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RESUMEN

En México se cred un estado de alerta ante la deleccion del uso
indiscriminado  del (B-agonista  clenbuterol, wlilizado como  promotor  de
crecimiento en ganado. Los residuos de este farmaco encontrados en la carhe
para consumo humano provocaron intoxicaciones de 134 personas, Con la
finalidad de proteger ia salud de los consumidores, la Secrelaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarollo Rurgl, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) publico una
norma emergente (NOM-EM-015.Z00-2002) en fa que prohibe el uso de {-
agonistas, entre ellos el clenbuterol, como promotores de crecimento an el
ganado. Entre ios métodos analiticos que establece dicha MNonma, se
encuehiran los inmunoensayos ligados a enzima (ELISA) v los cromatograficos
como la cromalografia de gases o la cromatografia de ligquidos. Sin embargo,
las primeras presentan reaclividad cruzada y pueden resullar en falsos posilivos
y las segundas son técnicas de separacion y no de identificacion. Por to que es
hecesario desarrollar e implementar sistemas analiticos que no solo detecten,
sino que confirmen la presencla de clenbuterol en carne, £l objetivo de este
trabajo fue desarrollar e implementar un sistema analitico para detectar,
cuantificar y confirmar la presencia de clenbuterol en carne de boving por medio
de una técnica de FLISA y confinmar su presencia por Cromatografia de Gases
con Espectrometria de Masas-Masas (GC-MS/MS), Para la deteccion tentativa
de clenbuterol y su cuantificacion, se implementd una metadologia de ELISA
ulilizando un kit comercial, De 50 muestras de carne de bovino, pulpa negra (M.
semimembranosus) o molida, colectadas del mercado tocal, el 12% resultaron
posilivas para clenbulerol. La curva de galibracion  construida  para fa
cuantificacion  del clenbuterol, presentd un cosficiente de  Determinacion
allamente sighificativo (p < 0,001) de R 7w ).0097 (Y = -18.396 Ln{X) + 134.68)
en @l rango 0 a 8100 ppt. Coeficientes de variacion menores a 1.5 Y para los

estandares y 2.5 % para las muestras indicaron gue la lécnica fug reproducible.
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Para la identificacion y confirmacion de las muestras positivas, se desarrollb e
implementd una téenica de GC-MS/MS. Los rimetilsitil (TMS) derivativos de
clenbuterol produjeron un idn precursor o i6n padre de 262 (m/z = masa/carga),
el cual fue seleccionado para una segunda fragmentacion (MS/MS). Los iones
productos en MS/MS que fueron utilizados para identificar inequivecamente la
presencia de clenbuterol fueron 188, 190 y 225 (m/z). El analisis de los
espectros de MS/MS de las sels muestras que resultaron positivas  para
clenbuterot por 1a técnica de ELISA, presentaron los jones caracteristicos del
clenbuterol, quedando con esto confirmada su presencia. Aunque se han
realizado muestreos para delectar la presancia de clanbiterol an cams, en
olros Estados de la Replblica Mexicana y en algunas ciudades, este es el
primer estudio que utiliza la GC-MB/MSE para confirmar 1a presencia de este -

agonista en muestras de carmne de bovino,

xjt



INTRODUGCION

Actualmente la demanda para producir came de bovino con menor
contenido de grasa ha sido uUna exigencia en muchos dg los mercados del
mundo, Esta situacion ha propiciado la generacion de distintos complestos,
como los f-agonistas adrenérgicos que ofrecen allernativas para produci
animales con mayor capacidad para depositar proteina en sus tefidos vy
consecuentemente 1a reduceion de depositos de grasa como los f-agonistas

adrenérgicos (Garza, 2002).

Los f-agonlstas adrenérgicos son compuestos naturales o artificiales
(andlogos sintéticos) farmacologicamente clasificados como un - grupo de
compuesios adrenérgicos por su estructura andloga a la noradrenaling y
adrenalina. Estos producen una reparticion de los nutrientes hacia vias
metabdlicas que aumentan la sintesis y deposicion de proteinas y por
consecuencia disminuyen la acumulacion de materia grasa en los tejidos (Lone,
1697 Rojas v Treguat, 2002}, L.os -agonisias mejoran 1a capacidad del ganado
bovino para utilizar eficientemente los alimentos al ser administrados por via
oral, permitiendo su administracion al ser mezclada con los alimentos y dando

como resultado una carme mas magra (Guy ef al., 1094)

En México se cred un estado de alertta ante la deleccion del uso
indiscriminado del -agonista clenbuterol (Guy ef al, 1999, Pefa y Arias, 2001,
Los residuos de este farmaco encontrados en 1a carne para consumao humano
provogaron intoxicaciones de 132 personas (Garcla-Lopez, 2002). Con la
finalidad de proteger fa salud de los consumidores, ta Secretaria de Agricultura,
Ganaderla, Desarollo Rural, Pesca y Alimentacion, SAGARPA, publico una
norma emergente, la Norma Oficial Mexicana (NOM-EM-015-Z00-2002) en la



que prohibe el uso de [l-agonistas coma promotores de crecimiento en los
animales. En diferentes paises europeos, como Reino Unido, Francta y Zspania
existe una nonmatividad equivalente gue tambien prohibe el uso de (-agonistas

(Pefia y Arias, 2001),

Entre los métados anallticos oficiales que establece la Norma Mexicana
para {dentificar la presencia de clenbuterol en came se encuentran los
inmunoensayos realizado por ELISA, que 86 una téenica facil, rapida y sensibla
pero tieng el inconveniente de dar reactividad cruzada, Otros, son fos métodos
cromatograficos como la cromatografia de gases y la cromatografia de liguidos
(NOM-EM-015-Z00-2002), sin embargo, ambas son éenicas de separacion de

compuestos gque proporcionan una identificacion tentativa mas no confirmativa,

La espectrometria de masas €5 una teonica de identificacion  de
sustancias que acoplada a cualquiera de los métodos cromatograficos antes
mencionados, es indudablemente una mejor herramienta ya que permite
confirmar la presencia de compuestos especificos con una confiabilidad
inigualable (Flores el al., 2002}, 8in embarge, se han realizado estudios que
sugieren gue con Ja primera ionizacion de la espectrometria de masas (MS) no
es suficiente, debido a que hay compuestos gue tienen estructura simitar, Por lo
tanlo, se recomienda la fragmentacion del compuesto por espectrometiia de
masas-masas (M3 para una mayor confiabilidad de la confimacion de la

identidad del analito (Carert ¢f ¢/, 2000).

Log productores de ganado han manifestado preocupacion por la revision
sanitaria que se realiza en el ganado, La carne gue hoy se gomercinliza an
México, podria ser un riesgo loxicologicos por la presencia de clenbuterol.
Ademas los meétodos que establece Ja Norma emergente no son confirmatorios,

por lo que pueden conducir a falsos positivos. Por esto, el objetivo de este



trabajo fue desarnollar e implementar un sistema analitico para detectar la

presencia de clenbuterol en came de bovino por medio de una técnica de

ELISA y confirmar inequivocamente su presencia por Cromatografia de Gases

con Espectrometria de Masas-Masas (GC-MB/MS),



ANTECEDENTES

El uso de promotores de crecimiento en la produccion de productos de
origen animal para consumo humano, ha sido objeto de debates cientificos y
politicos, A consecuencia de eslo, en 1086 fueron prohibidos los esteroides
anabolicos y sus analogos, por fa Comunidad Europea. Esto propicio &l inleres
del sector ganadero por sustancias allemativas como log P-agonistas, porgue
ademas de ejercer efectos similares en los animales, presentan veniajas
adicionales, como ser administrados por via oral mezclados con 108 alimentos
(Kuiper ef al., 1998, Carmona, 2002).

Dentro de los muchos aditivos alimenticios, utilizados  por lo%
especlalistas  en  alimentacion  animal,  se  encuentran los  B-agonistas
adrenérgicos, que farmacoldgicamente son clasificados como un grupo de
compuestos  relacionados  estructuralmente funcionalmente  con &
norepinefrina (Carmona, 2002; Garcla-Lopez, 20023, Estos derivados sinteticos,
como su nambre o indica, tienen ia capacidad de unirse a los receplores
adrenérgicos tipo P (B-adrenérgicos) localizados en fa membyana celular para
producir efectos fisiologicos como el incremento de la velocidad cardiaca (Boyd
of al., 1998). Los B-agonistas tambien afectan las funciones metabolicas,
aumeniando ta deposicion de proteina, disminuyendo el tejfido graso v

promoviendo la conversion dal alimento en forrma eficiente (Lone, 1997),

Los fB-agonistas son generalmente divididos en dos grupos principales:
los de anilina sustituida como clenbuterol y cimaterol, y los de fenoles
sustituidos ©l cual incluye al salbutamol y terbutalina. En la Figura 1 se
muestran las estructuras de f-agonistas seleccionados, representativos de cada

grupo (Boyd et al.,, 1896),
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Los [-agonistas se ulilizan generalmente en animales de ganado bovino,
aungue también se han probado en cerdos, ovejas y aves de corral pero
obteniéndose resultados pocos satisfactorios en estos ultimos, Una posible
explicacion de estos resultados €3 que algunas  especies  han  sido
seleccionadas para un crecimiento rapido y por lo tanto tiehen menos potencial
para incrementar el crecimiento, debidn 3 gue estdn muy cercanas al
crecimiento biolbgico maximo, como Ins pollos en engorda (Rojas y Treguear,
2002). Mersman ef al. (1998) utilizaron B-agonistas en cerdos de 10 kg de peso,
hasta alcahzar G0 kg, encontrando gue dichos produclos no tienen un efecto

sobre las ganancias de peso de animales en rapido crecimiento, ni tampoco se

sbserva un efecto significativa sobre la repatticion de la grasa corporal, debido
a gue no es sino hasta despues de los 60 kg cuando se empieza a desanollar al

maximo la deposicion de grasa corporal (Garcla-Lopez, 2005,

Otro uso de los f-agonistas es en medicing humana y en velerinaria
como drogas terapéulicas, especialmente en el tratamiento de enfermedades
respiratorias (asma) por suU acuion broncoditatadora y como locoliticos. Sin
embargo, cuando se administran en dosis diez veces superiores a 1as
terapéuticas, presentan una accion anabotizante, favoreciendo la sintesis de
proteina y disminuyendo la de grasa, por o que se les conoce Como “‘agentes

repattidores de energia’ (Blass et al., 1998 Crescenzi ef al, 2001).

