ESTROGENOS EM BEZERRAS DE ABATE!
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SinoPsE.- A presenca de substincias com aglio estrogénica nas fezes de 66 bezerras de
abate com trés a quatro meses de idade foi pesquisada através do teste de aumento de peso
do dtero em camundongos, de exames de cromatografia em camada fina e, paralelamente,
inspeg¢do dos respectivos ovdrios.

Pelo exame dos ovirios constatou-se que apenas 13 bezerras apresentavam foliculos com
didmetro maior que 6 mm; as 53 restantes apresentavam didmetro folicular menor que 6
mm, na maioria entre 2 ¢ 3 mm,

A administragio oral de extrato das fezes desses animals a comundongos fémeas impi-
beres ofereceu os seguintes resultados: no grupo das 13 bezerras de maior didmetro folicular,
ndo houve diferenca entre ¢ peso médio dos viteros dos camundongos testes e ¢ dos camun-
dongos controles; no grupo das demais 53 bezerras, essa diferenca foi altamente signifi-
cante {P < 0,001) em 47 casos, significante {(P.< 0,01) em 3 casos, de pouca significincia
(P < 0,05} em 1, e sem significincia, indicando auséneia de atividade estrogénica nas
fezes, em apenas 2 outros. :

O exame cromatografico de 41 das 47 amostras de fezes positivas para agfo estrogénica
revelou a presenga de dietilstilbestrol em 24 amostras (60%), em concentragdes que variaram
de 17 a 666 pg/kg de fezes, de 17-a-estradiol em 8 amostras, variando de 2 a 17 pg/kg,
e de 17-B-estradiol, estriol e estroma, em pequeno mimero de amostras e com menores con-
centragdes. ‘ .

Com base nestes resultados, que inequivocamente demonstram a presenga de hormdnios
sintéticos em bezerras com ovarios aparentemente afuncionais, concluiu-se

ovérios poderia ser utilizada como meic de levantar suspeita do uso ileg

engorde de bezerras para abate.

INTRODUGAO

O uso de hormdnios com agic anabédlico-estrogénica,
tais como o dietilstilbestrol, ganhou muita popularidade
nos ultimos anos, especialmente no que se refere ao en-
gorde de animais. O fato de que essas substincias per-
tencem ao grupo dos denominados “compostos biolégi-
cos altamente ativos”, além das suposi¢bes expressas na
literatura de que essas substincias possuem uma agio
cocarcinogénica, levou vérios paises a proibirem o uso
de preparades com agfio estrogénica para outros fins que
nio o terapéutico. :

A utilizagiio de métodos de identificagio quimicos e
biolégicos torna-se bastante problemitica por razdes tée-
nicas e econdmicas, Por este motivo, o desenvolvimento
de um teste simples que possibilitasse a identificacio
de animais tratados com estrégenos para fins de engorde
seria de interesse muito especial.

Por tais razdes, examinou-se a possibilidade da existén-
cia de alguma relagio entre ¢ quadro macroscépico ova-
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(iue a inspe¢io dos
al de estrogenos no

riano e o uso de estrogenos com a finalidade de se esti-
mular um engorde precoce em bezerras de abate,

MaTemAL & METODOS

Os ovérios de 66 bezerras abatidas com idade entre trés
e quatro meses no Frigorifico Estadual da Baixada Sa-
x0nia, em Hannover, Alemanha Federal, foram cole-
tados e examinados quanto 4 presenca de foliculos ter-
cidrios. Através da medida do diimetro dos foliculos
identificados distribuiram-se as bezerras em dois gru-
pos: :

grupo I: bezerras apresentando ovérios aparentemente afuncio-
nais, com foliculos tercidrios de didmetro menor do que 6 mm;

grupo 1I: bezerras com foliculos de difimetro maior do que
6 mm em seus ovérios.

