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RESUMO

Com o desenvolvimento da indUstria farmacéutica e
0 consegiiente surgimento de novas substéncias promotoras do
crescimento animal, o setor agropecudrio necessita de
tecnologias cada vez mais eficientes e sensiveis para detectar
possiveis residuos deixados por este vasto nimero de substancias
anabolizantes, principalmente esterdides com atividades
estrogénicas, androgénicas e progestogénicas. Tais substancias,
guando presentes na carne, gordura, ovos, entre outros, podem
ser detectadas e quantificadas por uma série de métodos, dentre
0s quais, descrevemos o0s cromatogréficos, baseados
principalmente  em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM), cromatografia liquida de alta
ficiéncia (CLAE), cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia (CCDAE) e os méodos imunolégicos, como
radioomunoensaio (RIA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA).
Estes métodos tém como vantagens o elevado nimero de
amostras que podem ser analisadas por periodo de tempo,
aliadas a alta sensibilidade na deteccdo de residuos.

Palavras-chave: métodos cromatogéficos, imunoensaios,
hormdnios, anabolizantes.

SUMMARY

With the development of the pharmaceutical
industry, and consequently appearance of new substances which
promote animal growth, the agricultural sector needs
technologies more and more efficient and sensitive to detect

possible residues left by this vast number of anabolic substances,
mainly steroidswith estrogenic, androgenic and progesterogenics
activities. Such substances, when present in meat, fat, and eggs
among others, can be detected and quantified by a series of
methods, among the ones which we described the
chromatographic methods, based mainly on gaseous
chromatography coupled to the mass espectrometry (CG-MS),
high performance liquid chromatography (HPLC), thin layer
chromatography (HPTLC) and the immunological methods, as
radioimmunoassay (RIA) and enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA). These methods have as advantages the high
number of samples that can be analyzed by period of time,
toghether with high sensibility and accuracy to detect anabolic
residues.

Key words: immunoassays, hormones, chromatografic methods,
anabolics.

INTRODUCAO

O crescimento cada vez maior da
industrializagdo e a existéncia de um mercado cada
vez mais globalizado vém exigindo dos produtores
rurais a utilizagdo de modernas tecnologias ligadas a
producdo animal, cuja aplicagdo comprovadamente
tem resultado em maior produtividade e melhor
qualidade dos aimentos, entre eles o uso de
anabolizantes, cujo uso é proibido no Brasil
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Compreende-se por anabolizantes, as
substancias que aumentam a retencéo de nutrientes
fornecidos pela aimentagdo, principamente a
retencdo de nitrogénio protéico e ndo protéico e
conseqiiente transformacdo em proteina. Em dltima
andlise, aumento de peso e de massa muscular.
Apesar dos residuos deixados pelos anabolizantes
em tecidos animais ser da ordem de partes por
bilhdo, sabe-se que a agdo dos horménios naturais
ocorrem nesta ordem nos animais e neste caso, a
gquantidade ndo é fator relevante, e sim o simples
fato de haver residuo.

A regulamentag&o oficial paraa utilizagéo
de horménios em producdo animal varia nos
diversos paises. Somente o dietilestilbestrol (DES)
tem uso proibido em todos os paises devido ao seu
efeito carcinogénico (COLLINSet al., 1989).

Em 1989, a Comunidade Econdmica
Européia proibiu a utilizagdo de substancias
anabolizantes para uso em animais, ndo permitindo a
comercializagdo e a importagdo de carnes, que
apresentem residuos dessas substancias BOOTS et
al., 1997). Em alguns paises como Canada,
Austrdlia, Nova Zelandia, Argentina e Estados
Unidos ¢é permitido o uso dos compostos
anabolizantes naturais tais como testosterona,
progesterona, 17 b-estradiol e dos sintéticos zeranol
e acetato de trembolona (TBA). Nesses paises, sdo
controlados somente os residuos dos compostos
sintéticos com Limites M&ximos de Residuos
(LMR) para o zeranol de 10ng.kg™ e 2m.kg™ em
figado e musculo bovino respectivamente e de
1,4nmg.kg™ de b-trembolona em tecido muscular
bovino e de 14ngkg™ de a-trembolona em rim e
figado bovino, sendo que esses valores foram
estabelecidos por um comité misto da FAO/ OMS
(Organizagdo Mundial da Salde) (COLLINS et al.,
1989; LONE, 1997).