La ulilizacion de estos compuesto en forma indebida, con dosis allas y
tlempos de tratamientos prolongados, favorecen la aparicion de residucs en fos
diferentes drganos det animal que provocan intoxicaciones en las personas gue
ios consumen (Blass et al, 1998). kstas inloxicaciones se manifiestan con la
presencia de dilatacion de bronquios, ditatacion de pupilag, vomito, problemas

cardiovasculares, metabolismo elevado, temblores musculares, nauseas, dolor

G



de cabeza y taquicardia. Esta altima es la mas peligrosa y retevanie ya que

puade producir la muerte (Flores ef al., 2002).
Los B-mgonistas mas utilizados pot los ganaderos y produclores como

promotores de crecimiento som. clenhbuterol, ractopaming, satbutamol, cimaterol,

fenolerol, ritodrine, terbutaling y zilpaterol (Garcla-l.opez, 2002).

Caracterisiicas del Clenbulerol

El elenbuterol fue el primer Br-agonista adrenergico ulilizade como
promotor de crecimiento. Fue desarroliado para uso terapéutico como Agents
broncopasmoliico en humanos, asl como sU uso e animales para el
ratamiento de afecciones respiratorias y como reiajante utering en el paro
{tocolitico) (Amendola of al, 2002). Este efeclo positive en el crecimienio de
animales productores de came fug descrilo por Baker of al, en 1884 (Glaixner,
1098). Para su accidon como anabdlico, es necesario aplicar dosis mayores a 10
veces la dosis terapéutica (0.8 pg/ky de peso) por lo gue sus residuos son
detectados en plasma y orina, durante y después de su aplicacion (Gleixner ef

al, 19897),

Los efectos anabdlicos del clenbiterol sobre 13 mase muscular y la grasa
corporal han favorecido su uso ilegal en la alimentacion animal, Ei clenbutero
causa disminucion de la grasa corporal, crecimienta de la masa muscular y
ganancia de peso, acumulandose en el higado en grandes cantidades, por lo
que el consumo de las viceras con lleva mayor riesgo que el de la carme. Su
uso estd permitido bajo supervision veterinaria y cuenta con periodos de retiro

de 45 dias antes del sacrificio, tliempo requerido para que la came destinada

-~



para consumo este libre de residuos (O'Keeffe ef al, 1994, HMernandez et al,
2001}, Sin embargo éstos se pueden detectar faciimente en animales tratados,
debido a un uso ifegal por ser adicionados en el agua o el alimento, o por no

cumplir con las condiciones de retiro (Botsoglou y Fletouris, 2001).

El clenbuierol es el B-agonista mas popular, que hoy en dia ha causado
un gran ndmero de intoxicaciones alimenticias tanto en ia Comunidad Elropea,
en los Estados Unidos y en México. Por esto, se ha prohibido el uso de
f-agonistas como promotores de crecimiento en animales para la produccion de

carng (Kool ef al., 1998).

&) uso indiscriminado de clenbuterol como promotor de crecimiento en la
produccion de carme de bovino, presenta ventajas gcondémicas para la industria
carnica. Estas mejoran la capacidad del ganado bovino para Lifizar
eficientemente los alimentos y producit una carme mas magra y obtener una
ganancia de peso en poco liempo (Guy ef al, 19899). Sin embargo esto se
convierte en una competencia desleal entre los productores y conslituye un
fraude al producir un alimento adullerado, que pone en fiesgo la salud de los

consumidores,

Estructura Guimica

F clenbutersl es un farmaco [-agonista con afinidad para receptores 3, y
B2, ¥ &8 uh compuesto sintético que pertenece a las denominadas feniletanol
aminas, medicamenios que, como grupo, requisren la presencia de un anillo
aromatico con un grupo hidroxilo en la posicion 3 del grupo alifatico para
mostrar actividad. La presencia del grupo nitrogenado y la sustitucion del grupo

R por un grupo voluminoso, a menudo clclico, hace mas especifica a Ia



molécula por lo receptores f-adrenérgicos como en el caso de la dobutamina,

Figura 1 (Sumano ef al., 2004).

Quimicamente el clenbulerol se conoce como 4-aimino-3, f-dicloro-a-[(ter-
hutilaminol-metil] benzit alcohol (Figura 2}, su formula quimica es CpHysNOCHH

y sU peso molecular s 277g/mol (O'Keeffe of al., 1998),

Propiedades Fisicas

| clenbuteral se presenta como un polve cristalino, incolore, con punto
de fusion de 174-175°C, es muy soluble en agua, ligeramente soluble en

clorofarmo y es altamente sensible o ta luz (Botsoglou y Fletours, 2001}

Comercializacion

Boehringer  Ingstheim  registro el clenbuterol  en 1978,  para
comarcializarto en dos formas: Oral en forma de granulos, cada gramo contiene
0.016 mg de clorthidrato de clenbuterol (0.0016%) y como jarabe o gel se
comarcializa conteniendo 0.026 mg de clorhidrato de clenbulerol por mL
(0.0025%) y Parenteral como solucion inyectable por via intra muscular o

intravenosa a una concentracion de 0.03 mg/iml (Cajat y Alvarez, 2002},

Mecanismo de Accidn

En la membrana celular existen dos tipos principales de receptores

adrenérgicos, conocidos como a y fi, y cada uno de eflos con diferentes
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Figura 2. Estructura det Clenbuterol (O'Keeffe el al,, 1998).



subtipos (a-1, a-2, -1, §-2, y $-3). [2sios receplores son de naturalezas protéica,
cumplen con diferentes funciones fisiolbgicas dependiendo del lejido donde se
localizan v tienen distintas propiedades farmacoldgicas (Intervet, 2002, Sumano
el al, 2002). Los f-agonista adrenérgicos son moléculas organicas que se unen
a los B-receptores dando lugar al coraplejo agonista-receptor, que a su vz aliva
a la proteina Gs. La subunidad o de la protelna Gs activa a la denilato-ciclasa,
enzima localizada en la membrana celular que convierte el ATP en monofosfato
de adenosina clclico (AMPc), el cual se une a la prolelng kinasa A, liberando
una unidad catalitica que fosforila & las proteinas inlracelulares, dependiendo
det tejido en el que actuaron estos compuestos B.agonistas (Intervet, 2002
Sumana, et al., 2002},

En el tejido adiposo, el AMPc activa a ta enzima lipolitica responsable de
la degradacion de triglicéridos (triacilglicerol lipasa), enzima que cataboliza a las
grasas liberando Acidos grasos libres (AGL) y ghicerol hacia el torrente
sanguingo (Mersmann, 1998). Los AGL verlidos en la sangre son wlilizados por
ciertos tejidos (cerebio y misculo cardiaco) como fuentes de energla. El efeclo
sobre el animal es una reduccion en el contenido de grasa corporal debido,
principalmente, a una reduccion en la lipogénesis y a un incremento en 1a
lipalisis (Intervet, 2002). En la Figura 3 se muestra chmo estos compuestos
ejercen su efecto al activar a los receptotes B-adrenérgicos, especificamente del
subtipo 1 del tejido adiposo (Garcla-Lopez, 2002).

En el tgjido muscular, el AMPc se une a la proteina aclivadora de genes
(PAG), el complejo AMPe-PAG, estimula a la polimerasa del ARN, enzima gue
es responsable de fa transcripcion de ADN gue tiene como resuttado un
incremento de la sintesis de proteina muscular. Adicionalmente, produce una
reduceion importante en la degradacion (protedlisis) de la proteina muscular

we disminuye la liberacion de aminoacidos del musculo, Fl efecto combinado
Y
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del aumento de la sinlesis v la reduccion de la degradacion de proteing, es una

hipertrofia muscular (intervet, 2002).

Estudios farmacocinglicos han mostrado que los B-agonistas con grupos
halogenados en &l anillo aromatico como gl clepbuterod, son metabolizados par
caminos oxidativos y conjugativos y tienen una vida media mas larga en el
plasma que los compuestos con grupos hidroxilos en et anillo aromatico como e
salbutamol y que son metabolizados solamente por conjugacion {Botsoglou y
Fletouris, 2001).

