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RESUMEN. EI objetivo fue identificar la presencia y concentracién de las
hormonas Dietilestilbestrol (DES), zeranol y acetato de trembolona en
muestras de pechuga de pollo de origen local e importado por ensayo
inmunoenzimatico. Se utilizaron 72 muestras de pechuga de origen nacional
y 72 de origen importado, y se detectd la presencia de zeranol y trembolona
en ambas muestras, el compuesto DES no fue detectado en ninguna de
las pechugas evaluadas. Las concentraciones de zeranol entre la carne
de origen nacional e importando se encontraron por debajo de las normas
mexicanas y no mostraron diferencias estadisticas entre ellos. La presencia
de acetato de trembolona estuvo por debajo de los limites permitidos por las
normas mexicanas. Los resultados sugieren que es necesario regular de
forma rutinaria las practicas de las granjas avicolas, ya que un mal uso de
dosis efectivas de estos compuestos pueden ser un riesgo para la salud del
consumidor.

Palabras clave: Inmunoensayo, Norma Oficial Mexicana, pechuga de pollo,
salud humana.

ABSTRACT. The objective was to identify the presence and concentra-
tion of the hormones Diethylstilbestrol (DES), zeranol and trenbolone acetate
using an immunoenzymatically assay in local and imported chicken breast
samples. 72 samples of breast of local and 72 samples of imported origin
were used, zeranol and trenbolone were detected of local and imported
meat; the hormone DES was not detected in any samples analyzed. Zeranol
concentrations for local and imported were below to the Mexican regulations,
furthermore, they did not show statistical differences between them. The
presence of trenbolone acetate was found to be below the limits allowed by
the Mexican regulations. The results suggest that it is necessary a regulation
of poultry farms to avoid inadequate doses that can be a risk for the health of
the consumer.

Key words: Chicken breast, human health, growth promoters, immunoassay,
Official Mexican Regulation.
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INTRODUCCION

La produccién de carne de pollo es una prac-
tica pecuaria que utiliza diferentes estrategias para
cubrir la creciente demanda del consumidor. Por
lo que una estrategia es el uso de promotores de
crecimiento ya sea de origen natural o sintético, con
el fin de acelerar los procesos de crecimiento, au-
mentar la produccion de carne y reducir los costos de
alimentacion (Pena-Torres et al. 2022). Sin embargo,
las dosis y los periodos de retiro de estos compuestos
son ineficientes y los residuos pueden encontrarse
en carne y visceras y pueden ser un riesgo para
la salud humana (Rivera-Alegria et al. 2018). En-
tre los compuestos utilizados como promotores de
crecimiento en pollos se encuentra el acetato de trem-
bolona, zeranol y dietilestilbestrol (DES), entre otros
(Hirpessa et al. 2020). Estas hormonas se definen
como mensajeros quimicos de origen natural o sin-
tético que coordinan las actividades en células blanco
(Qaid y Abdoun 2022). En este sentido DES, zera-
nol, y acetato de trembolona, son compuestos con
actividad anabdlica del grupo de los estilbénicos y no
estilbénicos con propiedades fisiolégicas analogas a
los esteroides sexuales naturales. Sin embargo, se
han detectado efectos fisiolégicos negativos como
hiperestrogenismo, reduccién de fertilidad, trastornos
en el desarrollo, inclusive se han catalogado como
potenciadores de cancer, especificamente cancer de
mama y utero (Tan et al. 2020). Otro reporte indica
una relacion directa del dietilestilbestrol con la preva-
lencia a la aparicién de adenocarcinoma en vagina
y cérvix, ademas de otras patologias relacionadas
(White et al. 2022). Como antecedente, en 1989, la
Unién Europea prohibié el uso de anabdlicos en ani-
males productivos de carne y huevo con el propésito
de preservar la seguridad e inocuidad alimentaria;
por su parte en América se utilizan de forma ruti-
naria los compuestos como testosterona, acetato
de trembolona y zeranol, apoyados de normas ofi-
ciales que indique los limites maximos permitidos en
carne y visceras (Orihuela y Ungerfeld 2020). Por
lo que es recomendable evaluar la presencia de hor-
monas, conocer los limites de seguridad y establecer
los riesgos que ocurren por la ingesta de carne y/o