No Brasil, apartir de 24 de maio de 1991
(BRASIL, 1994) foi proibida a importagéo,
producdo, comercializacdo e uso de substéncias
naturais ou artificiais, para fins de crescimento e/ou
engorda de animais de abate, com permissdo apenas
para fins terapéuticos, sincronizagédo de ciclo estral e
preparacdo de doadores e receptores para a
transferénciade embrides (BRASIL, 1991).

Em 1995, foi determinado pelo Codex
alimentarius, que o0s produtos 17b-estradiol,
testosterona e progesterona seriam seguros a salde
assim como o acetato de trembolona e o zeranol
desde que em doses inferiores a 2 e 10mg/kg
respectivamente. O dietiletilbestrol foi considerado
como potencialmente toxico (PALERMO-NETO,
1998).

Agentes anabolizantes

Sd0 substancias usadas na producdo
animal, podendo serem  descritos como
biologicamente enddgenos, compostos hormonais
esterdides naturalmente presentes no organismo
animal (testosterona, progesterona e estradiol 17-b)
ou como biologicamente exdgenos, dividindo-se em
xenobi6ticos (acetato de trembolona -TBA, acetato
de malengestrol -MGA e zeranol), esterGides
sintéticos Etinilestradiol e metiltestosterona) e os
estilbenos (dietilestilbestrol - DES e hexoestrol)
(PATTERSON & SALTER, 1985).

O mecanismo de agdo dos anabolizantes
se da pela deposicao de proteinas, que é resultado da
diferenca entre a sintese e a degradagdo protéica
(LONE 1997). Estudos conduzidos por HAYDEN
et al. (1992) comprovaram um aumento ha
deposicdo de proteina sem a redugdo na degradacéo,
indicando que os anabolizantes devem aumentar a
sintese protéica. No entanto, estudos conduzidos por
BUTTERY (1983) e SINNETT-SMITH et al. (1983)
indicaram que os anabolizantes reduzem a
degradacéo de proteinas. De acordo com HAYDEN
et al. (1992), o tratamento com estradiol e acetato de
trembolona separadamente ou em combinagdo né&o
modifica os niveis de insulina, horménio de
crescimento (HC) ou cortisol. Por outro lado,
compostos androgénicos reduzem a concentragdo de
tiroxina BUTTERY & SINNETT-SMITH, 1984).
Embora os anabolizantes ndo tenham um efeito
direto sobre o horménio de crescimento, eles
potencializam a sua ac8o através de um aumento no
ndmero de receptores para horménio de crescimento
no figado, podendo resultar em um aumento na
concentragdo do fator de crescimento de fibroblastos
(IGF-I) (JOHNSON et al., 1996; HANCOCK et al.,
1991). Esta resposta parece ser potencializada ainda
mais devido a acdo do TBA em particular, por
aumentar a resposta de células do musculo a agdo de
IGF-1, resultando em aumento na proliferacdo e
diferenciac@o de células satélites THOMPSON et
al., 1989).

Os anabolizantes usados sao aplicados
como implantes, injecdes oleosas ou como aditivos
alimentares, sendo comum o emprego de “misturas*
de anabolizantes, com dois ou mais agentes
anabolizantes, com 0s quais se obtém um efeito
sinergistico ou aditivo sobre o ganho de peso,
permitindo-se a aplicagdo de doses menores de cada
anabolizante, quando comparadas com 0s
anabolizantes injetados isoladamente. Essa prética
apresenta a vantagem de dificultar a deteccdo de
residuos nos tecidos, burlando com isso a
fiscalizagao.
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Residuos de agentes anabdlicos

No mundo moderno, grande parte da
seguranga aimentar repousa no controle de
remanescentes residuais nos aimentos, em
decorréncia do uso de pesticidas, ou drogas
veterinarias, ou por acidentes envolvendo
contaminantes ambientais. Residuos de
anabolizantes em carnes trazem sérios problemas de
salde publica. De acordo com EPSTEIN (1990),
3000 criangas em Porto Rico tiveram sérios
problemas de desenvolvimento sexual prematuro e
cistos ovarianos devido a ingestdo de produtos
carneos com residuos de zeranal.

