamiento de la columna C18

La columna fue lavada con 3 mL de metanol para después ser equilibrada con 2
mL KH,PO, 50 M pH 3 y posteriormente se afiadié la muestra antes filtrada.
Después se procedio a lavar la columna con 2 mL KH,PO,4 50 M pH 3y eluir la
muestra con 1 mL de metanol, para después evaporar a una temperatura 56 °C
bajo corriente de aire. Finalmente, se reconstituyé el residuo con 1 mL de buffer

para muestras, proveniente del kit.
Analisis ELISA
Andlisis con el kit NEOGEN

El andlisis de las muestras (108: 54 de musculo y 54 de higado), fue el
siguiente: se agregd 20 pL de los estandares y muestras a cada pozo de la
microplaca del kit por duplicado con 180 pL de conjugado Drug-enzima
respectivamente, y se incubd a temperatura ambiente durante 45 minutos. Se
realizaron tres lavados con 270 uL del buffer de lavado, después, se agregd
100 pl del sustrato K-Blue a cada pozo, y se procedié a incubar a temperatura
ambiente durante 30 min. Para finalizar se agregaron 100 puL de la solucién stop

a cada pozo y se leyé la microplaca en un lector de ELISA a 450 nm.
Andlisis con el kit Ridascreen clenbuterol fast

El analisis de las muestras (24: 6 de musculo y 18 de higado), fue el siguiente:
se depositaron 100 pL de la mezcla (buffer + anticuerpo) en cada pozo y se
dej6 reposar por 15 minutos, para después realizar tres lavados con 250 pL de
agua HPLC por cada pozo. Se procedio a aplicar 20 pL de los seis estandares y
20 pL de cada muestra a su respectivo pozo con 100 pl de la mezcla (buffer +
conjugado) a cada pozo y se dejo reposar por 30 minutos. Posteriormente se
realizaron tres lavados mas con 250 pL de agua HPLC y se depositd 100 uL de

cromogeno a cada pozo, se tapd y se aislo de la luz por 15 minutos. Para
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finalizar se agregaron 100 pL de solucién stop a cada pozo y se procedi6 a
realizar la lectura en un espectrofotometro (lector de ELISA) a 450 nm.

3.4.3. Andlisis estadistico

Las concentraciones de clembuterol de cada muestra por centro de distribucion
y muestreo fueron analizados por el procedimiento GLM de SAS (2004), se

realiz6 una comparacion de medias con la prueba de Tukey con a= 0.05.

El modelo utilizado para analizar la concentracion de clembuterol de cada

muestra fue el siguiente:
Yi=p + M+ Cj + T+ B
Donde:

Yix son los valores que toma cada una de las variables de respuesta evaluadas;
U es la media general; M; es el efecto fijo del i-ésimo muestreo (i = 1,..,3); Ci es
el efecto fijo del j-ésimo centro de distribucion (j=1,..,3); Tk es el efecto fijo del k-
ésimo tejido (k= 1, 2); Ejw es el error aleatorio.

Como base para determinar la probabilidad de riesgo por muestreo, centro de
distribucion y tipo de tejido, solo se evaluaron las muestras que tuvieron mas de
2 pg de clembuterol por kilogramo de tejido en base himeda (ug kg™), debido a
que la SAGARPA (2002) y CENAPA (2002) considera a estos niveles como
peligrosos y positivos a la administracion de clembuterol como promotor de

crecimiento en alguna etapa de la engorda de los animales.

Para determinar la probabilidad de riesgo de adquirir una muestra con mas de 2
ng kg™ se usé el procedimiento para analisis de datos categéricos CATMOD del

Programa SAS (2004) version 9.0.

El modelo utilizado para determinar la probabilidad de que existan tejidos con

residuos superiores a 2 pg de clembuterol kg™ fue el siguiente:
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Logit P (Y= 1) = By’ Muestreo; + B, Centro de distribucion; + B3 Tipo de tejidoy

Donde P (Y=1) es la probabilidad de que haya tejidos con residuos superiores a
2 ug kg™ de clembuterol, Bres el intercepto del i-ésimo muestreo (i=1,2,3), Bes
el intercepto del j-ésimo centro de distribucion (j=1,2,3) y Bses el intercepto del
k-ésimo tipo de tejido (j=1,2).