Paralelamente coletava-se de cada bezerra uma amos-
tra de fezes com peso em torno de 50 g, da qual, mais
tarde, 10 g eram examinados através de um teste bio-
l‘égico, anteriormente descrito (Silva et al. 1973}, quanto
a presenga de substincias com agfio estrogénica. Esse
teste inclui os seguintes procedimentos: 10 g de fezes
si0 bem misturados com 30 ml de dlcool a 96%; essa
mistura é centrifugada durante 15 minutos a 3.000 rpm
e 0 sobrenadante, retirado e armazenado; o sedimen-
to é novamente misturado com 30 ml de 4lcool a 96%,
repetindo-se o procedimente anterior; os dois sobrena-
dantes sio, entdo, reunidos e, logo apds, misturados a
100 g de ragiio padrio para camundongos (Altromin
1324); a partir dai, formam-se “pellets” que sdo levados
4 estufa a 40°C para secagem durante 16 a 24 horas;
esta ragio & oferecida a camundongos fémeas impi-
beres (NMRI/HAN), & razio-de 2,5 g/camundongo/
dia; no quinto dia os animais de laboratdrio sio sacrifi-
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cados e seus titeros retirados e pesados; o tecido adiposo
aderido aos dteros é cuidadosamente retirado e, quando
da existéncia de contetido liquido nos tteros, o liguido
é extraido através de leve pressio com papel filtro; o
peso dos dteros é, entdo, relacionado a 100 g de
peso corporal. S

Para cada amostra de fezes usaram-se 10 camundon-
gos nas condigdes indicadas, Para cada grupo de amos-
tras de fezes a ser examinado utilizaram-se 10 camun-
dongos nas .mesmas condigdes dos anteriores, que re-
cebiam apenas ragio padrio e serviam como controle,

Dentro do possivel, as amostras de fezes positivas no
teste biologico foram examinadas através de cromato-
grafia em camada fina (Schuller 1967) com a finali-
dade de se identificar a substincia com atividade estro-
génica presente. Para este exame eram utilizados 30 g
de fezes.

Como prova adicional, examinaram-se histologica-
mente as glindulas de Bartholin de seis bezerras posi-
tivas no teste de aumento de peso em utero de ca-
mundongo, através do método descritc por Ruitenberg
e Kroes (1970). '

A anilise estatfstica dos resultados obtidos no teste
biolégico foi realizada através do teste “t™".

RESULTADOS

Das 66 bezerras examinadas, 13 apresentavam, pelo me-
nos em um dos ovaros, foliculos terciirios maiores do
que 6 mm de didmetro. As restantes 53 bezerras néo
apresentavam qualquer foliculo cujie diimetro chegas-
se a 6 mm. A maioria desses foliculos media de 2 a 3
mm de didmetro; . : . :

Os extratos de 10 g de fezes de cada uma das 66
bezerras que foram examinados através do teste de au-
mento de peso em dUtero de camundongo apresentaram
os resultados descritos no Quadro 1.

Como demonstram os resultados deseritos no Quadro
1, nio se determinou qualguer substincia com atividade
estrogénica no - extrato das fezes de bezerras com foli-
culos ovarlanos malores do que 6 mm de diimetro,
A diferenca entre os pesos dos tteros dos camundongos

teste e os controle nao foi estatisticamente significante’

{P > 0,05). )
J4 no caso das bezerras com foliculos menores do que
6 mm ({ovérios aparentemente afuncionais), os resulta-
dos obtidos foram diametralmente opostos. A diferenca
entre os pesos dos uteros dos animais teste e controle
foi de alta significincia estatistica (P < 0,001). Das 53
bezerras examinadas, em apenas dois casos nio se iden-
tificou’ a presenca de substincias com agdo estrogénica.

Quapre 1.  Resultado da aplicagdo oral do extrato das fezes de bezerras de obale a

Em uma bezerra o resultado foi de pouca significincia
(P < 0,05), e em outros trés animais, significante
{P < 0,01). As restantes 47 bezerras apresentaram ati-
vidade estrogénica nas fezes altamente significante
(P < 0,001).

O exame de cromatografia em camada fina de 41
amostras de fezes com resultado positivo no teste bio-
légico possibilitou a identificagio das substincias com
atividade estrogénica, conforme demonstra o Quadro 2.

