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RESUMEN
Residualidad del metabolito de furazolidona en tejidos de cerdos tratados

experimentalmente

La Furazolidona, la cual pertenece al grupo de nitrofuranos, ha sido
prohibida en la produccion de alimentos de origen animal en paises de la Unidn
Europea, Estados Unidos y Canada a partir de 1995. México, actualmente no
cuenta con un marco regulatorio que prohiba el empleo de furazolidona (FZD)
en la produccion de carne de cerdo. Furazolidona al ser administrada, se
metaboliza en el organismo del animal en tan solo 2 horas, resultando en la
formacion del metabolito 3-amino-2-oxazolidona (AOZ), el cual se enlaza a los
tejidos, este metabolito tiene propiedades cancerigenas y genotdxicas. En este
estudio se determind la concentracion de AOZ en los tejidos de higado,
musculo y rildn de cerdos tratados con dosis unica de 0.55 mg de FZD por kg
de peso vivo a cerdos en etapa de finalizacion mediante Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion con un detector de UV-Vis. No se detectaron residuos del
metabolito de furazolidona en ninguna de las muestras de rifidon, higado y
musculo con un limite de deteccion de 1 ng g™'. Por lo que se concluye que a
esta dosis administrada la concentracion de residuos del metabolito de

furazolidona es menora 1 ng g™.

Palabras claves: Furazolidona, 3-amino-2-oxazolidona, cerdos, tejidos.



ABSTRACT

Residues of furazolidone metabolite in pigs experimentally treated

Furazolidone (FZD), it's an antibiotic which belongs to the group of nitrofurans,
it has been prohibited in animal food production in countries of European Union,
United States and Canada since 1995. Mexico, nowadays it does not rely on a
regulative frame that should prohibit the employment of furazolidone in porcine
meat production. Furazolidona once it has been administered, is metabolized in
the organism of the animal in only 2 hours, resulting in the formation of 3-
amino-2-oxazolidona metabolites (AOZ), which is protein-bound metabolites,
this metabolites has carcinogenic and genotoxic properties. In this study AOZ's
concentration was determined in liver, muscle and kidney of treated pigs with a
unique dose of 0.55 mg of FZD per kg live weight using high Performance
Liquid Chromatography with UV-vis detector. Residues of AOZ metabolites
were not detected in any of the samples of kidney, liver and muscle by
Detection Limits (LD's) levels of 1 ng mL™. Its conclude that dose equal or lower
than 0.55 of FZD per kg live weight can not detected in the tissues evaluated

here.

Keywords: Furazolidone, 3-amino-2-oxazolidinone, pigs, tissues.



INTRODUCCION

La Furazolidona (FZD), es wun nitrofurano que fue utilizada
indiscriminadamente a principios de los afios 90°s en la produccion de carne de
cerdo debido a sus bajos costos, gran disponibilidad en el mercado y los bajos

niveles de resistencia generada por los microorganismos patdégenos.

En el afio 1995, en la Union Europea fue prohibida junto con el resto de
los nitrofuranos en la produccion de alimentos de origen animal, incluyendo en
porcicultura. Esto fue debido a que ElI Comité Mixto de FAO/OMS de Expertos
en Aditivos Alimentarios (JECFA), report6 que FZD es rapidamente
metabolizada en el organismo de los animales tratados resultando en la
formacién de un numero ilimitado de metabolitos, de los cuales 3-amino-2-
oxazolidona (AOZ) ha sido identificado plenamente. Este metabolito es capaz
de formar enlaces covalentes con las proteinas de los tejidos de higado,
musculo y rifidn de los cerdos tratados. Este metabolito in vivo e in vitro

presenta actividad cancerigena y genotoxica.

Posteriormente otros paises como Canada, Estados Unidos, Brasil,
Argentina, Japdn entre otros, encontraron escasez en los datos que
comprobaran la seguridad del empleo de FZD en porcicultura, por lo que
adoptaron la misma medida. En México, no existe una regulacién oficial que
prohiba el uso de furazolidona, pero se encuentra en proceso de modificacion

la Norma Oficial Mexicana NOM-004-Z00-1994, que establece una tolerancia



de residualidad de cero para furazolidona y sus metabolitos en tejidos

animales.

El control de estos residuos en la carne de cerdo destinada al consumo
local ha sido limitado en México, ademas que en el pais no existen bases
cientificas suficientes que muestren a las autoridades correspondientes la
importancia de apresurar la actualizacién de las Normas Oficiales Mexicanas
relacionadas con el empleo de FZD en la produccién de alimentos de origen
animal para garantizar su inocuidad. Por lo que es importante enfatizar que se
deben de tomar medidas regulatorias contundentes respecto al empleo de FZD
en cerdos destinados al consumo humano, debido a que se pone en riesgo la
salud de los consumidores por la constante exposicién a los residuos de esta

droga.

Por lo anterior el objetivo de esta investigacion fue determinar la
residualidad del metabolito de furazolidona en musculo, higado y rifién de

cerdos tratados experimentalmente.



REVISION DE LITERATURA

Origen de los nitrofuranos y sus propiedades

Los nitrofuranos (NF), fueron utilizados por primera vez en
quimioterapia al ser descubiertos por Dood y Stillman en el afio 1944, quienes
observaron que al adicionar un grupo nitro en el carbono 5 (Cs) del anillo
furano, la molécula obtenia propiedades bacteriostaticas y que la variacion en
el radical unido al C, del anillo furano generaba un gran numero de

compuestos. (Monasterios et al., 2005).

