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Resumen

Las necesidades de proteina de origen animal es un
factor muy importante en el desarrollo bioldgico
de los seres humanos, por lo cual deben cumplir
requisitos importantes para que sean considerados
inocuos y aptos para su consumo, puesto que
en la crianza y produccién de los animales, se
utilizan varias sustancias farmacoldégicas como
promotores de crecimiento y muchas veces no se
cumplen los tiempos de retiro establecidos para
que se eliminen estos farmacos de los tejidos
comestibles, causando serias alteraciones en el
consumidor, siendo mas vulnerables los lactantes,
nifios pequefios, mujeres embarazadas y ancianos.
Los objetivos del estudio estuvieron direccionados
a realizar un levantamiento preliminar de
informacién para determinar si existe presencia
de boldenona en carne de bovinos faenados en
el Camal Metropolitano de Quito y relacionar
la presencia de ésta, en funcién a su edad y
procedencia. Se tomaron 72 muestras de carne
al azar, de animales con buena conformacién,
por un lapso de 4 semanas; posteriormente se
analizaron por la técnica de screening de ELISA,
en el Laboratorio de Contaminantes de Productos
Pecuarios de AGROCALIDAD. Se determiné la
presencia de residuos de boldenona en el 100%
de las muestras analizadas, lo cual alerta sobre
su posible uso como promotor de crecimiento
en bovinos procedentes del litoral ecuatoriano,
por lo que se deberia analizar mediante técnicas
confirmatorias como HPLC-MS para, de ser el caso,
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tomar las acciones preventivas y correctivas por
parte de la Autoridad Nacional Competente.

Palabras clave: Boldenona, Carne, ELISA, Quito

STUDY OF RESIDUES OF BOLDENONA IN BEEF
FROM CATTLE SLAUGHTERED IN THE QUITO’S
SLAUGHTERHOUSE

Abstract

The needs of animal protein is a very important
factor in the human biological development,
therefore, they  must meet important
requirements to be considered safe and suitable
for consumption, since in the animal production,
various pharmacological substances are used as
growth promoters and many times the established
withdrawal timesarenotfulfilled sothatthesedrugs
are eliminated from edible tissues, causing serious
alterations in the consumer, being more vulnerable
infants, young children, pregnant women and
elderly. The objectives of the study were directed
to carry out a preliminary information gathering
to determine if there is presence of boldenone in
meat of cattle slaughtered in the Slaughterhouse
Metropolitan of Quito, and relate the presence
of it, depending on their age and origin. 72 meat
samples were taken at random, from animals with
good conformation, for 4 weeks; later they were
analyzed by the ELISA screening technique, at the
AGROCALIDAD Livestock Products Contaminants
Laboratory. The presence of boldenone residues
was determined in 100% of the samples analyzed,
which alerts its possible use as a growth promoter
in cattle from the Ecuadorian coast, reason why it
should be confirmed by confirmatory techniques
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such as HPLC-MS, and if necessary, take preventive
and corrective actions by the Competent National
Authority.

Keywords: Boldenone, Meat, ELISA, Quito
I. INTRODUCCION

La demanda de proteina de origen animal es uno
de los elementos mas preciados enfocados a la
necesidad de mantener un adecuado desarrollo
biolégico de los seres humanos, [1] es por esto
que la produccién de carne para el consumo
humano es uno de los factores mas importantes
dentro de la economia de un pais, lo cual ha
implicado el uso de promotores del crecimiento
y dentro de éstos las hormonas esteroides,
anabolizantes y otros, como fuentes para acelerar
e incrementar la produccién. [2] Al ser estos
farmacos anabolicos una alternativa que permiten
aumentar la produccién carnica [3] e inclusive
llegan a ser usados ilegalmente por personas con
la finalidad de superar sus condiciones atléticas,
[4] especialmente la poblacién mas juvenil que los
usa para mejorar su apariencia muscular y fisica,
[5] corren el riesgo de sufrir un paro cardiaco [6],
con hipertrofia ventricular izquierda. [7,8] Dentro
de los anabélicos mas usados en ganaderia se
encuentra el grupo de los esteroides, estréogenos y
progestagenos, [9] siendo la boldenona un agente
anabdlico de accion prolongada [10] analogo de
la testosterona, usado tanto en bovinos, equinos,
porcinos, caprinos, caninos, [11] en aves por via
intramuscular, a quienes puede producir efectos
hepatotéxicos y nefrotéxicos [12] y en conejos
quienes tienen un aumento considerable en su
peso y disminucién de su conversién alimenticia,
[13] existiendo la probabilidad de causarles
alteraciones histopatolégicas. [14]