Para la comparacion de los dos kits se usaron solo aquellas muestras con
concentraciones superiores a 2 pg de clembuterol kg™ determinadas con el kit
NEOGEN, comparandolas con las determinaciones obtenidas por el kit
ridascreen. Se realiz6 una prueba “t” de Student de medias apareadas
provenientes de cada kit, utilizando el programa SAS (2004) con un nivel de
significancia de a=0.05, con el fin de aceptar o no la hipétesis nula de que las
medias de cada kit son iguales:

Ho: Un = HR

Hi: UnN # MR
Donde:

Ho es la hip6tesis nula; H; es la hipotesis alternativa; py es la media del kit
NEOGEN; pr es media del kit RIDASCREEN.
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3.5. Resultados y Discusién

3.5.1. Por muestreo

Se encontraron diferencias (p<0.05) en las concentraciones de residuos de
clembuterol de los tejidos que fueron colectados en diciembre de 2010 con
respecto a los otros dos muestreos (Figura 11b), coincidiendo la temporada de
alta oferta y demanda de carne (SAGARPA, 2002) con la época donde la
concentracion de clembuterol en los tejidos fue mas alta, siendo superior 1.8
veces a la encontrada en abril de 2011(Figura 11a). Probablemente esta
elevada concentracion de los residuos de clembuterol en los tejidos
encontrados de noviembre a diciembre, se deba a la época decembrina, donde
se puede sospechar que algunos productores buscan aprovechar los precios de
esa temporada, pensando que al aumentar la dosis de clembuterol en la
alimentacion, incrementara de manera lineal los parametros productivos, siendo
que esta practica puede afectar la salud y bienestar del animal (Peters, 1989;
Sauer et al., 1999; Sumano et al., 2002).

Un caso parecido sucedid en Hong Kong donde Shiu (2001) atribuy6 las
intoxicaciones presentadas en octubre de 2000 por carne de cerdo a la gran
demanda de este producto provocada por las fiestas de Chung Yeung

celebradas en ese mismo mes.
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Figura 11. a) Concentracién promedio de los tejidos colectados por temporada
de produccién de carne b) Concentracién promedio de clembuterol (ug kg) de
los tejidos colectados en diferente época de muestreo en la ciudad de Texcoco,
México.
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Garcia (2002) report6 en el Estado de México 3 brotes de intoxicacion con un
total de 17 casos, donde el sexo y la edad més afectada fue el femenino, de 25
a 44 afos; desafortunadamente el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (SINAVE) soélo presenta los resiumenes anuales de los brotes de
intoxicacion, sin presentar las fechas ni las concentraciones encontradas en los

tejidos comestibles.

En el muestreo realizado en noviembre de 2010, 7 (19.4%) de las muestras
presentaron residuos superiores a 2 pg de clembuterol kg, en diciembre de
2010 12 (33.3%) de los tejidos presentaron concentraciones de clembuterol
superiores, mientras que, los tejidos colectados en abril de 2011 6 (16.8%)

tuvieron concentraciones superiores a 2 ug de clembuterol kg™ (Cuadro 12).

Cuadro 12. Frecuencia de las concentraciones de clembuterol (ug kg™)
encontradas por épocas de los muestreos.

Concentracion de Noviembre 2010 Diciembre 2010 Abril 2011
clembuterol (n = 36) (n = 36) (n = 36)
(ug kg™ n % n % n %
<1 28 77.8 23 63.9 30 83.3
la2 1 2.8 1 2.8 ND ND
2a4 ND ND 4 111 4 111
>4 7 19.4 8 22.2 2 5.7

"° No detectado. No se encontraron tejidos con concentraciones de clembuterol en esos valores

En la intoxicacion de 35 personas causada por residuos de clembuterol en la
carne de cerdo, distribuida en Hong Kong, los tejidos presentaron
concentraciones que variaron de 2 a 460 pg de clembuterol kg™ (Shiu y Chong,
2001).