Segundo o Comité Misto do Codex
Alimentarius/ FAO/ WHO, a ingest&o de alimentos
contaminados por anabolizantes pode levar ao
aparecimento de distarbios enddcrinos como
induc&o de puberdade precoce em criangas, avangos
na idade Ossea com repercussdes negativas no
crescimento, modificagdo dos caracteres sexuais,
bem como cénceres principamente no figado e
pancreas (CARDOSO et al., 1999).

Os agentes anabodlicos sdo geralmente
metabolizados e seus metabdlitos excretados ou
levados pelos tecidos numa forma livre,
biologicamente ndo ativa O figado converte os
agentes anabdlicos em metabdlicos menos ativos e
também em formas conjugadas, mais solUveis em
agua, que sdo secretadas na hile, sendo entdo
excretados pelas fezes e urina. No entanto, uma
parte dos metabdlitos formados no figado pode
entrar no sistema circulatério e permanecer em
outros tecidos como residuos HEITZMAN, 1983;
RICO, 1983).

De acordo com ROSA & DODE (1987), a
via de administragdo mais utilizada em bovinos é o
implante em parte ndo comestivel da carcaga, como
por exemplo, na orelha. A administragdo oral ou
injecdo (oleosa ou cristalina) aumenta a
possibilidade de abusos e a ocorréncia de residuos
em tecidos comestiveis, o que torna um problema de
salde publica. Os agentes anabdlicos enddgenos,
guando usados na producéo animal sdo rapidamente
metabolizados pelo figado, ndo sendo muito ativos
quando administrados oramente. JA 0s agentes
anabolicos  exogenos, ou  sintéticos, sdo
relativamente resistentes as biotransformacfes e,
portanto, menos prontamente metabolizados no
figado, explicando com isso sua grande atividade
gquando administrados oralmente, favorecendo com
isso seu acumulo na musculatura, figado e rins
(NASCIMENTO, 1997).

Segundo HEITZMAN (1983), as maiores
concentracdes de residuos de anabolizantes tém sido

encontradas no local de administragéo, na bile, nas
fezes e na urina. Concentragbes medianas foram
encontradas no figado e nos rins e as menores
concentragdes nos muscul os e gordura.

Os metabdlitos do DES aparecem em trés
formas e€letrofilicas:. a) dienestrol; b) w-
hidroxidienestrol, na forma glucoronil-conjugada e
¢) w-hidroxidienestriol, na forma sulfo-conjugada. O
DES é excretado pelas fezes em uma forma livre e
na urina como uma forma glucorona-conjugada. O
figado € o Orgdo que retém maior quantidade de
residuos de DES, de tal forma que até 60 dias ap6s
implantacdo ainda se encontra 0,1ng.kg™ (RICO,
1983).

O zeranol e seus metabdlitos sdo
excretados na bile ou na urina apds conjugagéo
glucoronidea e/ou na forma de sulfato. Em
mamiferos, os principais metabolitos do zeranol séo
zearalenona e taleranol, sendo esses metabdlitos
encontrados tanto nas fezes e urina como nos
tecidos. A taxa desses metabdlitos varia de acordo
com a espécie. Em coelhos, o taleranol é o
metabdlito do zeranol (ERASMUSON et al., 1994;
MIGDALOF et al., 1983).

O TBA, ap6s ingerido, é rapidamente
hidrolizado para 17 b-trembolona, que é entdo
convertido para 17 a-trembolona, o qua é
considerado o mais abundante metabdlito. Nos
musculos, a maior quantidade de residuos esta na
forma 17 b-trembolona. Os residuos solGveis est&o
por volta de 10% do total, sendo que o restante esta
ligado aos tecidos, isto € ndo sdo extraidos por
solventes organicos (POTTIER et al., 1975; RYAN
& HOFFMANN, 1978).