La boldenona, como esteroide anabélico, ayuda en
la generacidn de tejidos, al revertir el catabolismo
de los mismos, inhibe a la testosterona por su
propiedad de inhabilitar a la hormona luteinizante
y estimula la eritropoyesis, [10] mejorando la
ganancia diaria de peso, la eficiencia alimenticia
y por ende el peso corporal final. [15] En la
normativa ecuatoriana y en el Codex Alimentarius
no se indican los Limites Maximos Permitidos de
boldenona en carne de bovinos; existe autorizacion
de uso solamente en equinos no destinados a
consumo humano y en gatos con el fin de estimular
el apetito, [10] sin embargo es prohibido su uso en
varios deportes equinos [16] en los que se realiza
constantes controles antidopaje. [17] Asi mismo,
su presencia en animales para consumo humano

no es permitida, siendo prohibido en Argentina,
Uruguay, Venezuela, Brasil, Paraguay, entre otros,
mientras que en Colombia es autorizado con un
tiempo de retiro de 30 dias para carne. [2]

Diversos estudios realizados entornoalapresencia
de boldenona en animales de abasto exponen
resultados de su presencia en varios niveles y
utilizando diferentes metodologias analiticas.
[18-21] En algunos paises ya no se consideran
peligros potenciales, pues se encuentran en muy
pequeias concentraciones. [22] Sin embargo, en
Ecuador existen escasos estudios publicados que
determinen la presencia de residuos de boldenona
en carne bovina, por lo cual el objetivo de esta
investigacion fue el evaluar su posible presencia,
para que la autoridad competente desarrolle
programas de farmacovigilancia que permitan
garantizar la seguridad alimentaria de este
producto de origen animal.

II. METODOLOGIA

Poblacion y Muestra

Como poblacion objeto de estudio se seleccionaron
bovinos procedentes del litoral ecuatoriano, los
cuales fueron faenados en el Camal Metropolitano
de Quito, ubicado en la Parroquia Ecuatoriana,
Cantén Quito, Provincia Pichincha. Los bovinos
seleccionados debian tener aptitud carnica, estar
entre 1 a 3 afios de edad y con condicién corporal
de 6 a 9. Al final de la investigacion se recolectaron
muestras de 72 bovinos, los cuales fueron
seleccionados por un muestreo aleatorio simple
como método de randomizacion. [23]

La toma de muestras se realizé los dias lunes,
miércoles y viernes, entre mayo y junio del
2016, en el Camal Metropolitano de Quito. En
la sala de sacrificio, se determiné la edad de los
bovinos por medio de observacion directa de la
denticién, siguiendo las directrices respectivas.
[24] Durante la inspeccion veterinaria de rutina,
se procedio a tomar una muestra de 250 gramos
del musculo semitendinoso, [25] el mismo que fue
cubierto con papel aluminio para su preservacion;
posteriormente se los mantuvo en cadena de frio,
mediante el uso de cooler con geles refrigerantes,
para luego ser transportados al laboratorio,
manteniendo una temperatura de 2-4°C. Ya en el
laboratorio se mantuvieron en congelacién previo
a su procesamiento y analisis.