Farmacodinamica (accion/efecto)

El clenbuterol tiene afinidad por los raceplores adrenérgicos -1y -2,
Cuando aclua en los receptores -1, tiene su efecto en el metabolismo
causando el desdoblamiento de lipidos y estimulando la sintesis de proteina
(efecto anabolico) muscular, y en el corazon aumanta la fracuencia cardiaca @
intensidad de la contraccion (Ruvalzaba, 2003). También actdan como activador
de los P-receptores adrenérgicos det tipo -2 del arbol bronguial como
relajantes en fa fibra muscular lisa (vasodilatacion y broncodilatacion) y ademas
de gue actia sobre el sistema nervioso central, SNC (Smith, 1988), Se
encuantra como mezcla racémica 50% y 50%. En la Tabla 1 se muestia

resumida la localizacion de los f-receptores.



Tabla 1. Distribucion y Funciones de los Receplores [1-1y -2 en los Organos

y en los Tejidos,

spruay

Tipo Funciornes

g

Organos

Adipocitos (-1, -2 Lipolisis

Arleriag f-1= 32 Relajacikin

Bronguins -1+ [1-2 Relajacion
Corazon -1 [3-2 Inotropismo+, Cronotropismo+
Utero [ Retapacion

Fuente: Rico, 2002,
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Farmacocinética (destino de las sustancias en el organismo)

sanguinea maxima se alcanza a jas 2-3 hr de la administracion y tiene una vida

media plasmatica en bovinos de 16-105 hr (Ruvalcaba, 2003),

Distribucion, Se distribuye ampliamente por tode el organismo atravezando |a
barrera placentaria (monos, bovines, ratas, etc), Se acumula principalmente en
el higado donde permanece por varias semanas y se almacena &n tejido retinal

hasta por 5 meses (Ruvalcaba, 2003).

Biotransformacion, Se metaboliza por medio de reacciones de N-gwidacidn, en

hidroxiclenbuterol y conjugados glucurénidos, Se biotransforma escasamens y
se conoce poco acerca de  cualro  metabolitos del clenbuterol: N-
hidroxilarilaming.  hidroxiclenbuterol, N-nitroso  clenbuterol v 1-{4-amino-3,5-
diclorofenil}-2-hidvoxi-terbutilamine-atanol-HC, con propiedades toxicoldygicas

de riesgo para la salud humana para este Ultimo (Zalko af af,, 1987).

g}

Excresion, Presenta una excresion renal bifasica (una porcidn rapida y ofra
lenta), La orina @s la via principal de excresion, ya que 8 travas de ella se
elimina 50-85% del compuesto, La excreston a través de las heces es del H-

30% vy en la leche del 0.9-3% del compuesio (Ruvalcaba, 2003).

Toxicidad, El clenbuterol tiene una toxicidad aguda de moderada a alta, La
DL5SO esta entre 80-180 mgfkg, siendo la via parenteral la yuta mas toxica. La
forma levogia es la forma mas toxica de la mezcia racémica. No exisle

evidencia de que produzea carcinogenicidad, (Ruvalcaba, 2003).



Residuos Encontrados en Tejido Animal

Con el fin de tener mejor control sobre ¢f uso ilegal de este farmaco, e
han desarrollado varios métodos analiticos para establecer gl nivel de
contaminacion, utilizando muestras de tejidos como higada, rindn, muisculo, o
fluidos corporales (plasma, orina y bilis) (Sumano ef al, 2002), Smith y Paulson
(1997) encontraron concentraciones maximas de clenbuterol eh el plasma a
partir del dia 10 del tratamiento, sin diferencias significativas entre las
concentraciones de clenbuterol en rifion e higado en el dia 2 de retiro del
tratamientio. Para el dia 4 a party del retiro, no se presentaron cambios
sighificativos. 8in embargo, las concentraciones fuaron altas en el higado en
comparacion con otros tejidos y fluidos, lo cual sugiere que el higado es el
argano mas apropiado para el anslisis de residuos, 1.a concentacion media para
el clenbuteral en el dia 18 del retiro del farmace fue de 9.8 nglg en higado.
Smith (1998) encontrd alrededor de 0.5 ng/y de clenbuterot en @l higado, el dia
14 despues del retiro del tratamiento, En otro estudio realizado en Espana, los
residuos de clenbutero! encontrados en higado de vaca oscitan entre 160 y 29
mglkg. Las diferencias pueden deberse en pare a las dosis utilizadas en los

gstudios (Pefia y Arias, 2001).

aparicion de residuos de esta sustancia en los tejidos procedentes de animales
fratados y yue ran destinados al consumo humano, Por este motivo, las
autoridades sanitarias intentan controlar fa presencia de clenbuleral en os
tejidos en el que se ha fijado y tratar de prevenir cualquiera de los riesgos que
produce esta sustancia en la salud del consumidor. Para ello, se ha
estableciendo un Hmite maximo de residuos (LMR) (expresado en pg/iKg sobre
la base del peso fresco) que son autorizados por la Union Furppea, Este LMR

establecido en equinos y bovino es de 0.1 pg/Kg en muscuio, 0.5 ng/lkg en
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higado y rifdn y de 0.05 ng/Kg en la leche procedente de vacas tratadas con el

farmaco (3anchez ef al, 2003).

Riesdos en la Salud Humana

Aungue los residuos de farmacos de uso velerinario son refativamente
frecuentes en los alimentos, las reacciones adversas en humanos pocas veces
resultan  visibles, va que la cantidad ingerida de residuos no es o
suficientemente grande para producir signos clinicos (Pefa y Aras, 2001). kn
humanos, el clenbuterol produce un efecto broncolltico con una dosis tnica via
nasal de 10 mg (0.167 mg/kg de peso por dia), sin ninguna evidencia de
taguicardia, Con una dosis via oral superiar a & mg/dia (0.08 mg/kg de peso por
diz) por 3 dias, no se detectaron efectos en la resistencia bronguial, el volumen
de gas toraxico y presion sanguinea. £n estudios en humanos para investigar
los efectos broncopasmoticos, se administraron dosis orales de hasta 30 mg por
persona. Los pacientes que tomaron dosis de 5 mg o mas exhibieron efectos
broncopasmoliticos y la dosis sin efecto fue de 2,5 mg por persona, equivalente

a 0.04 mg/kg de peso corporal (Smith, 1998).

A consecuencia del uso de estos farmacos para la engorda del ganado,
en diversos paises euwropeos (Francia, ltalia y Espaiia), se registraron 808
casos de inloxicacion después del consumo de alimentos y subproductos de
origen animal, procedentes de bovinos tratados con clenbuterot, El B-agonista
mas popular, el clenbulerol, es también conocido como "la cocaina del ganado”,
debido a Ja cantidad de dinero negro que mueven los fabricantes. (Mitchell y

Dunnavan, 1998; Hemandez ef al., 2001; Carmona 2002), Los primeros casos



de inloxicaciones se reportaron entre octubre de 1989 v julio de 1990, en donde
136 personas resultaron intoxicadas por consumir higado de vaca comaminado
con clenbuteral. En 1992, el numero de intoxicaciones aumentd a 232 personas,
siendo el ultimo caso @l reportado en 1998 (Figura 4). Los signos de las
intoxicaciones aparecieron después de 30 minutos y hasta 6 horas de haber
ingerido el alimento contaminado (Blass ef al., 1998). En Barcelona en 1998, 15
personas resultaron afectadas (Smith y Paulson, 1997). B hecho de que la
mayorla de las intoxicaciones se hayan producido por consumo de higado, se
debe a que es el drgano donde se acumula la mayor concentracion de residuos

de este B-agonista (Canmona, 2002),

Actualmente, & uso de B-agonistas como promotores de crecimiento se
encuentran prohibidos en Europa, Estados Unidos vy Chile, Investigaciones
hechas en Cstados Unidos a comienzos de los 90's dejaron en gvidancia el
peligro gue ocasionan 10s B-agonistas debido al deceso de 3 cludadanos

nofteamericanos. (Rojas y Treguear, 2002),

Situacion Actual en México

I clenbuterol gs un producto que tiene prohibida su venta en Midxico,
segun el Diario Oficial de la Federacion det 10 de agosto de 1999, Esto se debe
a que en otros palses ha dejado secuelas graves en el organismo humano,

después de consumir carne de animal alimentado con esta sustancia,
Ne acuerdo con auloridades sanitarias, productores gvicolas vy
fabricantes de alimentos, el consumir came contaminada por esta sustancia

produce en los consumidores una iMtoxicacion.  Los  sintomas  de  estd
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Figura 4. Evaluacion Temporal de los Casos de Clenbuterol (Hemandez of al,, 2001},



infoxicacion se manifiestan como tagquicardia, problemas gastrointestinales,
temblores, vértigo, dolores musculares y articulaciones, dolor de cabeza, cancer
de prostata y gastrico, En caso del que el afectado sea cardiaco, ef consumo de
este producio puede provocar fa muene (Flores, 2000). ks importante sefialar
que solamente en el caso del clenbuterol se han documentado estos efeclos
derivados de la ingesta del farmaceo incluido en productos de orgen animal

(Sumano, ef al., 2002).

En nuestio pals, se han detectado casos de intoxicacion con clenbuterol
en algunos estados de la Republica. Los datos oficiales del Centro de Vigilancia
Epidemiologica han notificado hasta la fecha 27 casos que han afectado a 132

personas, en todos los casos se asociaron al consumo de higado de res.