visceras de animales tratados con hormonas de tipo
esteroideo y otras sustancias para proteger al con-
sumidor (Suleman et al. 2022). Con base a lo an-
terior, el objetivo de este trabajo de investigacion fue
identificar la presencia y concentracion de las hor-
monas Dietilestilbestrol (DES), zeranol y acetato de
trembolona en muestras de pechuga de pollo de ori-
gen local e importado por ensayo inmunoenzimatico.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron 144 muestras al azar de pechuga
de pollo congeladas con una fecha de empaque de
maximo 3 dias; donde 72 fueron de origen nacional
y 72 de Estados Unidos. Los supermercados fueron
seleccionados a través de un muestreo por conve-
niencia, considerando aquellos establecimientos que
tuvieran en existencia pechuga de pollo de origen na-
cional y estadounidense. Ademas, se seleccionaron
los supermercados mas cercanos al laboratorio de
estudio para un rapido traslado y almacenamiento.
Una vez trasladadas las muestras al laboratorio se
congelaron a -18 °C hasta su andlisis. El calculo de
tamafo de muestra se obtuvo a partir de la formula
descrita por Villavicencio (2017) a un nivel del 95%
de confianza; obteniéndose un nimero de muestra
de 68.

Extraccion

Las pechugas se colocaron a 4°C, 24 horas
antes del andlisis. La metodologia de extraccién se
realizd de acuerdo con el protocolo de Ridascreen®.
Para zeranol se homogeneizaron aproximadamente
10 g de muestra y se tom6 1 g para transferirla a un
tubo de ensayo con 4 mL de acetonitrilo y se agit6é
en vortex hasta que la solucion fuera una emulsién
homogénea, posteriormente se centrifugé a 2 500 g
por 10 min. El sobrenadante se coloc6 en un tubo
de 50 mL y se evaporé la fase liquida con nitrégeno,
consecuentemente se agregé 100 ul de metanol al
100% y se agité por 1 min para finalmente obtener
una alicuota de 50 uL.

Para la extraccién de acetato de trembolona se
homogenizaron 10 g de muestra con 10 mL de buffer
PBS 67 mM, posteriormente se agité 5 min en vértex
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y se tomaron 2 g de la muestra para homogenizar con
5 mL de terbutilmetiléter, se centrifugd por 10 min a
3 000 g a 10 °C; después se realizd el mismo pro-
ceso de extraccion con 5 mL de terbutilmetiléter vy fi-
nalmente se evapor6 con nitrogeno y se disolvié la
muestra en 1 mL de metanol al 80% y 2 mL de tam-
pén PBS 20 mM.

Para extraccion de DES se pes6 1 gde carney
homogeniz6 con 5 mL de acetato de etilo y centrifugd
por 5 min a 4 000 g, se tomaron 2.5 mL de la capa su-
perior y se trasladaron a un tubo nuevo para evaporar
con nitrégeno, seguido se disolvié la muestra con 400
uL de metanol y se agité con el vortex por 10 seg,
después se anadieron 600 uL de buffer tampédn y se
agit6é en voértex por 1 min, se centrifugd por 5 min a 4
000 gy 50 uL del extracto se diluyeron con 150 mL de
solucién buffer. Las muestras hidrolizadas de las tres
hormonas se purificaron mediante la columna C18 de
acuerdo con el protocolo de Ridascreen®.