Los principales derivados de 5-NF son nitrofurazona (NF2Z),
nitrofurantoina (NFT), nifursol (NFS), furaltadona (FTD) y furazolidona (FZD),
los cuales son compuestos sintéticos que in vitro tienen actividad contra un
amplio rango de patdégenos. Se utilizan principalmente para combatir
enfermedades causadas por protozoarios, hongos, bacterias Gram (-) como
Colibacilo, Haemophilus influenzae, Shigellas y bacterias Gram (+), entre ellas
Staphilococcus aureus, Staphilococcus f-hemoalitico, S. faecalis (Enteroccuos),

Neumococo y el género Clostridium (Jager et al., 1997; Escobedo, 2004).

Los NF se metabolizan rapidamente, la mayor concentracion de los NF
en sangre se presenta a las 2 h de haber sido administrado y la mayor cantidad
de esta concentracion es eliminada del organismo a las 24 h principalmente por

via renal (Draisci et al., 1997).



No obstante los metabolitos 3-amino-5-morpholinometil-1,3-oxazolidin-2-
ona (AMOZ), 1-aminohidantoina (AHD), semicarbazida (SEM), 3-amino-2-
oxazolidinona (AOZ) y 3,5-dinitro-salicilico (DNSAH) son los resultantes de la
biotransformacion de FTD, NFT, NFZ, FZD y NFS, respectivamente (Cooper y
Kennedy, 2007). Estas biomoléculas son mas estables y mas resistentes que
los NF respectivos y tienen bajo peso molecular, entre 20 a 75 g mol™, (Edder

et al., 2003).

En general, los NF actuan disminuyendo los procesos oxidativos en las
bacterias y reducen la generacion de energia aprovechable por los
microorganismos. Su mecanismo de accion antibacteriano es causado por la
inhibicion del metabolismo de los hidratos de carbono y el rompimiento de la

cadena de RNA (Pérez et al., 2005).
Caracteristicas fisicoquimicas de furazolidona

Al igual que el resto de los compuestos heterociclicos, la actividad
antibacterial de FZD esta dada por la presencia del grupo nitro en el Cs (Figura
1), basicamente su estructura esta compuesta por los anillos, 5-nitrofurano y 3-

amino-2-oxazolidona (AOZ) (Timperio et al., 2003).

El nombre quimico de FZD es 3-(5-nitrofurfuriliden)-amino-2-
oxazolidonanitro, el cual es particularmente efectivo contra Staphylococcus,
Enterococcus, Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae,

Klebsiella,  Enterobacter,  Bacteroides,  Helicobacter, @ Campylobacter,



2)

(Timperio et al., 2003)

Figura 1. Estructura quimica de la furazolidona compuesta de
dos anillos: 1) 5-nitrofurano y 2) 3-amino-2-
oxazolidona.



protozoarios como Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis. En animales,
también es utilizado como promotor de crecimiento. Las dosis que se utilizan
varian de 8 a 400 mg kg™', dependiendo del tratamiento que se requiera, ya sea
profilactico, terapéutico, control o promotor de crecimiento (Sumano y Ocampo,

1997).

FZD no altera la flora intestinal y posee una alta sensibilidad contra otras
especies de salmonella, lo que fundamenta su uso comun contra
enfermedades gastrointestinales como codlera y fiebre tifoidea en medicina
humana y en la produccion animal. Debido a los bajos niveles de resistencia de
enteropatégenos a FZD, ha sido la mejor alternativa cuando las bacterias han
generado resistencia contra otros antibiéticos comunes como cloranfenicol

(Townson et al., 1994).
Mecanismo de accion de furazolidona

El mecanismo de accion de FZD es a través de la interferencia con
enzimas bacterianas, especialmente las involucradas en la degradacion
aerobica o anaerdbica de la glucosa y el piruvato, interfiriendo en la sintesis de
la pared celular bacteriana como sitio primario de accion. El mecanismo de
accion parece tener relacion con la induccion de profagos y la alteracion del
DNA bacteriano. Se ha comprobado que la FZD inhibe la sintesis del DNA,
produciendo filamentacién y mutacién del microorganismo. La FZD se absorbe
poco en el tracto digestivo, sitio donde es metabolizada e inactivada, la

distribucion de la fraccion absorbida es desconocida. Aproximadamente el 5%



de FZD se excreta por vias urinarias junto con algunos metabolitos. En el
Cuadro 1 se muestran algunos productos comerciales de furazolidona
disponibles, hasta el afio del 2006, en México (Prontuario de Especialidades

Veterinarias, 2006).

Absorcion: ElI Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios (JECFA), reportd6 que FZD es rapidamente metabolizada en el
organismo de los animales tratados. Estudios realizados con radiomarcadores
para FZD demostraron la formacién de metabolitos estables en varios tejidos y
la persistencia de éstos, aun en periodos de retiro prolongados. Asi mismo,
ensayos con ratas, mostraron que estos metabolitos son absorbidos en el
tracto gastrointestinal y son alojados en el higado (Gottshall y Wang, 1995;

Food Standards Australia New Zealans, 2004)

Cuando se lleva a cabo la reduccién del grupo nitro en el anillo de
nitrofurano, se forman moléculas que tienen la capacidad de unirse con los
aminoacidos de las proteinas, estos enlaces logran ser reversibles y permiten
la formacion de distintas moléculas (Figura 2). En un medio acido, la porcion no
unida de la molécula de AOZ, es liberada de la proteina, formando metabolitos
reactivos en microsomas y hepatocitos de higado en cerdo, estas moléculas de
AOZ son detectadas como residuos en animales que fueron tratados con FZD

(International Programme on Chemical Safety, 2006).