Efgrupo de edad vy sexo més afectado es el femenino, de 25 a 44 aios,
{a Tabla ? muestra el namero de casos de intoxicacion por clenbuterol
reportado por el Sistema Nacional de Vigihancia Epidemiologica, catalogados

por entidad fedarativa (Gracla-Lopez, 2002),

La presencia de clenbuterol en carne y visceras de ganado hoving fue
identificado como el responsable de varios casos de infoxicacion alimentaria por
el consumo principalmente de higado, Debide &l uso indiscriminado de
clenbuterol en la alimentacion de animales para el abasto publico, como agente
promotor del crecimienty gque fomenta la hipertrofia muscuiar y reduce la
producelon de grasas en los animales; la Secretarfa de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) emitid la Norma Oficial
Mexicana de Emergencia, NOM-EM-015-200-2002, especificaciones téonicas
para el control del uso de P-agonistas en animales. £n ella se prohibe la
praduccion, manufactura, fabricacion, elaboracion, preparacion, importacion,

wafico, acondicionamiento, transportacion, comearcializacion, suminisiro  y/o
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Tabla 2. Intoxicaciones con Clenbuterol Asociadas al Conhsumo de Carne

o Higado de Bovino Reportadas en México,

Entidad fedarativa No. De Casos NOo. de Personas
I rrinih
Jalisoo 15 a7

Distrito Federal 4 21

Estado de México 3 17
Hidalgo 1 ]
Guanajualo i &
Queretaro i 11

Michoacan 1 1
Total 27 132

Fuente: Garcla-l.opez, 2002,
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utilizaciéon de los sigulentes principios activos como ingredientes activos,
ingredientes  alimentarios y/o medicamentos an formulacion de  produclos
alimenticios  destinados para consumo vy uso en animales (Tabla 3). Sin
embargo, hace la excepcion de aguellos productos B-agonistas que cuenten
con registro y autorizacion de la BAGARPA, Ademas establece multas de mit A
30 mil salarios minimos a quien administre clenbuterol a ganado destinado para
consumo humiano (NOM-EM-0156-Z00-2002}).

Los productos que marcan fa excepcion y que cuentan con registro de la

SAGARPA son los siguientes (Garcla-Lopez, 2002},

Zimax: Cuyo principlo activo es el zilpaterol, de laboratorios Hoechsl Roussel,
registrado desde 1997 (SAGARPA 069H7-086), autorizado sU emplao $6lo en

hovinos.
Paylean: que tiena como principio activo ractopaming, de laboratorios Izlanco,

registrado en @l 2001 (SAGARPA Q1807-036), autorizado su empleo solo en

POICINGS,

22



hin

Tabla 3. f-Agonistas Prohibidos como Promotores de Cracimiento en México,

Brombulerol
arbulerol
Cimaterol
Cimbuterol
Clenbuterol
fFenoterol

lsoproterenot

Mabulerol
Orciprenaling
Pirbuterol
Ractopamina®
Salbutamol
Terbutalina

Zilpaterol”

AR

AipTiniaT

i

* Estan permitidos,
Fuente: NOM-EM-015-200-2000
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Métodos Analiticos de Deteccion para Clenbulerol

El uso llegal de B-agonistas como systancias promotoras de crecimiento
en ganado vacuno destinado para consumo humano, subrraya la necesidad de
desarrollar sistemas propios de control, los cuales incluyen técnicas de alta

sensibilidad y procesamientos adecuados de las muestras (Careri el g/, 2002).

Extraccion y Purificacion

A consecuehcia de la prohibicion del uso de B-agonistas como
promotores de crecimlento en la Union Europea, se requieren de métodos
anallticos para detectar su uso ilegal. Estas nuevas estralegias se basan en la
selectividad de los procesos de exiraccion, purificacion vy analisis de las

muestras (Fior ef af., 2002).

lL.os PB-agonistas son compuestos polares que se extraen de malrices
biolbgicas, empleando solventes Ecuosos U organicos. Para muestras liguidas,
ales como orina y plasma, la materia suspendida puede ser removida por
centrifugacion o fillracion (Boyd, ef al, 1986) y sus extractos son traladas con
enzimas como fa $-glucoronidasa-sulfatasa para facilitar su hidrdlisis (Botsoglou

y Flatouris, 2001).

Las muestras solidas, tales como el higado y moscuto requieren de
{ratamientos mas intensos. Para asegurar la extraccion maxima de los analitos,
la muestra es homogenizada en agua, acido o buffer acuosos, seguido de la
centrifugacion. El sobrenadante puede ser tratado de varias maneras, puede
sar acidificado o alecalinizado o tratado con solvenles orgénicos para la
remocion de la grasa, o tamblén puede ser tratado con gnzimas (proleasas)

para facilitar la digestion (Boyd ef al., 1890),

24



Existen varios métodos para la extraccion del clenbuterel y otros
B-agonistas en los que se incluye: malriz de dispersion en fase solida (MDFS),
extraccion en fase solida (EFS), cromatografia de inmunoafinidad (GIA) y
extraccion Hauido-liguido (ELL) con extraccion en fase solida (EFS) (Colling y
O'keatfe, 1994, Poletiini ef al, 1995), Guy of al. (1999) y Botsoglou y Fletouns
(2001) indicaron que estos métodos se pueden combinar para M@ajorar
eficlentemente la purificacion de los extractos,

Las lécnicas convencionales para el analisis de residuos en tejido iniclan
con la etapa de homogeneizacian, seguido por extraceion y purificacion de ta
muestra. Felos procesos son muy laboriosos y requieren de varios pasos pars
la purificacion del analito. Por lo que el uso de matrices de exiraccion en fase
solida es una alternativa, ya que la extraccion y purificacion pueden realizarse
simultancamente. Fstas téonicas presentan ventajas economicas al reducir los
tiempos de proceso y minimizar ef uso de solventes, La extraccion en matriz de
dispersion en fase solida (MDFS) es un ejemplo de ésta (Home, 1998)
fase solida (MISPE, por sus siglas en inglés), y analizaron [-agonistas por
cromatografia liquida de alla resolucion con deteccion electrogquimica vy
espectromelria de masa (LC/ECD/MS). ENimite de deleccidon determinado fue

de 0.4 ng/g vy la recuperacion fue del B0%.

Fiori af al. (2002) compararon diferentes columnas de extraccion en fase
solida como las de intercambio idnico con clanopropit (CN), resinas de
intercamblo cationico (SXC), mezclas de fases (MPHY/(C8+SXC) y Cp (CraNE).
“ata Olima columna es capaz de purificar los f-agonistas que se encueniran en
concentraciones menores de 0.5 pph y con un 93% de recuperacion. Para esta
detarminacion se Uso la cromatografia de gases acoplada a la aspectrometria

de masas (CG-MS), como método de deteccion,
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Guy el al. (1999) concluyeron que la purificacion en columnas de Cyg y
resina de  intercambio catidnico (SCX), evitan el uso de columnas de
inmunoafinidad. El empleo de columnas de inmunoafinidad proporeiona

extractos de gran pureza, pero soft muy costosas pars analisis de rutina.

La cromatografia de inmunoafinidad (CIA) tambien es muy valiosa para
aislar y purificar muestras para el analisis de residuos: aungue se ha reportado
que una concentracion insuficiente de anticuerpos o de baja actividad es una
limitante  (Brambilla ef al, 1998). Rstas técnicas exploran  Interacciones
anficuerpo-antigeno  para  aistar  selectivamente  los analitos de mezclas
complejas. Crescenzi ef al. (2001) utilizaron una columna de inmunoafinidad
con g-acido-glucoproteina para la purificacion de adrenérgicos en muestras de
orina. Los extractos fueron derivatizados y analizados por cromatografia de
gases espectrometria de masas-masas (GC-MSIMS) con ionizacion quimics
positiva. Log resultados indicaron que la columna de inmunoafinidad con o-
acido-glucoproteina fue efectiva en la purificacion de B-agonistas. Esto se debid
a sy capacidad de carga dando lugar a una mayor concentracion (0.2 g/ml.) del

analto.

La aplicacion de muestras preparadas antes de un inmunoensayo pueds
reducir interferencias en la matriz y concentrar los analitos de iMerés. Haasnoot
af al. (2002) desarrollaron un método de inmunofiltracion (IF) que fue aplicado
para purificar las muestras en combinacion con un ELISA, Con este
acoplamiento (JF-ELISA), se enconiraron concentraciones entre 0.14 y 0.21
ng/mi., por debajo del limite maximo de deteccion y un 77% de recuperacion,
Collins y O'keeffe (1994) presentaron un meétodo en donde combinan extraccion
liquido-liquido y extraccion en fase solida. La ventaja de ésla léonica es la alts

recuperacion de varios f-agonistas de manera rapida. Las concentraciones



reportadas por este método, para clenbuterol en orina e higado son de 0.13

ng/ml. y 0.48 ng/g, respectivamente.

Meatodos Anallticos

La utllizacion de B-sgonistas en forma ilegal requiere del desarrollo de
procedimientos analiticos capaces de detectar y confirmar un gran numero de
B-agonistas de manera simultanea (Kulper ef al, 1998). Después de log
procesos de extraccion y purificacion, los B-agonistas pueden ser detectados

por diversas {écnicas. Entre las principales se incluyen inmunoensayos,
cromatografia de gases (GC), cromatografia liquida de alta resolycion (HPLC) y

estas dos Glthmas con sus modalidades con acoplamiento a espectrometria de

masa (MS) (Gonzélez et al., 1997).

Métodos  Inmunologices. Se han publicade vy discutido algunos metados

inmunoquimicos para determinar la presencia de estas drogas en matrices
biologicas, En los laboratorios, la estralegia mas comun para el analisis de
residlios de B-agonistas, se basan en ensayos inmunogquimicos que tienen la
ventaja de ser rapidos, sensibles, especificos, econdmicos y de facit manejo,
Los métados utiizados mas frecuentemente san: Radioinmunoanalisis (RIA, por
sus siglas en inglés), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA, por
sus siglas en inglés) e inmunoensayo absorbente (KA, por sus sighas an inglés)

(Hogendoorm y Zoonen, 1998).