Método de Analisis
El analisis y procesamiento de las muestras se
realiz6 en el Laboratorio de Contaminantes de
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Productos Pecuarios de la Agencia Ecuatoriana
de Aseguramiento de la Calidad del Agro -
AGROCALIDAD, ubicado en Tumbaco, Sector La
Granja, Cantén Quito, Provincia de Pichincha.

La primera fase del andlisis de laboratorio
correspondié a la preparacién de las muestras
y la extraccion del analito de interés, se redujo
el tamafio de la muestra y se tom6 una porcién
representativa para la determinacién de
Boldenona. La segunda fase del estudio consistio
en la lectura de la placa. El método de analisis se
lo realiz6 utilizando y siguiendo las instrucciones
recomendadas en el Kit “MaxSignal® Boldenone
ELISA Test” [Bioo Scientific Corporation, 7050
Burleson Rd - Austin, TX, USA], el cual se basa en
el ensayo colorimétrico ELISA competitivo, para el
analisis cuantitativo de boldenona, donde el analito
de interés ha sido impregnado en los pocillos de la
placa, luego la muestra es afiadida en conjunto con
el anticuerpo primario especifico para el fArmaco
especifico. El test tiene altas tasas de recuperacién
(>80%), alta sensibilidad (0.05 ng/g o ppb), bajo
limite de detecciéon (0.025 ng/g o ppb) y alta
reproducibilidad. [26]

Preparacion de reactivos

Los reactivos se llevaron a temperatura ambiente
antes de su uso. Para la preparacién del 1X PBS, se
mezclé 1 volumen del 10X PBS (que se encuentra
en el kit) con 9 volimenes de agua destilada.
Para la preparacién del tampén de equilibrio de
la muestra 1X, se afiadié 10 ml de la sustancia
tampodn de equilibrio de la muestra [ y 62 g del
tampodn de equilibrio de la muestra Il (polvo), en
una botella plastica de 250 ml, luego se agreg6 190
ml de agua destilada a la botella y se homogeniz6
correctamente.

El anticuerpo conjugado 1X HRP #2 fue preparado
mezclando 1 volumen del anticuerpo conjugado
#2 con 99 volimenes del diluyente. La Solucién
de lavado 1X se consigui6é al mezclar 1 volumen
de solucién de lavado 20X con 19 volimenes de
agua destilada. Los estandares de boldenona (0 o
control negativo, 0.05, 0.15, 0.5, 1.5, 4.5 y 10 ng/
ml) se prepararon seriadamente a partir de la
solucion estandar con la concentraciéon mas alta
hasta el estandar de la concentracién mas baja.

Extraccion del analito

Las muestras se redujeron a fragmentos de 1
cm?, fueron molidas y se obtuvo un pool de cada
muestra. De cada muestra homogenizada, se tom6
2 g, ala cual se afiadi6é 6 ml de Acetonitrilo y 2.5 ml
de tampoén de equilibrio de la muestra 1X. Luego

de vorterizar por 3 minutos a velocidad maxima,
se centrifugdé la preparacion por 10 minutos a
4000 x g (unidad de gravedad) y a temperatura
ambiente (20-25°C). Luego de transferir 3 ml del
sobrenadante a un nuevo tubo, se afiadi6 300 mg
de tejido limpio en la mezcla y nuevamente se
vorteriz6 por 30 segundos. Le mezcla estuvo a
temperatura ambiente por otros 5 minutos, para
luego ser centrifugada por 10 minutos a 4000 x g
a temperatura ambiente. 2.4 ml de sobrenadante
fueron transferidos a un nuevo tubo, donde se
secd la muestra con gas nitrégeno con rotavapor
en un bafio Maria de 50-60°C, se anadié 300 pL de
1X PBS, para luego vorterizar por 30 segundos a
maxima velocidad. Finalmente se us6 50 uL de la
muestra para el ensayo.