Excrecion: Estudios con ['*C]Furazolidona en cerdos mostraron que 24

h después de la administracion de una dosis via oral, la concentracién mas alta



Cuadro 1. Productos Comerciales con sustancia activa de
furazolidona utilizadas en México

Nombre Presentacion Tiempo de retiro

recomendado
NF-180 Suspension 10 g/100 mL 7 dias
Tabletas 5 mg/tableta

Topazone Polvo aerosol 7.5 g/100 No aplica
Fura-feed 11% Premezcla 110 g/kg 5 dias
Fura-feed 22% Premezcla 220 g/kg

Furamix-22 Premezcla 220 g/kg 30 dias
Furavi-22 Premezcla 220 g/kg 7 dias

(Prontuario de Especialidades Veterinarias, 2006)
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Figura 2. Rutas de biotransformacion de la furazolidona en el organismo
animal.



de residuos de la droga se encontré en higado seguido por rifidon, musculo y
grasa. La cantidad de residuos de AOZ enlazado a los tejidos representd un
7.5%. Estas mismas muestras de tejidos liofilizados, fueron administradas a
ratas para determinar la biodisponibilidad de los residuos unidos a las
proteinas. Se encontré el 40% de residuos de [*C]Furazolidona en el higado
de las ratas a las 24 h de retiro, estos residuos disminuyeron hasta un 19%, 45
dias después. Mientras tanto, los residuos de AOZ en musculo no mostraron
cambios significativos, siendo al dia 1, de 37% y a los 45 dias de retiro el 41%

(Gottshall y Wang, 1995).

Uso de los nitrofuranos en la produccién animal

La NFZ fue el primer NF aprobado para su uso en medicina veterinaria
por la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA 6 Food and Drug
Administration) de los Estados Unidos de Norteamérica (EUA), en 1948.
Posteriormente, en 1953, la FZD se utilizo en el tratamiento de tifoidea,

paratifoidea en pavos y pollos (Chu y Lépez, 2007).

Hasta los afos 90’s, los 4 NF (FZD, FTD, NFZ, NFT) fueron
ampliamente utilizados en la Union Europea (UE) debido a sus bajos costos,
efectividad y gran disponibilidad en el mercado (FAO, 2004a, 2004b; Mottier et
al., 2005), lo que facilitdé su uso en la produccién de cerdos, aves, bovinos, en
la acuacultura y apicultura, contra enfermedades gastrointestinales causadas

por Escherichia coli, Salmonella, otras bacterias y protozoarios. Al mismo



tiempo se utilizaron ampliamente como aditivos en los alimentos como

promotores de crecimiento (Draisci et al., 1997; Finzi et al., 2005).

A mediados de los afios 90°s, el quinto miembro de esta familia de NF,
el NFS, empezé a utilizarse ampliamente debido a la prohibicion de los cuatro
NF, empleandose especificamente para el tratamiento de histomoniasis en

pavos (Vahl, 2005).

No obstante, algunos estudios demostraron que los NF pueden ser
carcinogénicos en ratas y citotdéxicos para células de mamiferos en cultivo, lo
que sugiere que este potencial toxicoldgico pone en riesgos la salud del
consumidor debido a la ingesta de productos de origen animal contaminados
con FZD u otros NF (Draisci et al., 1997). Ademas, otra causa de riesgo a la
salud por la presencia de residuos de NF en los alimentos, es el incremento de
resistencia bacteriana a estos antibi6ticos ya que en México, aun se continuan

utilizando en medicina humana (Niyogi et al., 1995).

Resistencia bacteriana asociada a furazolidona

En 1984, investigaciones realizadas mostraron bajos niveles de
resistencia a FZD en comparacion con otros antibidticos. Sin embargo, brotes
de enfermedades infecciosas causadas por Salmonella, E. Coli'y Vibrio colerae
han aparecido por el uso indiscriminado de FZD y otros NF en la produccién de
cerdos y otras especies destinadas al consumo humano (Townson et al.,

1994).



Otros estudios realizados comprobaron que FZD a concentraciones por
debajo de la dosis letal de algunos microorganismos lograron adaptarse,

adquiriendo resistencia a dosis terapéuticas del antibiotico (Basak, 1995).

Niyogi et al. (1995), aislaron cepas de Vibrio colerae 01 obtenidas de
pacientes diagnosticados con cdlera, donde encontraron que estas cepas eran
resistentes a FZD, lo que generé un problema, ya que FZD era el unico
antibiotico utilizado en mujeres embarazadas y nifos diagnosticados con

colera.

En Portugal el uso ilegal de NF en la produccién avicola ha contribuido a
la prevalencia de S. enteritis en el musculo de las aves y por consecuencia a la
presencia de salmonelosis en humanos. Ademas, se cree que el uso
indiscriminado de NF pudo ser la causa de la multiresistencia de dos clones de
Salmonella typhimurium, que han sido diseminados en este pais (Antunes et

al., 20086).