La determinacion cuantitativa de DES, zera-
nol y acetato de trembolona se realiz6 mediante el
inmunoensayo en microplaca con el kit comercial
de ELISA (Ridascreen®, R-Biopharm, Darmstadt,
Germany) en los cuales los contenedores de la mi-
croplaca se encontraban recubiertos con la proteina
conjugada para cada hormona en especifico. Se
tomaron 25 ulL de muestra por duplicado y en la mi-
croplaca se adicion6 en orden lo siguiente, la mues-
tra, el anticuerpo de zeranol, acetato de trembolona
o DES, un conjugado de anticuerpo marcado con en-
zima, el sustrato y el cromdgeno, posteriormente se
evaluod en el espectrofotémetro (ELISA Opsys MR
- Dynex) a 450 nm de absorbancia. Para la es-
tandarizacion se realiz6 una curva de calibracién
con concentraciones de 0.001, 0.003, 0.006, 0.009,
0.012, 0.015, 0.018 y 0.021 de la hormona a analizar
la cual se midi6 a una absorbancia a 450 nm y se
calcul6 la pendiente, y los resultados se expresaron
en partes por billon (ppb).

Analisis de datos

Se realiz6 un andlisis descriptivo de los datos,
donde se evalué la frecuencia de muestras con la
hormona. Ademads, se analiz6 la normalidad de
los datos bajo la prueba de Kolmog6rov-Smirnov y

una vez comprobada la normalidad de los datos, se
realizé6 una prueba de hipbtesis para dos muestras
independientes donde se compar6 la concentracion
de hormonas en pechugas de origen nacional e im-
portado a un nivel de significancia del 95%. Todos los
datos fueron analizados en el programa estadistico
NCSS version 2006.

RESULTADOS Y DISCUSION

Zeranol se encontrd presente en el 100% (n =
72) de las pechugas de pollo de origen nacional, y en
la carne de origen importado se detecté en un 83.3%
(n = 60) de las pechugas. Mientras que acetato de
trembolona, se detectd una presencia en la carne
de origen nacional e importado del 87.5% (n = 63)
y 94.4% (n = 68), respectivamente (Tabla 1). Para
la DES, no se detect6 en ninguna de las muestras
analizadas. Existe informacién sobre la evaluacién de
estos compuestos en pechuga de pollo. La presente
investigacion coincide con un estudio realizado por
Ibrahim et al. (2018), quienes reportan la presencia
de zeranol en el 100% de la carne de pollo en con-
centracién inferior a las 2 ppb. Otro estudio realizado
en carne de res y productos carnicos en Turquia re-
porta la presencia de zeranol en el 100% de las mues-
tras, trembolona en el 80% de las muestras, y DES
en el 35% de las muestras (Nazli et al. 2005), lo
que demuestra que, a pesar de las regulaciones in-
ternacionales y la prohibicién en paises de la Unién
Europea, dichos compuestos se siguen utilizando de
forma deliberada o clandestina en la produccion ani-
mal. Mientras que Parmar et al. (2021), reportan que
2 0 3 meses después del implante de trembolona, los
residuos alun estaban presentes en la carne. Otro es-
tudio en un mercado de Egipto, en muestras de carne
de hamburguesa de res y sus embutidos detect6
zeranol con valores promedio de 0.37 ppb y acetato
de trembolona en promedio de 0.14 ppb (Mehawed
et al. 2021). Por ello, tomando en cuenta el pre-
sente estudio y las evidencias a través de diferentes
paises, la técnica de ELISA es efectiva para detec-
tar de forma rapida y en ese sentido regular el uso y
estudiar mas a fondo la farmacocinética y farmacodi-
namia en la salud humana y animal.
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Tabla 1. Porcentaje y frecuencias de muestras de
residuos en carne de pechuga de pollo.

Hormona % Nacional % Importado

Zeranol 100% (72) 83.3% (60)

Acetato de Trembolona  87.5% (63) 94.4% (68)

Dietilestilbestrol 0% (0) 0%, (0)
n=72.