Métodos para deteccdo de residuos de agentes
anabdlicos

A determinacdo de residuos de agentes
anabolizantes em material bioldgico é uma tarefa
dificil. Para tal, os métodos utilizados, para serem
considerados satisfatérios, deverdo preencher uma
série de requisitos entre os quais. ser adequado a
uma rotina regular realizada por pessoa qualificada;
permitir o manuseio de um grande nimero de
amostras hum pequeno espago de tempo, para poder
ser usado como um instrumento de fiscalizag&o; ser
seletivo para o composto, de modo a evitar falsos
positivos; quantificar, de forma inequivoca, a
concentracdo do composto presente; permitir tanto a
quantificagdo do composto livre quanto seu
conjugado; ndo ser muito oneroso, para nao
inviabilizar as andlises de vigilancia sanitéria
(PLAIZIER, 1993; EECKHOUT et al., 1998).
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Muitos métodos satisfazem alguns desses
itens, mas nenhum satisfaz a todos. E possivel,
entretanto, conseguir resultados bastante
satisfatérios com métodos que preencham a maioria
desses requisitos. A determinacdo de residuos de
agentes anabolizantes em matrizes bioldgicas tais
como urina, é dificil devido & contaminagdo com
esterdides endogenos e componentes da dieta que
interferem com a deteccdo de baixas concentracdes.

Geralmente, para a deteccdo de residuos
de anabolizantes, dois tipos de métodos podem ser
usados. (1) o0s imunoensaios tais como
radioimunoensaio (RIA) e método imunoenzimético
(ELISA), os quais sdo rotineiramente usados para
deteccdo e (2) métodos fisico-quimicos, por
cromatografia (CG-EM, CCDAE), os quais sdo
usados para determinagdes quantitativas e como
métodos de referéncia (HOFFMAN & BLIETZ,
1983; LONE, 1997).

M étodos imunoenzimaticos

Na deteccdo de residuos hormonais nos
animais, metodologias diferentes podem ser
utilizadas, como os imunoensaios do tipo “enzyme
linked immunosorbent assay”- ELISA HARLOW
& LANE, 1988, GODFREY, 1998) e
radioimunoensaio - RIA.

Na década de 60, surgiu o RIA para
quantificar horménios em andlises de bioquimica
clinica de humanos e rapidamente passou a ser
aplicado para determinacdo de residuos de
anabdlicos devido a alta sensibilidade, precisdo e
repetibilidade. Contudo, existem desvantagens desta
metodologia, como o uso de material radioativo e
consequentemente, pessoal treinado e laboratério
diferenciado (MATOS, 1996). Estudos recentes
(WIENER et al, 2000) mostraram que
radioimunoensaios tém sido vastamente utilizados
para monitoramento de hormdnios, sgjam eles
naturais, para controle de ciclos estrais, ou
administrados, para finalidade de aumento de peso.
Estes imunoensaios apresentam rapidez, ata
sensibilidade e grande precisdo na determinagéo de
hormdnios em gado bovino.

Os imunoensaios baseiam-se na reagdo
antigeno-anticorpo e posterior revelagdo desta
reacdo, de forma a quantificar e qualificar o ensaio.
A revelagdo pode ser por reagdo enzimatica (ELISA)
ou por emissdo de radioatividade, no caso de um
isétopo marcado (RIA) (HARLOW & LANE
1988). Em ambos 0s casos, € necessario que se
produza o anticorpo contra a molécula que se desegja
identificar ou detectar. Os anticorpos produzidos
podem ser policlonais, quando se trata de soro de

coelho ou galinha, ou ainda monoclonais, quando

produzidos por fusdo de bago de camundongo e
células de mieloma, para a formagdo de hibridomas

e posterior selecdio dos clones (KOHLER &

MILSTEIN, 1975).

O uso de anticorpos monoclonais para
estes ensaios de deteccdo de anabolizantes tem sido
realizado para diagnostico de diversos anabolizantes
por apresentar resultados rapidos e confiaveis,
detectando niveis ao redor de 0,05ppm das
substéncias monensinas, oxitetraciclinas,
trembolona, zeranol, carbadox, closantel,
flubendazole ivermectina e clembuterol em animais
como gainhas, perus, bovinos e caprinos
(WATANABEg et al., 1998).