Residuos de furazolidona unidos a las proteinas

La union proteina-residuo se define como aquellos residuos que no son
extraidos de los tejidos utilizando medios acuosos o solventes organicos
(Pereira et al., 2004). Estudios realizados con cerdos mostraron que mediante
el metabolismo propio del animal, los NF presentan una reduccién del grupo
nitro en el anillo furano, dando lugar a la formacién de compuestos intermedios

reactivos, capaces de formar enlaces covalentes con los aminoacidos de las



proteinas y de esta forma transferirse de un érgano a otro (Hoogenboom et al.,

2002).

Investigaciones realizadas en tejidos de cerdo (higado, rindn y musculo)
que fueron tratados con FZD indicaron que la concentracién total del metabolito
AOZ no disminuy6 una vez que el tejido fue sometido a diferentes tratamientos
térmicos como el freido, asado o cocinado en microondas (Cooper y Kennedy,

2007).

Los residuos de AOZ que se encontraron en los tejidos fueron
bioldgicamente activos una vez que fueron consumidos por una segunda
especie, estos residuos fueron absorbidos y metabolizados derivando en la
formacién de p-hidroxietilhidrazina (HEH), la cual es una molécula con
propiedades carcinogénicas. Esto demuestra la necesidad de monitorear los
residuos de FZD en alimentos, para descartar la presencia de residuos
perjudiciales a la salud de los consumidores (McCracken y Kennedy, 1997a;

McCracken et al., 2001).

A través de los anos se han llevado a cabo diversas investigaciones en
muestras de tejidos de cerdos tratados con FDZ. McCracken y Kennedy
(1997b), analizaron muestras de higado de cerdos que habian sido tratados
con FZD a dosis terapéuticas por un periodo de 5 dias y mantenidas en
refrigeracion de 0 a 48 h obteniendo intervalos de concentracion entre 697-
1001 ng g y 1435-1840 ng g’ de AOZ unido a proteinas y AOZ en forma libre

respectivamente.



McCracken et al. (2000) obtuvieron concentraciones de 3.0 ng g~ de
residuos de AOZ en muestras de bilis de cerdos a los cuales se les administro
FZD y una concentracion de 0.3 ng g en cerdos que no habian recibido el
tratamiento pero que estuvieron en contacto con los animales tratados,
sefalando que no es posible establecer diferencia si los residuos de AOZ
corresponden a animales tratados o se debe a una contaminacién por contacto
con animales que fueron tratados con el antibiético. Se argumenté ademas,
que este riesgo puede ocurrir durante el transporte o en la planta de sacrificio
donde los cerdos son expuestos a un ambiente contaminado con FZD, aun
cuando la exposicion sea por un periodo de 2 h (McCracken y Kennedy,

1997¢).

Posteriormente, Leitner et al. (2001), llevaron a cabo un estudio en el
cual los cerdos fueron alimentados con dietas conteniendo nitrofuranos (entre
ellos FZD) a dosis aproximadas de 5 mg kg”' de peso del animal y fueron
administradas de 3 a 4 porciones por dia. Al tercer dia, los cerdos fueron
sacrificados y el musculo fue analizado obteniendo una concentracién de 100

ng g~ de residuos de AOZ.

Hoogenboom et al. (2002) administraron a cerdos dosis de FZD de 400
mg kg™ de peso corporal por dos dias, con la finalidad de investigar la ruta que
seguia el metabolito AOZ en forma libre en el tracto gastrointestinal, al tercer

dia se les administré6 una dosis unica de 250 mg de AOZ. Posteriormente, la



medicidon de los residuos se llevd a cabo en muestras de sangre, donde se

encontraron concentraciones superiores a 0.03 ng mL™.

Cooper y Kennedy (2005), realizaron un estudio similar, en lechones de
ocho semanas de edad a los cuales les fueron administradas dosis
terapéuticas de 400 mg kg™ de nitrofuranos durante 10 dias, entre ellos, FZD.
Al décimo dia fue suspendido el tratamiento y los dias restantes hasta el
sacrificio los lechones fueron alimentados normalmente (sin el antibi6tico). Se
lograron detectar niveles de 3 a 11 mg kg™ de residuos de AOZ en un periodo

de 0 a 6 semanas después de suspender el tratamiento.

Toxicidad de la furazolidona

Los ensayos toxicologicos realizados tanto in vitro, como in vivo,
demostraron que FZD tiene la capacidad de alterar al DNA de las células,
formar tumores en tejidos sanos y provocar alteraciones en el desarrollo

embrionario (Gonzalez, 2006).

Ademas, el mayor inconveniente del empleo de FZD y del resto de los
NF en la produccién de los animales para consumo humano, es el potencial
que poseen de promover la formacién de tumores, o bien, el efecto

carcinogénico que ocasionan (Smith et al., 1998).

Hoogenboom et al. (1991), reportan que in vitro, FZD y su metabolito
AOZ inhiben la accién de la enzima monoaminooxidasa (MAO) en hepatocitos

de cerdos, de manera reversible. En ratas tratadas con FZD y AOZ por via oral,



estd inhibicion se presenta principalmente en higado y cerebro. Sin embargo, al
ser administrada FZD por via intramuscular no existe tal efecto, por lo que se

considera que en el tracto gastrointestinal (Gl) esta involucrado directamente.