Para las concentraciones de zeranol y acetato
de trembolona en muestras de origen nacional e im-
portado, no se encontraron diferencias estadisticas
en las concentraciones de zeranol entre los grupos
evaluados (p > 0.05) donde las medias fueron de
0.0124 y 0.0162 ppb para la carne de origen nacional
e importado, respectivamente. Por otro lado, tomando
en cuenta la presencia de acetato de trembolona en
las muestras, la comparacién de medias encontré una
concentracion significativamente mayor en las mues-
tras de pechuga de pollo nacional respecto a la de Es-
tados Unidos con medias de 0.006 ppb y 0.002 ppb,
respectivamente (p < 0.05) (Figura 1).

Con base a los resultados de concentracién
de hormonas, en los Estados Unidos se encuen-
tra prohibido el uso de estilbenos, mientras que el
zeranol se permite, siempre y cuando los residuos
de tejido muscular no sobrepasen el valor maximo de
2 ppb (Widiastuti y Anastasia, 2020). Para las Nor-
mas Oficiales Mexicanas, se indica un limite maximo
permitido de 0.05 ppm para zeranol y acetato de
trembolona, lo cual es mayor a lo encontrado en
el presente estudio y se podria establecer que las
pechugas de pollos evaluadas de ambos origenes
cumplen con los limites permitidos por la norma en
México, y son aptas para consumo humano (SG
1994). En el caso de DES, la norma mexicana no per-
mite su uso a ninguna dosis y en los resultados del
presente estudio cumplen lo regulado por la norma
oficial (SG 1994). Como se muestra en los resulta-
dos para zeranol y acetato de trembolona, se obtu-
vieron valores inferiores a los niveles permitidos por
las normas de la Comision Europea y las Normas
Oficiales Mexicanas. Sin embargo, la presencia de
dichos compuestos sugiere que se debe continuar
monitoreando y regulando el uso de zeranol y acetato
de trembolona en la cria de animales, su control en la
carne y derivados tanto en México como en el mate-

rial de importacion que llega desde Estados Unidos.

La carne y sus productos derivados forman un
papel importante en la nutricion humana, por lo que
se sugiere que deben ser inocuos y no contener sus-
tancias perjudiciales para la salud humana o al menos
cumplir con los limites establecidos por las entidades
gubernamentales. Sin embargo, los agentes anabdli-
cos que se usan con diferentes fines en la crianza
de animales con fines zootécnicos, tienden a dejar
residuos en carne y visceras, por lo tanto, un con-
sumo continuo de estos productos puede conllevar a
la aparicion de problemas en la salud del consumidor
(Al-Amri et al. 2021). En este sentido, la Comunidad
Econdémica Europea (CEE) desde 1985 prohibié el
uso de compuestos anabdlicos como aceleradores
del crecimiento en animales destinados al consumo
humano, mientras que la Administracién de Drogas
y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) permite el
uso regulado de algunas hormonas de origen natu-
ral como testosterona y estradiol y otras sintéticas
como zeranol y trembolona (Qaid y Abdoun 2022).
La Organizacion Mundial de la Salud estableci6é que
los residuos de zeranol y acetato de trembolona no
deben exceder de las 2 ppb en carne y 10 ppb en
visceras (Codex Alimentarius 2004).

Cabe reiterar que el uso de compuestos de
tipo hormonal o cualquier derivado de estos esta pro-
hibido en la Unién Europea (Valenzuela-Grijalva et
al. 2017). Esta prohibicién esta sustentada con
evidencia cientifica sobre efectos negativos o nocivos
a la salud por el consumo de productos hormonales
como, el incremento de incidencia de cancer de
mama, cervicouterino y enfermedades reproductivas
como el ovario poliquistico, hiperestrogenismo e infer-
tilidad (Qaid y Abdoun 2022). En el caso de zeranol
y sus metabolitos como zearalenona tiene un efecto
carcinogénico y mayor incidencia a la proliferacién
de tumores en el l6bulo anterior de la glandula pi-
tuitaria, debido a las propiedades estrogénicas del
zeranol (Ben-donathan 2019). También se reporta
que el acetato de trembolona a dosis de 80 ug al
dia en ratones, tiene efecto negativo en el desarrollo
gonadal y neurolégico, ademas de la inhibicién en
la secrecién de hormonas enddgenas y la disminu-
cién de la formacién de la vaina de mielina a nivel
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Figura 1. Concentraciéon de zeranol y acetato de trembolona en pechuga de pollo. a, b = Literales diferentes indican