Por meio do exame cromatogrifico pdde-se constatar
que entre as substincias identificadas no teste biolégico
como de alta atividade estrogénica destacava-se, sobre-

. maneira, o dietilstilbestrol, que ocorreu em 24 (cerca
de 60%) dos 41 extratos de fezes examinados. A concen-
tracdo desta substincia nas fezes variava muito: nos 24
extratos positivos os valores oscilaram entre 17 ¢ 666 pg
de dietilstilbestrol/kg de fezes. Em outras oito amos-
tras identificou-se 17-u-estradicl, que é biologicamente
uma substincia muito menos ativa que o dietilstilbestrol.
Em terceiro plano aparece o 17-B-estradiol, identifi-
cado em trés extratos de fezes. Estrona e estriol foram
encontrados, cada um, em um extrato de fezes, em
concentrages relativamente baixas,

Embora nove amostras de fezes ndo evidenciassemn a’

presenga de qualquer substincia estrogénica ao exame
cromatogrifico, no teste biolégico mostraram-se alta-
mente positivas {variagio do peso dos ttercs entre 176
e 394 mg% peso dos tteros dos animais controle —=
69 mg%). Acreditamos, por isso, que as baixas concen-
tragGes destas substincias nas amostras em questio nio
permitiram sua identificagio devido a perdas durante o
processo de extragfio. Uma prova disto estd em que, atra-
vés do exame histolégico das glindulas de Bartholin de
seis bezerras positivas no teste biolégico (trés positivas

e trés negativas no exame cromatogréifico), se verificou, .

-em todas elas, hipertrofia acompanhada de hiperplasia.

~ Discussio g CoNCLUSOES -

Baseados em mnossos resultados, chegamos & constatacio
de que, nos testes biolégicos com os extratos de fezes das
bezerras de abate, nio foram as amostras de fezes dos
animais - que possuiam foliculos maiores de que 8 mm
que evidenciaram atividade. estrogénica, sendo daqueles
com foliculos menores que 6 mm de diimetro {maio-
ria dos foliculos entre 2 e 3 mm ). Isso nos leva a
concluir que a atividade estrogénica nio deve ser de-
finida como resultante de uma secregio enddgena, mas
sim de origem exégena.

camundongos
fémeas impiberes
. N.o de Peso médio dos dteros (mg/100 g)
Procedéneia do extrato de feses bezerras 'Eef‘.te
" Camundongos teste Camundongos controle t
Bezerras com, folfeulos <6 mm ¢ | |, 53 1 205 £ 57 69 & 11 e
. (P<0,001)
Beserras com folfeulos >6 mm ¢ 13 67 % 11 69 + 8 N.8.
' ' (P>>0,05)

*+* = diferenca a]tarm;nte significativa, N.B, = diferenca nfo significativa.
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Quapro 2. Exame cromatogrdfico em camada fina de 41 amos-
tras de fezes com resultado positive no teste  bioldgico

N.o de Substincia Cencentragtio
bezerras identificada caleulada
. (ug/kg de fezes)
9 ‘ nenﬁuma . -
24 di;atilatilbestro] 17 — 668
3 17-a—-estradiol 2— 4
3 17-a-estradiol
17-3-eatradiol 4 — 17
1 17-a—estradiol e estrona . 4
1 17-a-estradiol e estriol 4

De fato, através do exame cromatografico puderam ser

identificadas as substincias com atividade-estm{{énica
cuja presenca fora detectada através do teste bioldgico.
Neste caso predominava o . dietilstilbestrol.

Em nenhuma das bezerras que se identificou um con-
tetido estrogénico nas fezes foi possivel verificar a pre-
senca de foliculos tercidrios grandes (& > 6 mm), o
que vem reforgar a hipbtese da origem exdégena dos es-
trégenos encontrados através do teste bioldgico. Pa-
rece, portanto, que em bezerras, ao contririo das vacas
{Dawson 1957, Roberts 1971, Schaetz 1971 & Grunert
1973), nfo ocorrem cistos ovarianos apés uma admi-
nistracio de estrégenos. Ocorre muito mais uma ten-
déncia a subfungio ou afungfio dos ovéarios, como ji
foi observado em vacas, em algumas ocasifes, Por Kal-
tenbach et al. (1964) e Niswender et al. (1965) apéds
.uma aplicagio de estrogenos.