El metabolito de pB-hidroxietilhidrazina (HEH), una cantidad de este
metabolito es formado por la biotransformacion de AOZ y responsable de las
propiedades cancerigenas de la droga (Klee et al., 1999), el cual inhibe de
manera irreversible la accion de la MAO, lo que causa el incremento de 5-
hidroxitriptamina en el cerebro que estimula el potencial vasopresor de la

tiramina (Ali y Bartlet, 1982; Timperio et al., 2003).

Otros metabolitos formados durante la biotransformacion de FZD no son
significativamente toxicos ya que son metabolizados a su forma inactiva.
Aproximadamente el 65% de los residuos se unen a proteinas vy
aproximadamente el 12% del total de estos residuos corresponde a la
formacién de AOZ. Como el metabolismo de los residuos continua, el contenido
total de residuos en el higado disminuye y la proporcion de los residuos de
AOZ se incrementa hasta un 83% en periodos de retiro de hasta 6 semanas

(O'Keeffe et al., 2006).

Un aspecto importante es que los metabolitos biolégicamente activos
como AOZ persisten en los tejidos utilizados como alimentos y pueden ser
detectados 6 semanas después del tratamiento con FZD. Los residuos de AOZ
son un indicativo de que los animales fueron tratados con la droga original

(Verdon et al., 2007).



Jager et al. (1997), reportaron que el tratamiento con FZD interfiere con
las enzimas mitocondriales. Estudios in vitro con NF (NFT, FZD y FTD),
mostraron que estas drogas inhiben la produccion/liberacién de aldosterona y
de otros corticoides, en el caso de corticosterona y cortisol disminuyeron hasta
un 50% solo en deoxicortisol no hubo cambios, para progesterona y 17a-
hidroxiprogesterona se observaron incrementos de mas del 200%,
traduciéndose esto en alteraciones en la calidad seminal y espermatogénesis

(Peralta et al., 2003).

En base a los resultados de los estudios toxicologicos, se llegd a la
conclusiéon que el empleo de FZD y del resto de los NF, en la produccién de
animales destinados al consumo humano, no es seguro ya que ponen en
riesgo la salud del consumidor debido a la ingesta de estos alimentos

contaminados con residuos de NF y sus metabolitos (Gao et al., 2007).

Regulacién sanitaria relacionada con la furazolidona

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Oficina
Internacional de Epizootias (OIE) y los gobiernos de diferentes paises, se han
planteado la cuestion del uso de estos farmacos, entre ellos NF, en todos los
sectores de la produccién, con especial referencia a los riesgos potenciales
para la salud publica. Muchos gobiernos han introducido, modificado o
fortalecido los reglamentos nacionales sobre el empleo de medicamentos en

los sistemas de produccién (FAO, 2002).



En 1992, JECFA fracasé en establecer una Ingesta Diaria Admisible
(ADI) o un Limite Maximo de Residuo (MRL) para FZD, ya que se basaron en
la evidencia de que este compuesto posee actividad carcinogénica y
genotoxica; ademas de carecer de datos relacionados con la cantidad y
toxicidad de sus metabolitos, incluyendo los unidos a las proteinas; esto mismo

ocurrié con NFZ (Hormazabal y Asp, 2004).

Debido a esto la UE empez6 a cuestionarse el uso de estas drogas en la
practica veterinaria, pero no fue sino hasta 1993 cuando fueron prohibidos
FTD, NFT, NFZ y enlistados en el Reglamento (CEE) 2901/93, el cual no
incluia a FZD y concedia la autorizacion de su uso. Sin embargo, debido a la
escasez de datos que comprobaran la seguridad de la droga y sus metabolitos,
se concluyé que no habia ningun dato favorable ni justificable para permitir el
uso de FZD en la medicina veterinaria, por lo que fue prohibida en 1995 por la

Comisién de Regulacion 1442/95 (Cooper et al., 2005).

Por lo que UE, establecio limites minimos de funcionamiento exigidos
(MPRL) de 1 ng g”' para el metabolito de FZD y el resto de los NF, con el fin de
garantizar el mismo nivel de proteccion en los paises de la UE. Este limite ha
servido como base al resto de los paises, principalmente aquellos que exportan

alimentos a la UE (Decision de la Comision 2003/181/CE).

En 1992, paises como Australia y Japon impidieron el uso de los NF en
la produccion de alimentos, ya que al no poder establecer los Limites Maximos

de Residuos (MRLs) implementaron “Cero tolerancia de estos residuos en



alimentos”. En EUA se prohibi6é el uso de FTD y el resto de los NF seguian
siendo autorizados, FZD y NFZ fueron prohibidos para uso tépico 10 afos
después. En el ano1999, Tailandia al igual que Japdén no pudieron establecer
MRLs por lo que se frend la importacién y uso de FZD y NFZ en la produccion
de alimentos. En el afio 2002 se extendid la prohibicion de uso a todos los NF

(FAO, 2004b).

En México, el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA) es el 6rgano encargado de crear normas Yy vigilar
la inocuidad de los alimentos de origen animal o vegetal, en el caso de los NF
solo se limita la prohibicién oficial en acuicultura, dejando a otros sectores
como la porcicultura la posibilidad de utilizar estos farmacos (SAGARPA,

2004).