significancia estadistica (P < 0.05). n = 72.

neuroldgico (Zhang et al. 2020). También, se re-
porta que existen efectos hormonales negativos del
acetato de trembolona en deportistas como la re-
duccién de los niveles de testosterona, se redujo el
peso de los testiculos, ovarios y Uteros; atrofia de las
células intersticiales testiculares; supresion de la ac-
tividad ovarica; ausencia de desarrollo glandular del
endometrio uterino; y falta de desarrollo alveolar y
secrecion en las glandulas mamarias (Bhasin et al.
2021). Por otra parte, debido que dietilestilbestrol
es potencialmente cancerigeno y no es metabolizado
por el organismo, por ello se prohibe su uso en ani-
males de engorda y no se permite su presencia en los
alimentos, debido que la exposicion a esta sustancia
en el organismo aumenta el riesgo de displasia de
cuello uterino y de adenocarcinoma de células en la
vagina y el cuello uterino (Saltos et al. 2019).

El método de ELISA, es una técnica rgpida y
practica para la deteccion de residuos en alimentos
y sus derivados, ademas que se encuentra recomen-
dada por la Unién Europea. Al respecto, Yin et al.
(2020) evaluaron la eficacia de la técnica de ELISA
en residuos de zeranol, -zearalanol, o-zearalenol,
B-zearalenol y zearalenone en carne de bovino; y de-

tectaron la presencia de estos compuestos por de-
bajo de los limites permitidos, y una adecuada efica-
cia ya que se reportaron correlaciones por encima de
0.98. En este sentido, los resultados son de importan-
cia, ya que se brinda informacién sobre la presencia
y concentracién de hormonas a través de una técnica
vélida. El riesgo a la salud del consumidor al usar es-
tos farmacos en animales con fines zootécnicos esta
dirigido hacia la posibilidad que los residuos se en-
cuentren presentes en el alimento y un riesgo mayor
se podria considerar a que su actividad bioldgica
pueda preservarse, inclusive si dicho alimento se
somete a condiciones extremas de temperatura como
la coccion o el freido (Darbre 2019).

El presente estudio se centré en probar téc-
nica la deteccién y cuantificacion rapida de hormonas
en carne fresca bajo la técnica de ELISA, lo cual
se cumplié, ya que existe poca informaciéon sobre
métodos efectivos que evallen la residualidad de hor-
monas especificamente en carne y productos carni-
cos, ademas de ser costosas y de un procesamiento
tardado para las empresas que lo solicitan. Con
base a los hallazgos donde en el 100% de las mues-
tras se detectd zeranol y un 87% de trembolona,
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muestra un probable riesgo de efectos secundario
para el consumidor, por ello se recomienda seguir
un monitoreo constante para la inspeccién sanitaria
de la carne desde la granja hasta el sitio de venta,
incluso de la carne proveniente de Estados Unidos.
Adicionalmente, es de importancia fomentar una cul-

y pequenos productores sobre los posibles efectos
adversos de los promotores de crecimiento de ori-
gen sintético y con base a ello buscar alternativas
naturales en produccién animal como los fitoquimi-
cos esto con la finalidad de resguardar la salud del
consumidor y ofrecer productos inocuos al publico.

tura de la concientizacién a las empresas, medianos
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