A identificacdo de beta-agonistas como
clenbuterol, tem sido realizada utilizando
radioimunoensaios  (RIA), com  anticorpos
policlonais. Os beta-agonistas estao sendo utilizados
ilegalmente como promotores de crescimento em
gado bovino e em cavalos e sua identificagdo faz-se
necessaria. No trabalho de RODA et al. (2000), um
teste rgpido e de alta sensibilidade foi desenvolvido
para determinacdo de clenbuterol em urina de
bovinos, baseados em RIA, mostrando—se eficiente
nadetec¢do de 0,5 a 1,2ppb de clenbuterol.

O uso do acetato de trembolona (TBA)
tem sido monitorado em amostras de origem animal,
principalmente na urina de animais, utilizando-se a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM) para purificagdo e identificagdo
aiado a imunensaios do tipo ELISA (STERK et al.,
1998).

Em trabalho recente, CARDOSO et al.
(1999) analisaram figado bovino colhido de
matadouros-frigorificos inspecionados pelo Servico
de Inspecdo Federal (SIF), participantes da lista de
exportadores e verificaram a auséncia de residuos de
dietilestilbestrol  (DES) encontrando, porém,
residuos de zeranol, na frequéncia de 0,52% das
amostras analisadas por CG-EM. Dados conflitantes
foram encontrados quando se utilizava RIA. Cerca
de 15,6% das amostras apresentaram contaminagédo
por zeranol e 2, 16% para DES.

M étodos cromatogr &ficos

Durante os Ultimos anos, tem havido uma
tendéncia de uso de métodos cromatograficos, como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG - EM) e cromatografia em camada
delgada de adta eficiencia (CCDAF), como
importantes ferramentas para a analise de esteroides
anabolizantes em geral.
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A técnica do CG-EM é uma das mais
importantes na identificagdo de anabolizantes, visto
gue combina o poder de resolugdo do cromatografo
a gés a alta seletividade do detector de massa, tendo-
se com isso a identificagdo de anabolizantes em
concentragdes muito baixas (ng.l™* ou ngkg™)
(SAEED et al., 1999).

Alguns dos esteréides anabolizantes e
muitos de seus metabdlitos ndo exibem bom
comportamento  cromatografico,  principamente
devido a grupos hidroxilas ou cetbnicos em sua
estrutura, sendo necessé&ria, na andlise da maioria
dos esterdides por cromatografia a gés, uma prévia
derivacdo, diminuindo a instabilidade ao calor
apresentada pelos anabolizantes MARCHAND et
al., 2000).

Pela derivatizagdo, introduz-se na
molécula do anabolizantes um grupo de alto peso
molecular, propiciando maior seletividade e
especificidade a técnica cromatogréafica (SEGURA
et al., 1998).

Entre uma grande quantidade de reagentes
descritos para a derivatizagdo dos grupos hidroxilas
dos anabolizantes, a trimetilsilizacdo tem sido
particularmente vantgjosa. Metil-
silitriflouroacetamida (MSTFA) ou bis-
trimetilsililtrifluoro acetamida (BSTFA) tém sido os
reagentes preferencialmente utilizados. No entanto,
os &coois terci&rios nd sdo facilmente
derivatizados somente com esses reagentes
(AYOTTEEet al., 1996). Considerando o fato de que
muitos anabolizantes apresentam um grupo terciario
17b-hidroxi, a presenga de um catalizador é
necessaria para derivatizar completamente estes
compostos. O TMSI é considerado o melhor
catalisador (SEGURA et al., 1998).

Em trabalho realizado por TUINSTRA et
al. (1983), a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM) mostrou ser um
método sensivel e preciso para a determinacéo de
residuos de DES em urina bovina. O CG-EM tem
sido utilizado em diversos ensaios na andlise de
metabdlitos em fezes, urina e tecidos de bovinos
para monitoramento do uso de anabolizantes no
rebanho (PUYMBROECK et al., 1998).

De acordo com MATTOS (1996), a
espectrometria de massa € uma radiografia da
molécula, representando os fragmentos da massa que
se obtém de um determinado composto, apds ser
submetido a um impacto eletrénico.