3.5.2. Por centros de distribucién

No se encontraron diferencias (p<0.05) entre las concentraciones de
clembuterol de los tejidos provenientes de carnicerias y tianguis, pero si cuando
se compararon con las de tiendas de autoservicio (Figura 12), las
concentraciones encontradas en carnicerias y tianguis fueron 18 veces

superiores a las encontradas en las tiendas de autoservicio.
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Figura 12. Concentracién promedio de clembuterol (ug kg™) de los tejidos
colectados en los tres centros de distribucion ubicados en la ciudad de Texcoco,
México.

Cuando se comparé la concentracién de los residuos de clembuterol en los
tejidos colectados por cada centro de distribucion se observd que existe un
aumento de la cantidad de residuos de clembuterol en los tejidos que fueron
colectados en el mes de diciembre de 2010, sin embargo, solamente en las
concentraciones de clembuterol de los tejidos provenientes de las carnicerias

se encontraron diferencias (p<0.05) (Figura 13).
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Figura 13. Comportamiento de las concentraciones de clembuterol de los tejidos
por cada centro de distribucién durante las tres épocas de muestreo.

La decisiéon de la distribucién de los productos y subproductos de la ganaderia
de carne bovina se encuentra definida por el sistema de matanza, por lo que en
México las carnicerias y tianguis se encuentran abastecidos fundamentalmente
de los mataderos municipales, y las tiendas de autoservicio lo hacen de los
rastros TIF (FIRA, 2003). Algunas investigaciones de la inocuidad en los
sistemas de matanza coinciden que existe un riesgo mayor de encontrar carne
0 subproductos contaminados por factores quimicos, microbiolégicos y fisicos
provenientes de mataderos clandestinos y rastros municipales (COFEPRIS,
2006; Signorini, 2008; Favila 2011).

Moreno et al. (2010), encontraron residuos de clembuterol en 75% de las
muestras analizadas de retina, proveniente de cinco rastros municipales del
estado de Puebla, con una concentracion promedio de 16.6 pg de clembuterol
kg™, mientras que, para el siguiente afio seis de siete rastros muestreados de
Puebla, presentaron concentraciones superiores a 40 ug de clembuterol kg™ en

tejidos como retina y orina de animales (Moreno, 2011).

La cantidad de tejidos que presentaron concentraciones superiores a 2 g de
clembuterol kg®* fue similar en los tianguis y carnicerias, representando
alrededor de un 30% del total de las muestras, con concentraciones superiores

a 4 pug de clembuterol kg™ (Cuadro 13). En las tiendas de autoservicio el 100%
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de las muestras tuvieron concentraciones menores a 1 pg de clembuterol kg™
de tejido, presentando el tejido mas alto de este centro, una concentracion de
0.2 pg de clembuterol kg*. De manera similar Cisneros y Vazquez (2005)
encontraron residuos inferiores a 0.1 pg de clembuterol por kg de tejido de

higado de rastros TIF de Durango.

Cuadro 13. Frecuencia de las concentraciones de clembuterol (ug kg™)
encontradas en los centros de distribucion.

Concentracion de Tianguis Carnicerias Tiendas de
clembuterol (n =36) (n = 36) autoservicio (n = 36)
(g kg™) n % n % n %
<1 23 63.9 22 61.1 36 100
laZ2 ND ND 2 5.6 ND ND
2a4 4 11.1 4 11.1 ND ND
>4 9 25.0 8 22.2 ND ND

" NO DETECTADO. No se encontraron tejidos con concentraciones de clembuterol en esos
valores