En 1994, |la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos (SARH)
decreto a través del Diario Oficial de la Federacién, la Norma Oficial Mexicana
(NOM-004-Z00-1994), en la cual se dan las especificaciones para el control de
residuos toxicos en carne y visceras de bovinos, equinos, porcinos y ovinos
provenientes de establecimientos de sacrificio ubicados en el pais. Esta norma
fue modificada en 1996, sin contemplar los residuos de FZD y sus metabolitos,
pero actualmente se encuentra en proceso de modificacion con la finalidad de
establecer una tolerancia de residualidad de cero para furazolidona y sus

metabolitos en tejidos animales (NOM-004-Z00-1996).



Las autoridades de los diferentes paises han elaborado programas de
vigilancia y control de residuos toxicos en alimentos de origen animal para
garantizar la inocuidad y calidad de estos productos. Dicho monitoreo se lleva a
cabo en los alimentos carnicos de importacién y en los producidos en el pais
para garantizar que estas leyes y reglamentos sean cumplidos (FAO, 1996).
Alerta sanitaria por presencia de residuos de furazolidona en carne de
cerdo

Cualquier concentracion de FZD y/o su metabolito, detectada en los
alimentos es considerada una violacién a la ley (Conneely et al., 2002). Por lo
que durante el afo 2004, se realizdé un monitoreo de los metabolitos de los NF
en carne de cerdo al detalle (n=1500) en diferentes puntos de venta, en 15
paises de Europa, durante el periodo de abril a septiembre de 2002. Lograron
detectar metabolitos de FZD y FTD en 0.8 % de las muestras analizadas

(O'Keeffe et al., 2004).

En el afo 2004, se notific6 mediante el Sistema de Alerta Rapida para
Productos Alimentarios, la deteccidon de metabolitos de FZD en carne de cerdo

proveniente de Italia (Cooper et al., 2004).

En Portugal, en el ano 2002 se encontraron residuos de AOZ en
productos avicolas, lo que llevé a la destrucciéon de 1.5 millones de aves. En la
UE se encontraron residuos de NF en productos acuicolas procedentes de

Taiwan, China, Bangladesh, India, Indonesia y Tailandia, importados de la



India, Brasil, Israel, Francia y México, asi como en miel procedente de Vietham

y Argentina (Cooper y Kennedy, 2007).

Datos del Ministerio de Agricultura de Brasil reportaron la identificacion
de los metabolitos AOZ y AMOZ en carne de aves de corral destinada al
consumo humano e importada a Brasil durante los anos 2002 y 2003 (Decision
de la comision 2002/794/CE; Pereira et al., 2004). En México, durante el afio
2006, se encontraron metabolitos de FZD y FTD en el 4.5% del total de

muestras de musculo de cerdo analizadas (SAGARPA, 2007).

Contaminacion durante la produccion de carne de cerdo

En algunos paises, el uso de FZD y del resto de los NF no esta
prohibido en la produccién de alimentos de origen animal destinados para el
comercio nacional, pero si lo esta para aquellos productos destinados a la UE.
Esta situacion aumenta la posibilidad de que los alimentos destinados a la
exportacion provengan de animales alimentados con dietas contaminadas. En
Tailandia, se han detectado NF en premezclas vitaminadas y medicamentos

sin etiqueta que fueron colectados durante 3 afios (McCracken et al., 2005a).

La presencia de AOZ en tejidos animales, puede no solo ocurrir por el
tratamiento directo de FZD, sino también por la contaminacion de alimentos
que son administrados a cerdos no tratados 6 por la contaminacién de los
mismos corrales, durante el transporte y en el rastro donde los cerdos son

sacrificados (Leitner et al., 2001).



McCracken et al. (2000), reportaron que es posible diferenciar entre los
cerdos que han sido tratados con FZD de aquellos que estuvieron en contacto
con alguna fuente de contaminacién con este antibidtico. El indicativo esta
dado por el cociente entre las concentraciones de AOZ en bilis/rifidn, para los
animales que fueron contaminados, el valor debe ser menor a 0.3 y un valor

mayor a 3 sera para los cerdos que fueron tratados con FZD.

En otros sectores de produccion, como el de las aves, se encontré que
en pollos que fueron alimentados con concentraciones muy bajas de FZD
(0.01% de la dosis terapéutica), se alcanzaron niveles de AOZ de 1.1£0.2 y
0.3340.3 ng g~ en higado y musculo, respectivamente. Para conocer el
potencial de contaminacion de los NF en el ambiente, se colocaron pollos en
un gallinero que fue previamente ocupado por aves que habian sido tratadas
con FZD a 3000 ng g'1. 24 h después de haber sido expuestos los pollos, se
encontraron residuos de AOZ en concentraciones de 0.13+0.04 y 0.10+0.03 ng

g en higado y musculo, respectivamente (McCracken et al., 2005b).

McCracken et al. (2005a), llevaron a cabo una investigacion para
determinar si los residuos de NF (entre ellos FZD) podian transferirse de pollos
que fueron tratados a sus crias, encontrando que los huevos de éstos
presentaban concentraciones de AOZ menores a 1567 ng g'. Sin embargo,
una vez nacidas las crias esta concentracion disminuia hasta ya no detectarse
después de 21 dias de nacidos, esto fue debido a una combinacion de

factores, por un lado se dio una dilucién por el incremento en la masa corporal



y otro factor fue la disminucién debida a la excrecién gradual de los metabolitos

por las crias.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area de estudio

Los cerdos fueron obtenidos de un sistema de cria intensivo en las
instalaciones del Modelo Experimental de Produccion Porcina del Instituto de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad Autdbnoma de Baja
California. El sacrificio se realizé en la planta Tipo Inspeccion Federal (TIF) No.
54, localizada en Mexicali, B. C. El analisis de las muestras se llevé a cabo en
el Laboratorio de Analisis Biolégicos del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A. C., ubicado en la Ciudad de Hermosillo, Sonora,

México.