Prueba ELISA para Boldenona

Se afiadié 50 pL de los estdndares de boldenona,
por duplicado, dentro de los primeros pocillos.
Posteriormente 50 pL de cada muestra, por
duplicado, dentro de los restantes pocillos. En
cada pocillo se afladié 100 pL del anticuerpo #1,
homogenizando mediante un suave balanceado
manual de la placa, durante 1 minuto. Luego de
incubar la placa por 30 minutos a temperatura
ambiente, se lavd la misma, por 3 ocasiones, con
250 pL de soluciéon de lavado; en el ultimo lavado
se invirti6 la placa y se secd suavemente con una
toalla de papel. Posteriormente se agreg6 150 pL de
solucién de anticuerpo #2 (1X), para dejar incubar
la placa por 30 minutos a temperatura ambiente y
volver a lavar la placa, 3 veces, con 250 pL 1X de
solucién de lavado. Nuevamente, luego del dltimo
lavado, se invirtié la placa y se sec6 suavemente
con una toalla de papel. Se puso 100 pL de sustrato
TMB, homogenizando manualmente la placa por 1
minuto. Finalmente, la placa fue incubada, por 15
minutos, a temperatura ambiente, luego de lo cual
se afadié 100 pL de la sustancia tampén de parada,
con la finalidad de detener la reaccién enzimatica.
Lalectura de la placa se realizé inmediatamente en
un lector de placas ELISA a una longitud de onda
de 450 nan6metros (nm).

Calculo de la concentracion de Boldenona

Se us6 el promedio de absorbancia relativo de
cada muestra para determinar la concentracién
correspondiente de boldenona en pg/kg y con esto
se construy6 una curva logaritmica, (Fig. 1) en
base a los resultados de positividad y negatividad
obtenidos del andlisis, utilizando la férmula:
Absorbancia relativa = (absorbancia estdndar x
100 / absorbancia del blanco).[26]
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Boldenone Standard Curve
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Fig. 1. Curvaestandar de calibracion del test ELISA competitivo
para boldenona

Las pruebas ELISA son ampliamente usadas como
pruebas de monitoreo, debido a su especificidad,
rapidez y gran nimero de muestras que se analizan
de forma simultanea, [27] con limites de deteccién
entre 0.28 y 0.002 ng/ml, [21] siendo el del test
usado de 0.025 a 0.05 ng/g o ppb. [26]

Analisis de datos

Los datos obtenidos se registraron en Microsoft
Excel. En el mismo programa se realizaron las
tablas, graficos y se expresaron los datos en
porcentaje.

I11. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la presente investigacion
sugieren la presencia de residuos de boldenona
en el tejido muscular (carne), ya que resultaron
positivas, por la prueba de screening de ELISA
competitivo, el 100% de las muestras (72/72); el
nivel mas bajo encontrado fue de 0.2 pg/kg y el
nivel mas alto de 35 pg/kg, lo cual podria deberse
al uso de boldenona en bovinos procedentes
del litoral con el fin de acelerar el crecimiento y
produccién de los animales.

De acuerdo a la procedencia de los animales
(provincias 1, 2 y 3), de los 72 bovinos
muestreados, el 68% (49/72) proceden de la
provincia 1, el 21% (15/72) de la provincia 2,
y el 11% (08/72) corresponde a la provincia 3
(Fig. 2). La concentracion mas baja fue de 0.2 ug/
kg, encontrado en bovinos de la provincia 2 y 1,
mientras que el valor mas alto fue de 35.3 pg/kg
procedente de la provincia 3, lo cual al ser una
concentracion demasiada elevada se considera que
pudo haber existido un secuestro farmacoldgico,
es decir la acumulaciéon exagerada del farmaco

Animales muestreados en
% por provincia

I Provincia1 mm Provincia2 i Provincia 3

Fig. 2. Nimero de animales muestreados y su procedencia en
el andlisis de boldenona en bovinos de carne faenados en el
Camal Metropolitano de Quito

en un sitio del organismo, presumiblemente por
administracién del boldenona de 1 a 2 dias antes
de su sacrificio, realizado probablemente por
negligencia o desconocimiento del operario. [28]