Una de las primeras metodologlas desarroliadas para la identificacion y
cuantificacion de f-agonistas fue el radioinmunoanalisis (RIA), reparfade por
Kopitar y Zimmer para estudios fannacologicos di clenbuterol en tgjido animal
(Royd ef al,, 1998). Esta es una téonica allamente sensible, por fo que permite

medic compuestos a muy bajas concentraciones, el limite de deteccion
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reportadas por este método, para clenbuterol en orina e higado son de 0.13

ng/ml. y 0.46 ng/g, respectivamente.

Métodos Analiticos

La utilizacion de P-agonisias en forma ilegal requiere del desarollo de
procedimientos anallticos capaces de detectar y confirmar un gran nlimero de
R-agonistas de manera simullanea (Kuiper ef al, 1998). Despues de log
procesos de extraccion y purificacion, los -agonistas pueden ser detectados
por diversas técnicas. Entre Jas principales se incluyen inmunoensayos,
cromatografia de gases (GC), cromatografla Hguida de alta resofucion (HIPLG) v
estas dos oltimas con sus modalidades con acoplamiento a espectrometria de

masa (MS) (Gonzalez ef al., 1997).

Métodos _Inmunolégicos, Se han publicado y discutido alguhos métodos

inmunoquimicos para determinar la presencia de estas drogas en malrices
bioldgicas, En los laboratorios, Ja esirategia mas comuin para el andlisis de
residuns de P-agonistas, se basan en ensayos inmunoquimicos que tienen la
vantaja de ser rapidos, sensibles, especificos, econdmicos y de facil manaejo.
Los métodos utilizados mas frecuentemente son: Radioinmunoanalisis (RIA, por
sus siglas en inglés), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA, por
sus siglas en inglés) e inmunoensayo absorbente (EIA, por sus siglas en ingles)

(Hogendoorn y Zoonen, 1998).

Una de las primeras metodologlas desarrolladas para la identificacion y
cuantificacion de Pragonistas fue el radioinmunoanalisis (RIA), reportado por
Kopitar y Zimmer para estudios fanmacologicos de clenbuterol en tejido animal
(Boyd e al,, 1996). Esla es una {ecnica altamente sensible, por lo gue permite

medir compuestos a muy bajas concentraciones; el limite de detecelon
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reportado en tejido fue de 0,125 nglg (Flores ef al., 2002), Collins v O keefle
(1994) también describigron un metado para identificar multiresiduos de 4 f-
agonistas  (clanbuterol, salbutamol, mabuterol v terbutalina) usando  un
radioinmunoandlisis (RIA) como método de determinacion. Debido a que puade
detectar un rango amplio de residuos de B-agonistas presentes en las muestras,
el radioinmunoanalisis pueds ser usado como método rapido de ruting
(Faughey et al., 2001). Sin embargo se requiere contar con la disponibilidad del

anticuerpo marcacdao y equipo analitico especifico (Flores et al., 2002),

Otra prueba tnmunologica disponible es ELISA, la cual es usada
exitosamente en varios palses. Actualmente se dispone de una gran canticlacl
de kit comerciales para realizar inmunoensayos. Estos kits, fueron diseflados
para clenbuterol, pero presentan reactividad crizada al detectar otros
B-agonistas  (salbutamaol, mabuterol, mapeanterol, cimateral, bromobutaral v
terbutalina) lo cual conduce a falsos positivos. Los métodos inmunoguimicos de
deteccion solamente muestran especificidad por una sustancia o sustancias
muy similares, pero no proporcionan la identidad quimica del analito (Wicker et
al., 1988,

Ramos et al. (1998) demostraron que el método de ELISA es un método
rapido de deteccion. Los resultados confimaron gque gt clenbutara! sigue siendo
el B-agonista mas usado ilegaimente para promover el cracimiento en ganado
having, &l limite minimo de deteccion es de 12.5 ppt y no requigren de un

aquipo sofisticado para su implementacion en el laboratorio (Urquidez, 2001),

El matodo de ELISA tiene la ventaja de que se pueden manejar un
elevado nimero de muestras, o que repercute en la disrminucian del precio por

muestra analizada. Es un método muy sensible, répido y de facil manejo v

requiere de inversion minima de equipo, materiales y reactivos, La principal




desventaja ha sido la reactividad cruzada con olros miembros de Ja misma

familia quimica lo cual conduce a falsos positivos (Flores ef al., 2002).

Haasnoot ef al. (1990) desarrollaron un inmunoensayo absorbente {121}
para delectar clenbuterol en plasma. Posterormente fue desarollado un
método (EIA) para detectar ractopamina en orina (Hassnol ef al, 1994). Este
método es sensible v rapido, y puede ser usado como mitodo de rding para el
analisis de clenbuterol y ractopamina. El iempo maximo de cortida del ensayo
es de 35 min, por lo que se puede detenminar un gran nUmMero de muestras en
sorto tiempo ya que no requiere de procedimientos de extraccion y purificacion

de muestras (Blass ef al., 1997).

Téenicas Confirmativas. Los métodos por inmunoensayos son muy Utiles como

pruebas preliminares para el analisis de rutina de P-agonistas, sin embargo, se
requigren de procedimientos confirmatorios para la tdentificacion  neguivoca.
La deteccion con espectrometrla de masa (M8) es un metodo confirmatorio, ya
gue proporciona la informacion estructural del analito y provee fa identificacion
inequlvoca de la sustancia detectada {O'Keeffe, 999). Las aphcaciones tipicas
en analisis de residuos son interfasando una separacion cromatografica con un
detector de MS. Esta interfase puede ser por via presion atmosferica (APCI),
electro-atomizacion (ES1), impaclo electidnico (El) o ionizacion quimica (Cly;
estos dos ultimos son los mas ulilizados para el analisis confirmatorio de

RB-agonistas (Visser ef al,, 1994, Boyd el al,, 1998,

Un espectrdmetro de masas @s un equipo analitico que deternina el
peso molecular det compuesto quimico poy separacion de log jones moleculares
conforme a su relacion masa carga (m/z). Los fones son generados por

induccion. es decir por la pérdida o ganancia de una carga, &l resullado de la
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ionizacion, separacion del ion y detecoion produce un especlio de masas

caracteristico (Siuzdak, 1996).

Un espectrometro puede ser dividido en tres partes fundamentales:
fuente de ionizacion, analizador y detector, La muestra se introduce en ia fuente
de jonizacion del instrumento, una vez dentro, fa molécula es ionizada, y por
altime estos iones son levadas hacia ia region del analizador de masas, donde
son separados de acuerdo a su relacion masa/carga (mfz). Estos iones
separados son detectados y la seffal se ehvia a un sistema de dalos donde |a
telacion miz es graficada en funcion de la abundancia relativa de cada ion,
generandose o que se denomina un espectro de masas (Sanchez y Granda,
2003), La Figura 5 ilustra los componenles basicos de un espectrémetro de

masas.

Los espectrometros de masa cuadrupolo y los de trampa de iones son
los que mas se utilizan en el analisis de drogas de abuso, La cromatografia de
gases acoplada a cualquiera de los dos espectiometros, trabajando en modo
"full sean” con impacto alectrdnico, identifica drogas y sus metabolitos presentes
en matrices biotogicas y no biolagicas (Sanchez y Granda, 2003).

Debido a que hay compuestos que lienen estructuras muy stmilares, 1a
primera aplicacion de la espectrometiia de masas (M8) no es suficiente. Por 1o
tanto se recomienda la fragmentacion del compueste por espectrometria de
masas en tandem o MS/MS para una mayor confiabitidad o validaciéon de la

confirmacion de la identidad del analito (Carerl ot al.,, 2000, Flores ef al., 2002).

Para la determinacion de P-agonistas, la MS/MS ofrece vertajas sobre
un simple M3, La M8/MS proporciona la discriminacion entre los analitos en
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base a {as propiedades cromatograficas de deleccion (tiempo de retencion) de
los iones padres, MS,, y los iones hijos, M3, (De Wasch et al., 1998},

[.a espectrometria de masas en tandem consiste en obtener un segundo
espectro de masas a pantir del primero, o sea despues de la fragmentacion de
una molécula, es necesario volver a fragmentar de nueve para que se formen
nuevos fragmentos o se intensifiquen algunos de Jos ya existentes. A parir de
un denominado ién padre o ion precursor obtenido de la primera fragmentacion
(Figura B}, se obfienen los denominados iones hijas © lones productos. Esta
segunda fragmentacion se lleva a cabo a fravés de la denominada disociacion

mediante colisidn inducida.

Se han descrito varios métodos analllicos para la confimacion de
residuos de P-agonistas en tejido animal y en fluidos corporales, Para la
dentificacion de estos compuestos, se pueden emplear los metodos de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y/o la cromatografia de gases
(GC), ambas acopladas a espectrometila de masas (Guy ef al, 1998).