Varios métodos de cromatografia em
camada delgada foram desenvolvidos para
determinar anabdlicos na urina, nas fezes e nas
racbes destinadas a aimentacdo de animais.
Aplicam-se também na pesquisa de residuos em

tecidos. Das vérias técnicas, a que possui sensibilidade
suficiente para determinar residuos é a cromatografia
em placadeadtaeficiéncia(DELAHAUT et al., 1990).

De acordo com DE BRABANDER et al.
(1989), a utilizacdo de cromatografia em camada
delgada de ata eficiéncia (CCDAE) permitiu uma
determinagdo rotineira de varios residuos anabdlicos
em amostras de urina bovina, com sensibilidade na
faixa de 0,5 para 10ng.kg . O uso de CCDAF tem a
capacidade de separar e analisar um grande nimero
de compostos em poucos minutos e com alta
resolucdo, detectando anabolizantes na ordem de
ppb (partes por bilhdo) (LONE, 1997).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) acoplada a detectores de ultra-violeta (UV),
nas andlises de residuos de anabolizantes, tem sido
usada como método preparativo, ou seja, para
purificagcdo das amostras biolégicas para posterior
aplicacdo de técnicas mais sensiveis de deteccdo e
quantificagdo, como CG-EM, CCDAF, ELISA, RIA
(DAESELEIRE et al., 1991; DAESELEIRE et al.,
1992).

Atualmente tem sido desenvolvidos
detectores de UV mais sensiveis para serem
acoplados a CLAE, como o detector por arranjo de
fotodiodos (DAD), o qual possibilita a deteccdo e
quantificagdo de residuos de anabolizantes em
amostras biolégicas. KOOLE et al. (1999)
descreveram um método de CLAE -DAD para
andlise e identificacdo de 20 substancias com
propriedades anabolizantes em amostras de urina
com limite de deteccdo de 5 — 10ng.g™ para
diferentes substéncias.

Outro tipo de detector que esta sendo
desenvolvido para ser acoplado a CLAE é aquele
por espectrometria de massa (EM). A CLAE—EM é
um método de deteccdo e identificagdo, com baixo
limite de deteccgdo, tendo a vantagem em relagdo ao
CG-EM por ndo haver necessidade de derivatizacdo
das amostras, diminuindo custos e possiveis perdas
gue ocorrem nessa etapa.

HORIE & NAKAZAWA (2000)
utilizaram CLAE — EM para a determinagdo de
metabdlitos de trembolonae zeranol em amostras de
figado e muisculo com limite de deteccéo de 0,5ng.g™%.
De acordo com os autores a principal vantagem
desse tipo de método para detec¢do de residuos de
anabolizantes € que as amostras ndo precisam passar
por uma etapa de derivatizagdo, evitando perdas
indesgjaveis.

CONCLUSAO

O acetato de trembolona (TBA) e o

zeranol sdo proibido no Brasil, mas sdo permitidos

nos Estados Unidos, México, Coldmbia e Argentina.
Assim, o DES é contrabandeado via Paraguai
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(PALERMO NETO, 1998). De acordo com a
fiscalizagdo brasileira (BRASIL, 1994), das 50
milhdes de cabecas bovinas abatidas em 1994,
apenas 800 foram inspecionadas, ou seja, somente a
carne para exportacdo foi analisada. O Ministério da
Agricultura e do Abastecimento adota a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa para deteccdo de anabolizantes e
especificamente o RIA para residuos de
dietilestilbestrol (DES) e zeranol, uma vez que o
limite de tolerancia de qualquer destas substancias é
zero, ja que o uso é proibido CARDOSO et al.,
1999). Esta baixa porcentagem de cabecas bovinas
andlisadas é devido a fata de laboratdrios
credenciados e ao fato de que os imunoensaios
(ELISA e RIA), apesar de préticos e de dta
sensibilidade, tornam-se invidveis devido ao custo
dos reagentes e dos “kits’ que séo importados.

Este trabalho tem, portanto, o intuito de
alertar sobre o problema do uso de anabolizantes de
forma ilegal no Brasil, bem como comentar sobre
metodologias eficientes utilizadas na deteccdo de
residuos, de forma a contribuir para a qualidade da
carne encontrada principaimente no mercado
interno.
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