De las 72 muestras positivas, el 87.5% (63/72)
corresponde a animales juveniles de 1 a 2 afos; el
otro 12.5% (9/72) corresponde a bovinos adultos
de 2 a 3 afios de edad (Tabla 1). De los 49 animales
procedentes de la provincia 1, 44 fueron juveniles
y 5 adultos; de la provincia 2 15 bovinos de los
cuales 14 fueron juveniles y 1 adulto; finalmente
de la provincia 3 provinieron 8 animales siendo
5 juveniles y 3 adultos. Esto nos indica que el uso
de boldenona se realiza en los dos rangos de edad,
debido a que el uso de sustancias de tipo hormonal,
aceleran el crecimiento de los bovinos, gracias a su
efectoanabdlico; [7] asi mismo, debido ala cantidad
de residuos hallados en tejidos animales, se puede
suponer que los animales estuvieron expuestos
por periodos prolongados al principio activo [29]
y que los agentes farmacoldgicos veterinarios
se usan de forma reiterativa sin control técnico
adecuado. [30]
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Tabla 1: Distribucién de los niveles de boldenona en bovinos de carne faenados en el Camal Metropolitano de Quito en funcién de la
procedencia y su edad.

Provincia 1 Provincia 2 Provincia 3 Numero de animales Positivos
Juveniles (1-2 afios) 44 14 5 63 100%
Adultos (2-3 aiios) 5 1 3 9 100%

Los valores del presente trabajo son
extremadamente altos respecto al estudio realizado
en carne de bovinos en Manabid, utilizando también
la técnica de ELISA competitivo, donde se encontro
que solamente el 14.6% de las muestras fueron
positivasaboldenona. [31] Asimismo, enunestudio
realizado en Colombia, usando la misma técnica de
ELISA (tampoco se compararon mediante pruebas
confirmatorias), el 23% (25/111) de las muestras
fueron consideradas no conformes, siendo
positivas para boldenona con valores superiores al
limite de deteccion de la prueba, atribuyéndose al
no cumplimiento del tiempo de retiro, asi como al
uso de dosis superiores a las recomendadas, [32]
siendo también valores bastante menores que los
encontrados en esta investigacion. Debido a esto
se hace necesario la confirmacion de los datos por
pruebas confirmatorias como la Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién acoplada a la
espectrometria de masas (HPLC-MS).

Este trabajo debe representar una sefial de alerta
para la Autoridad Competente, pues la boldenona
es un esteroide andrégeno anabdlico usado para
aumentar el crecimiento en animales de abasto
de carne en muchos paises del mundo, [33] sin
embargo sus residuos pueden representar un
potencial riesgo para los consumidores, [34] ya
que puede causar efectos androgénicos como
agresividad e inclusive hepatotoxicidad, [10]
ademdas que muchos promotores de crecimiento
han sido catalogados por la Unién Europea como
toxicos y con propiedades cancerigenas. [35] Asi
mismo, puede ser un contaminante ambiental pues
se puede encontrar en el estiércol de los animales
junto con otros esteroides. [36]

IV. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente
estudio, mediante la prueba de screening de
ELISA, se alerta sobre la posible presencia de
residuos de boldenona en la carne de bovinos
procedentes del litoral ecuatoriano y faenados en
el Camal Metropolitano de Quito, lo que podria
indicar su uso como promotor de crecimiento
tanto en animales juveniles como en adultos, por

lo que se debe confirmar esta presencia mediante
el uso de una técnica confirmatoria como HPLC-
MS, para que la autoridad competente desarrolle
programas de farmacovigilancia que garanticen
la seguridad alimentaria de este producto de
origen animal y de primera necesidad, realizando
el andlisis de un ndmero importante de carne en
mataderos de Ecuador, destinando los recursos
econ6émicos y humanos para dicho fin, capacitando
al personal de laboratorio sobre esta problematica,
y concientizando a los ganaderos sobre las
consecuencias del uso de este tipo de productos
en los consumidores, mediante campafias
informativas y de sensibilizacién.
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