Un prerequisito del  analisis de PB-agonistas por GC-MS es ia
derivatizacion de los grupos polares funcionales (-OH, -NHy) en la moléoula
(Hogendeorm y Zoonen, 1998; Guy et al., 1999). Los sililderivatives son fos mas
utitizados: un procedimiento tipico de sililacian fue descrito por Furst et al
(1989). Garcia-Regueiro el al. (1993) exirajeron salbutamol y clenbuterol
utilizando extraceion en fase solida para purificar los extractos analizados por
GC-MS.  Los  compueslos  fueron  derivatizados  con bis({rimetilsilil)-
wifluoroacelamida  (BSTFA). Whaites vy Murby (1999) desarroliaron  una
metodologia por GC-M8 pars la delerminacion de clenbuterol en orina

utilizando un di-trimetilsitil derivativo (MSTFA) a 60°C.
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Figura 6, Fragmertacion del Clenbulerol por GC-MS (Fente ef al., 1994).



Fior ef af. (2002) desarrollaron un procedimiento por cromatografia de
gases y espectromelrla de masas/masas, para confirmar la presencia de
clenbuterol y verificar ta eficiencia del procedimiento de purificacion de muestras
de higado en columnas de Cy Fente f al. (1999) realizaron confirmaciones
por cromatografla de gases con espectromelria de masas con impacto
electronico (El), para detectar clenbuterol (5 ng/y) en pelo de bovino. En el
mismo afo, Whaites y Murby (1999) demostraron que el meétodo puede detectar
la presencla de clenbuterol en orina de bovino en ppb (0.1 ng/ml.). Gonzalez et
al. (1997) también desarollaron un método de GC-MS después de extraer
muestras de higado por didlisis. La téanica presentd un limite de deteccion de

250 ppt en higado,

La cromatografia liguida se ha utilizado como método de separacion de
residuos de  P-agonistas en ganado bovino. Su aplicacidon es fimitada por (a
deficiente sensibilidad v selectividad de los detectores por  ultravioleta,
electroguimica o fluorescencia para el analisis de residucs (Polettini e al., 1985,
Guy et al., 1999).

l.a cromatogratia liquida acoplada a la espectromatria de masas (LC/MS3),
permite la identificacion de  f-agonistas sin la necesidad de derivatizar (Elliot,
1998; Guy ef al,, 1999). Esle método unido a ionizeeion con electroatomizacion
(ESD) y jonizacion quimica a presion  atmosférica (APCI), se uliliza para
dentificar el lon padre (M+H)" de los B-agonistas. Sin embargo para una
identificacion inequivoca del analito, es necesaria la fragmentacion  del
compuesto, s decir, es necesario realizar masas/masa, MSMSE (De Wasch el

al., 1998).

De Wasch ef al. (1998), utilizaron cromatografia liguida acoplada a

espectrometria de masas con ionizacion por atomizacion (LC/ESIMS/MS) para
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identificar cuatro B-agonistas y cuantificar clenbuterol en higado. Guy ef al.
(1999) tambien monitorearon clenbuterol en productos carmicos @ higado por

(LC/EISMS/MS), encontrandw limites de deteccion de 10 ng/kg.
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MATERIALES Y METORDS

Ragoleseion de Mugstras

Se realizaron tres muestrens completamente al azar en el mercado de 1a
localidad. Las muestras de carme de bovino (pulpa negra v molida) obtenidas
fueron de 9 centros comerciales en tres muestreos, haciendo un total de 50
muestras. Bl primero y segundo muestreos fueron realizados en Sepliembre y
Octubre del 2002. Bl tercer muestreo fue realizado en Agosto del 2003, Las

muestras fueron congeladas a -20 °C hasta su analisis,

Reactivos

£l estandar de clenbuterol, el fosfato de potasio monobédsido anhidro, el
acido perclorico, el agente derivatizante bis(trimetilsilibtrifluore-acetamida
(BSTFA), acido fonmico, acetato de etilo, metanol y n-heptano, fueron oblenidos
de Sigma (St Louis, Mo, USA). EI tris-buffer (hidroximetil) aminometano fue
obtenido de Bio-Rad (Richmond, CA, USA). Ef kit de ELISA para clenbuterol y
las columnas C18 fueron de RIDASCREEN® (R-Biopharm AG, Darmstadt,
Germany), El hidréxido de sodio y el &cido clorhidrico fueron de Merck

(Darmstadt, Germany ). Todos los solventes fueron grado HPLC,
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Preparacion de Cstandares

Soluciton Madre de Clenbuterol (1 mg/ml.)

Se transfirieron 10 mg de clenbuterol a un matraz volumetrico de 10 mil,
aforandolo con agua destiada y adicionando 2 gotas de acido formico 0.1 M
para proporcionarle eslabilidad al compuesto. Esta solucion puede ser

almacenada bajo refrigeracion durante 2 meses.

Solucion Intermedia de Cltenbuterel (10 pg/mi.)

Se transfind 1 mlL de la solucidn madre a un matraz volumétrico de 100

ml., aforandolo con agua destilada,

Solucion de Trabajo de Clenbuterol (0.1 pg/mL)

Se transfiria 1 ml. de solucidn intermedia a un malraz volumeéatrico de 100
ml., aforandolo con metanol. |.a solugion de trabajo fue preparada diariamente a

diferenies concentraciones,

Analisis por ELISA

Procedimiento de Extraccion de la Muestra

g de muestra de carne se depositaron en un tubo para centrifuga de 50
mL y se homogenizaron con 25 ml de 50 mM tris-buffer (trishydroximethyl-
aminometano, a pt 8.5) por 30 min. Al tubo se le atadieron 15 mi. de n-
heptano y fue agitado por 5 min para desgrasar la muestra. Posteriormente se
centrifugd por 5 min a 5000 rpm a 4°C. La capa superior de heplano fue
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removida juntamente con la capa intermedia de grasa, usando una pipetia
pasteur. Fl proceso de extraccion con heptano fue repetido una vez mas con
otros 15 ml. Al homogenizado acuose se le adicionaron 085 mL de HC
concentrado, agitdndelo por 1 hr. Después fueron tomados 6 g del
homogenizado de carme y depositados en un vial, centrifugandoelo por 15 min a
5000 rpm a 4°C, El sobrenadante fue transferido a otro vial, conteniendo 300 L
de NaOH 1M, mezclandolo por 15 min con 4 mb de Ki4,PO,-buffer H00 mM, pH
3. El ubo fue almacenado a 4°C por 16 h (R-biopharm, 2002).

Procedimiento de Purificacion de la Muestra

La columna Cyy fue primeramente lavada con 3wl de metanol (100%).
Después de que el metanol fue eluido, la columna fue equitibrada con 2 mi. de
solucion de KHaPO.-buffer 50 mM a pH 3, Daespués la muestra fue pasada a
través de la columna y lavada con 2 ml. de solucion buffer de KHpPQ4 (50 mM,
pH 3). La muestra fue eluida con 1 mlL de metanol (100%), El eluyente fue
evaporado completamente a una temperatura entre 50 y 60°C con corrienie de
nitrégeno, y el residue seco fue redisuelto en 0.4 ml de agua destilada.
Alicuotas de 20 i del extracto fueron usadas en el ensayo iInmunoabsorbente

ligado a enzima (ELISA) (R-biopharm, 2002}.

Analisis de Clenbuterol

k) ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) del kit fue usado
para el analisis de clenbuterol. La reactividad cruzada del anticuerpo con los
diferentes compuestos como fue proporcionada por el proveedor se muestra en

la Tahla 4.

100 1L de solucian del anticuerpo diluido (400 . del anticuerpo anti-clenbulerol

+ 4 ml, buffer) fueron afadidos a cada pozo del microplato @ incubados por 15
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Tabla 4. Reactividad Cruzada del Anticuerpo Clenbuterol con Diferenies

Compuesios.

Compuesio Reaclividad cruzada (%)
Clenbuterol 100.0
Brombuterot 150.0
Terbutalina 10.0
Salbutamol 10.0
Cimaterol G.0
Mabuterol 86.0

rarbuterol 4.0
tsoproteranol =01
Adrenalina <().01
Noradrenalina <001

Fuente: R-hiopharm. 2002,
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min & temperatura ambienta en la oscuridad. Posteriormente, a cada pozo se le
afadieron 20 pl. de solucion esténdar de clenbuterof (0, 100, 300, 900, 2700 y
8100 ng/L) y 20 pl del extracto de fa muestra, A cada pozo s¢ le afadieron 100
uL de solucidn del conjugado enzimatico (peroxidasa conjugada anti clenbuiterol)
y el microplato fue incubado por 30 min a temperatura ambiente. Los residuos
del conjugado enzimatico fueron removidos vertiendo el microplato en un papel
absorbente, seguido de 3 lavados con 250 pl de agua destilada. Al finalizar los
lavados 100 i del substrato (urea perdxido} y cromageno (fetrametilbenzidina)
fueron adicionados a cada pozo. El contendido fue mezclado manualmente e
incubados por 156 min a temperaturs ambiente bajo oscundad. Despues, 100 i
de solucién paralizadora de la reaccion (acldo sulfirico 1 M} fueron afadidos a
cada pozo, el contenido fue mezclado cuidadosamente v la absorbancia fue
leida en el lector de micra-placa de ELISA (OPEYSMR-DYNEX Technologies,
USA ) a 450 nm (R-biopharm, 2002} Todos los analisis se realizaron por

duplicado,

Analisis de Datos.