Algunas investigaciones como la de Pefa et al. (2008) determinaron la
presencia de clembuterol en carne, proveniente de carnicerias de nueve
ciudades de México (localizadas en el norte y sur del pais), en las cuales
encontraron concentraciones similares a este estudio y variaron de 0.1 a 2.3 ug
de clembuterol kg*, siendo solo el 16.6% que presentaron concentraciones
superiores a 2 ug de clembuterol kg?, mientras que Estrada-Montoya et al.
(2008) reportaron que 12% de las muestras de carne de bovino proveniente del
mercado municipal presentaron concentraciones de 3.06 a 6.12 ug de
clembuterol kg™,

3.5.3. Por tipo de tejido

Los residuos de clembuterol en los tejidos analizados fueron diferentes
(p<0.05), siendo tres veces superior las concentraciones de clembuterol en
higado que en musculo (Figura 14), ésta tendencia coincide con intoxicaciones
presentadas en diferentes paises como: Espafia con 113 casos de intoxicacion
por consumo de higado de bovino (Salleras et al., 1995), Portugal (Barbosa et

al., 2005) en donde, el numero de intoxicados era mayor por consumo de
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higado de bovino que de musculo y México con 2,130 intoxicaciones en el
periodo de 2002-2008, donde 70% de los casos fueron asociados al consumo
de higado de bovino (SINAVE, 2007; Jiménez et al., 2011).
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Concentracion de clembuterol (ug kg™)
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Figura 14. Concentracién promedio de residuos de clembuterol (ug kg™?) en
higado y musculo colectados en la ciudad de Texcoco, México.

La concentracién de residuos de clembuterol en tejidos es 2.2 veces superior en
higado que lo encontrado en musculo. Sin embargo, las concentraciones
reportadas en este estudio se encuentran por debajo de las encontradas en
algunas intoxicaciones en el mundo, como en Italia, Brambilla et al. (2000),
reportaron que la concentracion de clembuterol en carne de bovino causante de
las intoxicaciones oscil6 entre 1140 y 1480 pg de clembuterol kg™; al igual que
en Portugal donde la carne de bovino tuvo alrededor de 300 pug de clembuterol
kg™ (Barbosa et al., 2005).

De las muestras de higado analizados, 16 (29.6%) contenian residuos de
clembuterol superiores a 2 pg de clembuterol kg™, mientras que en musculo
s6lo 7 (13%) de las muestras presentaron concentraciones mayores a 2 pg de

clembuterol kg™ (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Frecuencia de las concentraciones de clembuterol (ug kg™)
encontradas en los tejidos.

Concentracion de clembuterol H'Qado MUECUIO
(g kg (n=54) (n=54)
n % n %
<1 36 66.7 45 83.3
laz2 ND ND 2 3.7
2a4 2 3.7 5 9.3
>4 14 25.9 2 3.7

" 'NO DETECTADO. No se encontraron tejidos con concentraciones de clembuterol en esos
valores

Cuando se evalué la concentracion de clembuterol del higado y musculo
colectados de cada centro de distribucion durante las épocas de muestreo, el
higado presentdé una tendencia de incremento en la concentracion de
clembuterol cuando fueron colectados en diciembre, encontrando diferencias
(p<0.05) solo en carnicerias, mientras que las concentraciones de residuos
clembuterol en musculo no se encontraron diferencias (p<0.05) por centro de

distribucién ni por muestreo (Figura 15).
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Figura 15. Comportamiento de las concentraciones de clembuterol en higado y
musculo colectados de cada centro de distribucion durante las épocas de
muestreo.

La concentracién de las muestras que presentaron residuos superiores a 2 g
de clembuterol kg™ variaron de 2.06 hasta 6.45 pg en los dos tipos de tejidos
provenientes, tanto de carnicerias como de tianguis y distribuidas durante las
dos temporadas de produccién (Figura 16). Las concentraciones mas altas se
encontraron en la temporada de alta produccion, es decir de noviembre a
diciembre 2010.
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Figura 16. Concentracion promedio de clembuterol de los tejidos positivos a
clembuterol (2 pg de clembuterol kg™ de tejido) acorde a SAGARPA.