Duracion del estudio

El periodo de experimentacién y analisis de las muestras en el

laboratorio comprendié a partir del mes de Octubre de 2007 a Mayo de 2008.

Naturaleza de la poblacién

Se emplearon 60 cerdos sanos (entre machos castrados y hembras)
castrados de la raza York x Ladrance, con un peso promedio al sacrificio de

90z 1 Kg.
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Origen de las muestras

Los cerdos fueron distribuidos aleatoriamente en 5 grupos de 12 cerdos
cada uno. A cada cerdo se le suministr6 de manera experimental una dosis
unica de 5 mL de NF-180 basados en la recomendacion del fabricante, esta
dosis equivale a 0.55 mg de furazolidona por Kg de peso vivo del animal via
oral (o bien 550 ng g'). Cada uno de los grupos fue sacrificado a diferentes
tiempos: 3y 24 h; 5, 7 y 10 dias después de la administracion de la dosis de

furazolidona.

Un total de 180 muestras de higado, rindn y musculo con un peso
promedio de 100 g fueron tomados después del sacrificio de los cerdos,
empacados, etiquetados y almacenados a -20 °C para posteriormente ser
transportadas al laboratorio donde fueron almacenadas a la misma temperatura

hasta su analisis.

Metodologia

Se empled el método propuesto por Finzi et al. (2005) con algunas
modificaciones, como fueron ajustar el pH a 7.0 empleando K;HPO4 0.3 M y
NaOH 2.0 M. La extraccion de 3-amino-2-oxazolidona (AOZ) se llevd a cabo
adicionando 5 mL de acetato de etilo grado cromatografico (J. T. Baker, Inc.
USA) vy repitiendo esta operacion dos veces. El extracto se llevé a sequedad
total en un bafio de agua a 40°C y aire comprimido. El extracto seco fue

resuspendido con 1 mL de fase mévil, que consistié en acetato de amonio 0.1
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M a pH 7.4 y acetonitrilo (70:30, v/v), se agitd por 20 seg empleando un vortex
(Thermolyne, Maxi mix Il tipo 37600) y posteriormente se filtré con acrodisc de
13 mm (Acrodisc PTFE, Gelman) con tamaino de poro de 0.45 um, el eluato fue
colectado en un vial de 2 mL color ambar. Todos los reactivos utilizados en el

analisis fueron grado cromatografico.

Protocolo de validacion de la metodologia para la determinacion de AOZ y
aseguramiento de la calidad de los resultados

La metodologia empleada en esta investigacion se desarroll6 en base al
Procedimiento de Validacion de Métodos de Prueba (2008), el cual incluye los
parametros de sensibilidad, linealidad, precisiéon y exactitud. Cada uno de estos
parametros fue evaluado en los diferentes tejidos de musculo, higado y rindn.

Los resultados de la validacion de la metodologia fueron los siguientes:

Sensibilidad: El Limite de deteccion (LD) para el compuesto de AOZ
fue de 1 + 0.03 ng mL™ con un %CV de 3.0%, este LD coincide con el limite
minimo de funcionamiento exigido por la UE de 1 ng mL”’ (Decision
2002/657/CE). Para el Limite de cuantificacién (LC) se establecié un nivel de
3.76 + 0.17 ng g" con un porcentaje de coeficiente de variacién %CV de

3.45%.

Linealidad: Para el parametro de linealidad del sistema se obtuvo un
valor del coeficiente de correlacion (r) de 0.9979 + 0.0024 con un %CV de
0.24% el cual indicé que la metodologia utilizada para la determinacion de AOZ

fue lineal en un intervalo de concentraciéon de 1 a 8 ng mL™" (Jenke, 1996).
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Exactitud y precision: La evaluacion se realizd mediante la obtencion
del %R en muestras adicionadas con el estandar de AOZ, en los tres tejidos. El
valor promedio de %R obtenido para higado, rifién y musculo fue de 72.72%,
85.85% y 94.13%, respectivamente. La precision evaluada mediante el
parametro de repetibilidad se obtuvo %CV de 0.03, 0.04 y 0.05 para musculo,
rindn e higado, respectivamente. El %R y los %CV obtenidos se encuentran
dentro de la especificacion del método que son de %R 70-130% y %CV<20%

(USDA, 2001). Lo que demuestra la exactitud y precision del método.

En todos los analisis realizados para la determinaciéon de AOZ en los
distintos tejidos de los cerdos tratados, se incluyé un blanco reactivo y una
muestra blanco (control negativo) y una muestra adicionada con una
concentracion de AOZ de 4 ng g™’ de AOZ (control positivo) para evaluar el %R
de cada analisis. Esto con la finalidad de mantener un aseguramiento de la

calidad en los resultados generados.