Los datos se analizaron con el programa computacional RIDAWIN ELISA
(R-Blopharm AG, Darmstadt, Germany) conectado al lector de ELISA que
promedia los dupticados, da la desviacion estandar de la leciura y ajusta la
curva de calibracion, Los valores medios de la absorbancia obtenidos de oz
eslandares y de las muestras, son divididos por el valor de la absorbancia del
estandar cero y multiplicado por 100, El estandar cero representa el 100% vy los

valores de fas absorbancias son representadas en porcentajes:

Absorbancia de la muesira ,
e x 100 = %absorbancia

Absorbancia del estandar cero
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Los valores de las absorbancias calculadas de los estandares son

graficados contra la concentracion de clenbuterol en ng/kg (ppt).

Recuperacion del Método

Muestras de carne (5g) que resultaron negativas por la prueba de ELISA,
fueron fortificadas con solucion metandlica de clenbuterol en niveles de 1, 2, 3y

6 pph pata verificar la exactitud del método (Sawaya et al., 2000),

Analisis por Cromatografia de Gases

Procedimiento de Extraccidén de iz Muestra

La extraccion de la muestra se realizd por la téenica reportada por R-
Biopharm (2002) del kit de ELISA con modificaciones. Se homogeneizo 1 g e
muestra con 1 mL tris-buffer 50 mi (tishydroximethyl-aminomethang, pH 8.5)
utilizando un homogenizador Ultraturrax a maxima velocidad, por 2 min. A esle
hemogenizado contenido en un tubo para centrifuga de 50 mb de polipropileno,
se le anadieron 2 mL de n-heptano. Esta suspensidn fue mezclada utilizando un
vortex por 2 min y centrifugada a 10000 rpm por 15 min a 4°C, La caps superior
de heptano fue removida juntamente con la capa inlermedia de grasa, wsando
una pipeta pasteur, €l proceso de extraccion con heptano fue repetido una vez
mas con olros 2 mb. Al homogenizado acuoso se le adicionaron 0.5 ml de
acido percldrico concentrade, agitandolo por 20 min y centrifugandolo por 15
min a 10,000 rpm a 4°C. Eb sobrenadante fue transferido a otre vial,
conteniendo 300 ul. de NaOH 10 M, se mezcld por & min y se afadieron 4 mi.
de buffer de KHPO, 500 mM, a pH 3. Se ajustd el pH de la muestra a Gy esia

fue almacenada a 4°C por 1h,
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Purificacion en Columita de Cyp

La columna fue primeramente acondicionada con 8 ml. de metano! al
100%. Después de gue el metanot fue eluido, la columna se equilibrd con 2 mb
de buffer de fosfato 1.0 M (KIHPO4 pH=3), Bl extracto previamente obfenido
fue eluido a través de la columna la cual fue tavada con 2 ml de bulter dge
fosfato 1.0 M (KiHPOL: pH=6), Fl clenbuterol fue eluido con 1.5 ml de metanol
(Sawaya el al, 2000), El extracto fue colocado en un vial de derivatizacion vy

concentrado hasta sequadad bajo flujo continuo de nitrogeno a 45%C.

Proceso de derivatizacion de Ia muestra

£l residuo fue derivatizado con 100 ul de una mezcla de BSTFA
(trimetilsilil-trifluoroacetamida) y acetato de etilo (101, viv) y calentado a 70°C
por 30 min (Haasnoot e al, 2002). Después de que el proceso de
derivatizacion fue completado, la muestra fue transferida a un vial para
cromatografia y el solvente fue evaporado a 35°C bajo nitrogeno. £ residuo fue
disuello en 25 pl de acetato de etilo, de los cuales 3yl fueron inyectados en @l
cromatografo de gases en modo spliless (Fente ef af, 1999, Haasnoot ef al.,

2002).

Identificacion por GC-MS/ MS

El instrumento fue un cromatégrafo de gases CGQ plus de Finnigan
(Thermo Quest, Italy) equipado con un aulomuestreador AS 2000 (Thenmo
Quest, Italy). Ef sistema cromatografico fue interfasadao a un detector de masas
Finnigan (Thermo Quest, laly} con trampa de lones modelo 2000, L
separacion cromatografica fue realizada en una columna capilar DB-5 de 15 m X
0.26 mm i.d x 0.25 pm (J & W Scientific, Fotsom, CA, USA). Las condiciones de
analisis fueron las siguienles: la temperatura inicial en el homo fue de 120°C

por 0.1 mih, después se aumentd fa temperatura a 245°C a 15°C/min y se
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mantuvo la temperatura por 1 min, seguido por un incremento hasta una
temperatura final de 270°C a 30°C/min y mantenida por 5 min. El gas
acarreador fue helio con una velocidad de flujo de 1 mL/min. La temperatura del
inyector operado en modo splitless (1,85 min), de la linea de translerencia y det
detector fueron de 2B0°C, 275 y 260°C, respactivamente. Eb analisis fue
realizado en el modo de fonizacion en impacto electrénico, La temperatura de |a
fuente de lones fue de 200°C. El sistema fue operado en modo MS/MB,
analizando &l fragmento de la estructura wolecular original oblenida del Mby
los fragmentos del ion precursor (m/z = 262) caracteristico del clenbuterol

(Ramos et af., 1998). En la Tabla § se resumen las condiciones del GC-MS/ME,
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Tabla 5. Condiciones para el Analisis por Espectrometria de Masas/Masas,

Temperatura de la fuente de iones (°C) 200

Tiempo de inicio (min) 4

Modo de analisis MS/MS; g=0.25

Jon precursor 262

Ancho (m/fz) 4

Energia de colisidn (v) 1.15

lones productos {M/z) 188-192, 225.229, 262-204
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de Clenbuterol en Carne de Bovine por ELISA

En este trabajo se utilizd un método de ELISA especifico para clenbuterol
de R-biopharm (2002). Las concentraciones de clenbuterol para conatruir la
crva de calibracion fueron de 0, 100, 300, 900, 2700 y 8100 ppt (partes por
friflon). La curva de calibracion mostrd una relacion logaritmica en el rango dea
concentraciones  bajo  estudio, con un coeficlente de determinacion  de

¥ = (),00097 (y = -18,396L.n(x)+184.68) para el clenbuterol,

La recuperacion de clenbuterol por ta técnica de ELISA fue evaluada
preparando muestias de carme fortificadas. Se observd una recuperacion de 95-
101 % en e rango de forlificacion de 1000 a 3000 ppt (Tabla @) Una
recuperacion de tan solo 43.5 % se observo para una fortificacion con 6000 ppt,
Sa han reportado porcentajes de recuperacion de clenbuterol determinados por
ELISA que vatlan entre 44.8 y 80,5 % para orina (Sawaya el al. 2000, Haasnoot
el al. 2002) y de 95% a 113% para higado (Degand el a/1992). El limile de
deteccion establecido por el kit de ELISA especifico para clenbuterot es de 100

ppt.

La reproducibilidad de la técnica fue buena, ya que los coeficientes de
variacion para los estdndares de clenbuterol fueron menores a 1.5 % y para las

muestras fueron menores a 2.4.2 %,

Sa coleclaron un total de 50 muestras de carme de bovino de nueve
establecimientos diferentes siendo estas, § tiendas de autoservicio y 4
camicering. Las muestras fueron colectadas en tres ocasiones diferentes, el

primer y segundo muestreo fueron realizados en el 2004 y el tercero en el 2003,
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Tahla 6. Recuperacién del Clenbuterol en Carne por ELISA (n=3).

Concentracsion Concertracidn
aftadida promedio

(PPl (pph)

Recuperacion

(%)

1.0 095021
2.0 2,023 4022
3.0 3.034 2 0,02
3.0 2.612 10,51

950

10115
101,20

43,573

..........
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De las 50 muestras de carne de bovino colectadas del mercado local en
fres ocasiones diferentes v analizadas por ELISA, 6 muestras (12 %) se
encontraron contaminadas con clenbutero! (Tabta 7). Dos de las musstras
analizadas presentaron concentraciones de 3000 ppt de clenbuterol y las cuatro
restantes estuvieron en el rango de $000 - G000 ppt. De acuerdo a lo
establecido por los laboratorios de SAGARPA, las muestras gue se encuentren
pi concentraciones mayores o iguales a 2000 ppt de clenbutero!, son
consideradas positivas, Las muestras que resultaron  positivas  fueron

analizadas por GC-MS/MS para su confirmacion,

En varios Fstados de la Repablica Mexicana, se¢ han reportados casos de
intoxicacion por el consumo de alimentos de origen animal contaminados con
residuos de clenbuterol, Esto ha provocado la vetificacion de la carne e higado
en los puntos de venta y en los rastros, mediante mueslieos y analisis @n los
laboratorios de Satud Pablica. La téenica ulilizada en todes estos casos ha sido
ELISA, sin embargo fos resuitados no han sido confirmados por espectrometria
de masas-masas como fug recomendado por la Comunidad Egonomica

Europea (Boyd of al,, 1996, Kuiper ef al., 1998, De Boar ¢f al, 1989).

Los resultados oblenidos en otros Estados y ciudades de la Republica
presantaron un mayor numero de muestras positivas, ya que en Guanajualo se
enconttd un 16.61 %, en Michoacdn un 14.46 % y en Guadalajara un 68 9 % en
el 2002 (Zenteno y Montero, 2002). Para el 2003, se registid una disminucion
de muestras positivas en el Estado de Jalisco, ya que solo fue del 5.3%

{(Maldonado, 2003).