3.5.4. Probabilidad de riesgo

La probabilidad de encontrar tejidos con concentraciones superiores a 2 ug de
clembuterol kg™ fue superior en el periodo de noviembre y diciembre (Cuadro
12), disminuyendo aproximadamente 50% para abril 2011 en todos los centros
de distribucién. El higado fue el tejido que tuvo mayor probabilidad de riesgo en
carnicerias y tianguis. A pesar de que en algunos de los casos las
probabilidades de riesgo son bajas, la SAGARPA (2002) y la SSA las

consideran a todas, como un peligro para la salud publica.

Cuadro 15. Probabilidad de riesgo de encontrar tejidos con residuos mayores a
2 ug de clembuterol kg™ provenientes de carnicerias y tianguis.

Noviembre 2010 Diciembre 2010 Abril 2011

Centro de distribucion  Tejido Probabilidad de riesgo (%)

Carnicerias Higado 52.0 56.9 36.0
Mdusculo 20.1 23.4 11.6
Tianguis Higado 55.5 60.3 39.3
Mdusculo 22.4 26.1 13.1
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Los centros de distribucion involucrados con tejidos que presentaron residuos
de clembuterol superiores a los permitidos por CENAPA (2002), NOM-004-
Z00-1994 y FAO/OMS (1998) y que presentaron altas probabilidades de
riesgo, son precedidos por los rastros o mataderos municipales, esto coincide a
los sefalado por Signorini (2008) y COFEPRIS (2006) donde mencionan que
existe un alto riesgo a la salud humana por problemas en la operatividad de

este tipo de establecimientos.

3.5.5. Comparacion de los Kits

En esta parte del estudio se compararon las concentraciones de los tejidos con
mas de 2 pg de clembuterol kg™, determinadas en primera instancia con la
prueba ELISA del laboratorio NEOGEN, con las concentraciones obtenidas por
el kit RIDASCREEN CLENBUTEROL-FAST. Las concentraciones de los tejidos

analizados con diferente kit se distribuyeron como se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Distribucién y promedio de la concentracion de los tejidos que
presentaron concentraciones superiores a 2 pg de clembuterol kg™ analizados
con el kit NEOGEN y posteriormente con RIDASCREEN.
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La prueba estadistica t de Student arrojo6 como resultado que existen
diferencias (p>0.05) entre los métodos de analisis para clembuterol en matrices
para tejidos de higado y musculo. Las concentraciones de residuos
determinadas por el kit RIDASCREEN son superiores a las analizadas con el kit
NEOGEN, ademas el kit RIDASCREEN present6 una desviacion estandar y un
coeficiente de variacion 2.1y 1.5 veces superior comparado con el kit NEOGEN
(Cuadro 13).

Cuadro 16. Estadisticos descriptivos de las muestras analizadas con diferente
Kit.

Minimo Maximo Media nogyiacion Coeficiente de

KIT n tand L
g de clembuterol kgl estandar variacion

RIDASCREEN 24 2.06 9.78 6.18 2.65 42.89
NEOGEN 24 2.05 6.45 4.54 1.25 27.58

Los resultados muestran que hubo mayor uniformidad y precision en las
concentraciones determinadas con el kit NEOGEN en comparacioén con el kit
RIDASCREEN, a pesar de esta diferencia no se encontraron muestras con
concentraciones inferiores a 2 pg de clembuterol kg™ por lo que existe una
repetitividad adecuada en ambos kits. Jeyaletchumi (2004) descarté al kit
RIDASCREEN en una evaluacion de tres kits, debido a que el coeficiente de

variacion fue superior a los que presentaron los demas.

Sin embargo cuando se analiz6 los residuos de clembuterol por cada tipo de
tejido en funcion a cada kit (Cuadro 14), se encontré que habia un coeficiente
de variacion de 30% en promedio entre los dos kits por lo que coincidimos con
algunos trabajos similares (Hahnau y Jilicher, 1996; Shelver y Smith, 2000)
donde se menciona que la calidad de los kits de inmunoensayos especificos a
clembuterol es variable e impredecible, que pueden variar de un laboratorio a
otro, asi como entre lotes; por tanto recomiendan realizar técnicas
confirmatorias como lo son: la cromatografia de gases o de liquidos acoplados

a un espectrometro.