Los estandares y muestras adicionadas a una concentracion conocida,
que se utilizaron en los analisis, fueron preparados partiendo de alicuotas de
una solucién de trabajo de AOZ a una concentracion de 12.5 ng mL’
preparada en metanol. Esta solucion se preparo partiendo de un estandar puro
de AOZ con una pureza de 99.4% (Vetranal, Rediel-Haen), disuelto en metanol

grado cromatografico (J. T. Baker, Inc. USA).

El analisis de las muestras se llevé a cabo utilizando un Cromatografo

de Liquidos de Alta Resolucién (HPLC) Varian Modelo 9010 (Varian Instrument
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Inc., Palo Alto, CA.), una columna Zorbax 300SB C1g con tamafio de particula
de 3.5 um de 100 x 2.1 mm de diametro interno en fase inversa (Agilent,
Technologies, Inc.) y un volumen de inyeccion de 100uL. La fase movil
consistié en una mezcla de acetato de amonio 0.1 M a un pH 7.4 y acetonitrilo
(70:30, v/v) a un flujo de 0.3 mL min™ con una bomba terciaria. Se empled un
detector UV-Vis Varian, Modelo 9050 (Varian Instrument Inc. Palo Alto, CA.)
con lampara de deuterio a una longitud de onda de 275 nm. El cromatografo de
liquidos se acoplé a una computadora Intel Inside con procesador Celeron y un
monitor Lanix Modelo 521 X. El programa computacional utilizado fue el Star

LC Chromatography Workstation Ver. 5.
Variable evaluada

La concentracién del metabolito de AOZ en cada uno de los tejidos fue
evaluada mediante la respuesta obtenida de la respuesta cromatografica,
calculando el area bajo la curva del pico cromatografico correspondiente a AOZ
el cual es proporcional a la concentracion del analito (USDA, 1991; Palma et

al., 2006)

Analisis estadistico
Con los datos de las concentraciones obtenidos del analisis de las
muestras fueron analizados mediante estadistica descriptiva obteniendo media

(x ), desviacién estandar (DE) y el coeficiente de variacion porcentual (%CV).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En las muestras de tejidos de higado, rifidn y musculo obtenidas del
bioensayo realizado con los cerdos, tomadas en los tiempos 3y 24 h, 5,7y 10
dias posteriores a la administracion de furazolidona (FZD), no se detecto la
presencia de residuos de 3-amino-2-oxazolidona (AOZ). La dosis administrada
de FZD via oral a los cerdos fue de 550 ng g, observandose que aln en
tiempos de retiro menores a 24 h, con un limite de deteccién (LD) de AOZ de 1
ng g, la acumulacién del metabolito de AOZ se dio a un nivel menor a esta

concentracion (1 ng g), o bien, no se dio.

Los resultados obtenidos en este estudio pueden deberse a que la dosis
administrada de FZD fue unica, ya que McCracken et al. (1997), reportan que
al administrar dosis de 0.5 mg Kg™' de FZD a cerdos, por al menos 5 dias en el
alimento, son suficientes para que sean detectados concentraciones de AOZ
en higado v rifién por arriba de 600 ng g™, mientras que en musculo solo son
detectados cuando se administran concentraciones de FZD mayores a 2.3 mg

Kg™, como aditivo en los alimentos.

En otras investigaciones, la administracién de FZD a los cerdos fue a
dosis terapéuticas a través del alimento (400 mg Kg™') hasta por 5 dias y los
tiempos de retiro en un intervalo de 0 a 6 semanas. Bajo estas condiciones,
reportaron que las concentraciones de AOZ son mayores en higado y rindn por

arriba de los 1000 ng g' en tiempos de retiro menores a una semana.
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Conforme avanza el tiempo de retiro, estas concentraciones de AOZ
disminuyen en higado y rifibn y se incrementan en musculo permaneciendo
constantes (McCracken et al., 1997; McCracken y Kennedy, 1997a; Cooper y

Kennedy, 2005).

La diferencia de los resultados de estos estudios, comparado con lo
encontrado en nuestra investigacion, puede ser debida a la forma de
administracion de FZD. Los estudios sefialados, realizaron la medicacion via
oral a través del alimento, y en este trabajo se realizd aplicando la dosis

directamente via oral como una suspension.

Otros estudios enfatizan la importancia que tiene la temperatura de
almacenamiento de los tejidos sobre las concentraciones de AOZ presentes en
las muestras, ya que éstas pueden disminuir hasta un 27% al ser almacenadas
a 4°C por mas de 48 h (McCracken y Kennedy, 1997c; Cooper y Kennedy,
2007). En este estudio, las muestras fueron almacenadas en un tiempo
promedio de 5 dias a 20°C antes de su andlisis. Por lo que la temperatura de
almacenamiento de los tejidos en este estudio, no pudo ser una causa por la
que no se detectara la presencia de AOZ en las muestras, ya que la
temperatura a la que se almacenaron los tejidos hasta su analisis fue de -20°C,
con el fin de asegurar la preservacion del analito por varios meses. Por lo que
se considera que no existieron pérdidas de la concentracion de AOZ en los

tejidos durante el periodo de almacenamiento.



CONCLUSIONES

No se detectaron residuos del metabolito de AOZ en las muestras de
musculo, higado y rindn de cerdos tratados con FZD con una dosis unica via
oral, administradaalas 3y 24 hyalos 5, 7y 10 d de retiro. Lo que demuestra
que a una dosis unica de 0.55 mg por Kg de peso las concentraciones del

metabolito de furazolidona AOZ son menores a 1 ng mL™",
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