Un comportamiento similar se observo en este estudio ya que las
muestias positivas se prasentaron en el primer y segundo muestieo que fueron

realizados en los meses de Saptiembre v Octubre del 2002, Sin embargo para



Tabta 7. Concentracién de Clenbuterol en Carne de Bovino { ELISA),

Muestras Ter. Muestreo 2d0. Muestreo 3er, Muestreo
No. (PRt (ppt) (ppt)
Pulpa negra

1 < LI A415.3 459.6

2 < LD 399.6 9231

3 137.0 401.8 472.9

4 112.4 34611.6" 9756

& 2688 334.6 < LD

& 247.5 3327 401.4
8124.7" 3782 13110

& 5524.5* 517.6 4335

e ND N BG1.4

C.arne molida

10 106.4 BOG .4 433.5

M 228.4 BG4.9 5387
12 < 10D 1303.8 928.3

13 < LD 1829.9 275.4

14 205.0 15561 314.9

15 413.0 1355 < LD

16 5071.1" 6341.3 < LD

1Y 5044 3" 3068.7" 4238

18 N N 124.8

AT A g R A
ND= No determinado: * Muestras positivas, LD= Limite de deteccion,
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ol 2003 todas las muestras colectadas de los mismos puntos de venta fueron
negativas. Esta notable disminucion en muestras positivas podria deberse a la
emision de la norma de emergencia NOM-EM-015-200-2002 de SAGARPA y

a la verificacion realizada por la SAGARPA y la Secrelaria de Salud.

Las concentraciones de clenbuterol en fas muestras de camhe que
resultaron positivas en este trabajo se encontraron en el rango de 3,069 a 6.125
ng/l. (3069 a 6125 ppt), que Tueron mucho mas bajas que fas reportadas en
diferentes estudios (Malstro et al,, 1995, Brambila ef al,, 1997, Sporane ef al,
1098). Concentraciongs en camne comercial implicadas  en  intoxicaciones
humanas en Espaha fueron de aproximadamente 800 a 7400 ng/l. (Soprano et
al., 1998: Smith, 2000).

£l uso de clenbuterol como promotar de crecimiento en ganado no esta
permitide ni en México ni en la Comunidad Econdmica Europea, De acuerdo a
la WHO v al Comité Mixto de la FAQ/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
los [Imites maximos de clenbuterol son de 200 ppt para musculo y 600 ppt para
higado (Guy et al,, 1999, Smith, 2000, Sumano ef al, 2002). £n base a eslos

fimites, las muestras analizadas se encuentran por ariba de lo permisible.

Es importante resaltar que en el ranscurso del 2003, la Comision Estalal
de la Came de Sonora y los laboratorios de la Secretarla de Salud Publica,
realizaron 824 analisis de clenbuterpl en higado al momento del sacrificio. Las
muestras todas provenientes de ganado de engordadores de Sonora fueron
negativas, por lo que se podria asegurar que la came producida en Sonora se
encuentra libre de clenbuterol (Lopez Montafio, Comunicacion Personal, 2003),
Sin embargo, parte (40 %) de la carne gue se comercializa en Bonora puede
proceder de otros Estados de la Republica o del extranjero (Lopez Montano,

Comunicacion Personal, 2003). Por lo que para proteger la salud de log
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constmidores en Sonora, es necesario no solo muestrear v analizar la carne de
los engordadores de Sonora, sino gue fambién es necesario exigir la

certificacian libre de clenbuters! de carnes introducidas al Estado.

Confirmacion por GG-MSMS

Para la identificacion y confirmacion del clenbuterol en came de las
muestras positivas por ELISA, los extractos acuosos de las muestras fueron
analizadas por cromatografia de gases y especirometria de masas/masas (G-
MS/MS) par ionizacian con impacto electronico. Bl idn precursor de clenbuterol
fue primeramente identificado en modo "SIM" por GC-M$, para posteriormente
someterlo al andlisis secuencial de MS/MSE. EI i6n precursor y &l espectro de
masas caracteristico del clenbuterol se observan en la Figura 7, £ espectro {ue

obtenido de una solucion estandar de clenbuteral (10 pg/l.).

E) clenbutarol fue dervatizado con N, C-bis{trimetilsiitriffuoroacetamida
(BSTFA), para formar un mone-trimetilsilil derivative (TME} el coal dio un idn
precursor de miz = 262 (Figura 7). Este ioh molecular fue seleccionado como el
ion padre para el analisis por MS/MS&. La Figura 8 wmuestra el cromatograma y
espectro de masas/masas oblenido de una solucion estandar de clenbuterol (3
pafl). Los productos de fa fragmentacton por MS/MS fueron los jones con m/fz =

188, 190 y 225 (Figura 8),

Se han empleado una gran varedad de agentes dervalizantes en el
andlisis del clenbuterol por cromatografia de gases y espectromelria de masas
(GCIMS) (Fente ef al, 1999, Amendola ef al, 2002; Maasnool el al, 2002).

Entre estos se encuentra el BSTFA, que produce TMS detivalivos gue
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presentan la ventaja de ser estables y evitan la degradacion de la columna
cromatografica y s por esto, que son los mas utitizados (Whailles ef al,, 1999),
La estructura del clenbuterol con su TMS derivativo v los iones caracteristicos

(miz= 86, 188, 225 y 262) se muestran en la Figura £,

Un cromatograma tipico de una muestra de came negativa para
clenbuterol analizada por GC-MS/MS muestra la ausencia del pico de
clenbulerol en el tlempo de retencidn de 5.3 min (Figura 10). Un cromatograma
tipico de una muestra de carne fortificada con 3 ppb de clenbuterol analizada
por GC-MS/MS muestra el pico de clenbulerol en el tiempo de relencion de 5.3
min y su respectivo espectro de masas mostrando los jones producto de m/zs
168, 190 y 225 (Figura 11},

La Figura 12 muestra el cromatograma y espectio  de  masas
caracteristico de una muestra de came positiva por ELISA gue presenta el pico
de clenbuterol v los iones producto de 188, 181 y 225, confirmando con esto su

presencia en la muestra,

Las seis muestras de carme que resultaron posilivas para clenbuterol por
la técnica de FLISA fugron confinmadas por GC-MS/MS, Aungue en este
sstudio no resultaron falsos positivos, otros estudios reportaron 6.8 % de falsos
positivos en carhe y 36 % de falsos positivos en orina cuando los resuftados de

ELISA fueron conflrmados por GC-MS (Boyd ef al,, 19806),

La mayorla de los kits comerciales disehados para analisis de clenbutero]
por ELISA, pueden presentar reactividad cruzada detectando olros p-agonistas
con eslructuras  similares como el mabuterol, mapenterol, clenproperol,
cimaterol, bromobulerol y terbutalina (Kuiper ef al, 1998). Ademas el proveedor

del kit no presenta una validacion precisa del método, por o gue para ulitizarto
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como pruebas prefiminares fue necesario validar el método. Sin embargo para
asegurar la confiabilidad de los resultados fue necesario realizar metodos

confirmatorios como ta GC-MS/MS.

Los meétodos inmunogquimicos pratiminares como el ELIBA solo muestiran
ia posible presencia del analito, pero no la identidad quimica. De acuerdo a la
Comunidad Europea, los analisis confirmatorios deben de realizarse por medio
del analisis de cromatografia de gases y espectrometria de masas (Kuiper ef &/,
1998), La Comigion Economica Europea propuso la identificacion inequivoca de
clenbuterol y ottas sustancias prohibidas, por medio de 1a deteccion del lon
padre y dos lones producto, resultantes del andlisis por GC-MS/MS (Flon ol al.,
2002).

Aun mas, la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de
masas es la unica metodologia que puede sostener y defender resultados en
una corte de justicla (Lone, 1897). Para la identificacion inequivoca de
clenbuterol y su diferenclacion de otros -agonistas muy similares, mas
informacion analitica es necesaria obtenida de una segunda fragmentacion que
constituye el proceso de MSMS o masas en tandem. La MS/MS ofrece
ventajas sobre la M3, ya que la primera permite la discriminacion entre analitos
en base a las propledades cromatograficas (tiempo de retencion) y la deteccion
del ibn padre, MS y de los fones hijos, MS/MS (De Wasch ef al., 1098).
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CONCLUSIONES

b 129% del lotal de las muestras de came de boving colectadas en
HMermosillo y analizadas por ELISA se encontraren comtaminadas  con
clenbuterol en un rangs de 3192 a 6331 ppt. Debido a gue la técnica de ELISA
puede resultar en falsos positivos, fue necesario identificar de manera
inequivoca la presencia de clenbuterol por medio de ta cromatografla de gases
con espectrometrla de masas/masas (GC-MS/MSB). £l totat de las muestras que
resultaron positivas por ELISA fueron confinmadas por (GC-ME/MS),

Se han reporado estudios que utilizan fa GC-MSMS para confirmar ta
presencia de clenbuterol eén higado, pelo y orina de bovino, sin embargo, hasta
donde se liene conocimiento el presente trabajo es el primer reporte que wliliza

la GC-MS/MS para identificar y confirmar la presencia de clenbuterol en carne.

Aungue se han realizado monitoreos para detectar la presencia de
clenbuterol en carhe, an otros Estados de la Republica Mexicana y en algunas
ciudades, esle es el primer estudio que utiiza la GC-MS/MS para confirmar la
presencia de clenbutero! en muestras de came de bovino, Es necesatio gue los
mohitoreos que se realizan en el pals para la deteccion de clenbuterol en carne,
utiizen la GC-MS/MS para confirmar muestras positivas resullantes de la
eenica de BLISA recomendada por la SAGARPA, antes de imponer sanciones
de caracter legal. De lo conrario, los resultados de ELISA pueden ser

facifmente refutados en una corte de justicia con fundamentos tecnicos.
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