De acordo com Diécke (1969), uma alta dose de es-
trégenos leva 4 diminuicio da secregio de FSH pela
hipéfise, Um tratamento com estrogenos durante longo
tempo pode ter como resultado uma grave atrofia dos
ovarios, assim como se pode observar apds uma hipofi-
. sectomia,

As nossas observagfes em bezerras de abate até qua-
tro meses de idade, assim como as de Silva {1973), cor-
roboram esses dados. Karg et al. (1972), ao examina-
rem o liquido folicular de duas bezerras de abate atra-
vés de um método radicimurncldgico, verificaram que o
animal tratado produzia trés vezes menos estrdgenocs gue
o controle; isso levou estes autores a levantar a hipé-
tese de que um tratamento com estrégenos levaria a
uma hipofun¢io ovariana em bezerras,

Baseados em nossos exames somos levados a acredi-
tar que a presen¢a de ovArios aparentemente sub ou
afuncionais em bezerras de abate nos permite suspeitar
que, neste caso, sob certas circunstincias, foi realizada
uma aplicagio de estrégenos com a finalidade de se al-
cangar um ganho de peso precoce.

S30 necessirias mais investigacSes neste sentido, pro-
curando esclarecer a praticabilidade deste método de
pré-selecio. Caso se confirmem as observagdes feitas
por nds, teremos encontrado um método que permitird
a triagem de bezerras, que possivelmente tenham re-

cebido estrégenos, através do aparte daguelas que apre-
sentarem os ovérios sem foliculos terciarios grandes,
Tanto o teste de aumento de peso em dtero de ca-
mundongo como a cromatografia em camada fina nio
podem ser utilizados  como exames de rotina para um
grande ndmero de provas diirias. Para combater sis-
tematicamente a aplicagio ilegal de estrégenos em be-
zerras de abate é necessirio, na nossa opinifo, desen-
volver-se um método mais simples e seguro de triagem
(“Screening test”) do que os testes morfolégicos até
agora disponiveis, como por exemplo, a observacio do
crescimento 'da papila mamiria e sinais de feminilidade
nos machos. Dever-se-ia, entretanto, assegurar que, atra-
vés de tal método de selecio, dentro do possivel, fos-
sem reconhecidos todos os animais suspeitos de um tra-
tamento por estrgencs. Desta maneira evitar-se-ia a
larga utilizagio de métodos trabalhosos e antiecondmi-
cos como o teste de aumento de pesc em ttero de ca-
mundongo e a cromatografia em camada fina que, no

. entanto, deveriam ser usados em Gltima instncia como

prova corroboratéria.
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ABsTRACT,- Silva, C.AM.; Grunert, E.; Pézvari, M. [Estrogens occurring in slaughtered
female calves]. Estrégenos em bezerras de abate. Pesquisa Agropecudria Brasileira, Série

- Veterindria (1975) 10, 31-34 [Pt, en] Fac, Med, Vet. UFRG, Av. Bento Gongalves 9090,
Porto Alegre, RS, Brazil. ‘ ‘

"The mice-uterus test, tlc. and concomitant macroscopic examination of respective
ovaries were used to examine the faeces of 66 slaughtered female calves for the presence of
substances having oestrogenic action. Follicles with a diameter of more than 6 mm were
only observed in 13 cows, whilst those found in the ovaries of the remainder (53) had

follicles between 2 and 3 mm in diameter.

"An extract of calves faeces administered orally to adolescent female mice resulted in:

. a) Extracts from those 13 cows with ovaries having follicles with diameters more
than 6 mm, no significant difference in uterine weight between test and control mice;

b) Extracts from the remaining cows; highly significant (P < 0,001) differences
between uterine weight of test and control mice in 47 cases; significant (P < 0.01) dif-
ferences in 3 instances, minimal significance (P < 0.05) in one case; and no significant
difference in the remaining two cases. - ‘

An investigation by tle. of 41 samples from the 47 faeces with highly significant
oestrogenic activity revealed dietilbestrol (Eng.: diethylstilbesterol) with concentration rang-

: inﬁ( from 17 to 666 g/kg in 24 samples; also 17 o-estradiol with concentration from 2 to 17
g

g in 8 samples, and 17 P-estradiol, estriol and estron in lower concentration in a few
samples. :

The results obtained clearly show the presence of synthetic hormones in female calves
with “sleeping ovaries”, The examination of ovaries may therefore be used to indicate whe-
ther or not oestrogen is being used illegally to fatten female beef calves. o
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