66



Cuadro 17. Coeficiente de variacion de cada tejido en relacién al kit evaluado.

NEOGEN RIDASCREEN Promedio L -
Tejido DeS\{lacmn Coeflgler']t,e de
estandar variacion
ug de clembuterol kg™
1 4.8 9.5 7.2 3.3 46
2 5.7 4.5 5.1 0.8 16
3 2.6 3.6 3.1 0.7 23
4 3.6 7.7 5.7 2.9 51
5 2.3 8.5 5.4 4.4 82
6 3,0 4.5 3.7 1.1 29
7 3.4 4.3 3.9 0.7 17
8 4,0 8.8 6.4 3.3 52
9 5.7 2.1 3.9 2.6 66
10 6.5 9.8 8.1 2.4 29
11 6.3 9.6 8,0 2.4 30
12 5.9 9.1 7.5 2.3 31
13 4.4 4.3 4.4 0.1 1
14 5.7 4.2 4.9 1.0 20
15 5.3 4.5 4.9 0.6 13
16 5.1 4.5 4.8 0.5 10
17 4.5 4.2 4.4 0.2 4
18 5.1 4.3 4.7 0.5 11
19 5.4 9.5 7.5 2.9 39
20 5.3 7.9 6.6 1.8 28
21 4.5 8.2 6.4 2.6 41
22 2.1 2.1 2.1 0,0 0
23 3.5 9,0 6.2 3.9 62
24 4.4 3.6 4,0 0.6 15
Promedio 4.5 6.2 5.4 1.7 30
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3.6. Conclusiones

Existe la presencia de residuos de clembuterol en higado y musculo en
concentraciones superiores a 2 pg de clembuterol kgt en las carnicerias y
tianguis de la ciudad de Texcoco, sin excepcion de la temporada de produccion

de carne.

La probabilidad de riesgo de adquirir un alimento carnico (musculo o higado) de
bovino con concentraciones mayores a 2 pg de clembuterol kgt es 50%

superior en tianguis y carnicerias durante la época de alta produccién de carne.

La concentracion de residuos de clembuterol encontrados en higado es tres
veces superior de lo encontrado en musculo, sin embargo este tipo de tejido se
caracteriza por una baja absorcion del clembuterol, por tanto se puede

sospechar que existen niveles superiores en higado y otros tejidos.

El diferencial que hay en las concentraciones de los tejidos distribuidos en las
dos temporadas, hace suponer que existe una sobredosificacion en la engorda

anterior a las épocas decembrinas.

El kit NEOGEN presenté mayor precision al determinar la concentracion de

clembuterol en tejidos comestibles de ganado bovino.
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3.7. Recomendaciones

De acuerdo con los resultados de esta investigacion, se recomienda la
adquisicion de higado o musculo en la ciudad de Texcoco en las tiendas de
autoservicio, hasta que los centros de distribucion tradicional sean capaces de

asegurar que ofrecen productos carnicos inocuos.

Se recomienda el uso del kit ELISA NEOGEN para determinar residuos de
clembuterol bajo situaciones parecidas a este estudio, sin embargo, es
conveniente usar una prueba confirmatoria como la cromatografia de gases o

de liquidos acoplado a un espectrémetro.

Realizar una mayor difusion de programas federales como “Proveedor confiable
(libre de clembuterol)” asi como del estatus legal del clembuterol como promotor

de crecimiento a los productores, para desalentar el uso de éste.

Ofrecer informacién a los consumidores sobre el problema de salud que puede
causar el consumo involuntario de productos con residuos de clembuterol, con

el fin de concientizar al consumidor y exija carne libre clembuterol.

Realizar mas investigaciones que muestren evidencias del uso actual e
irracional del clembuterol como promotor de crecimiento en el ganado bovino,
asi como, desarrollar investigaciones para encontrar alternativas al uso de

clembuterol.
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