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RESUMEN,

En un estudio piloto para detectar residuos de
Dietilestilbestrol con una técnica de cromatograffa en -
capa fina usando como reveladores Luz Ultravioleta y un-
colorante especifico en muestras de hfgado de 40 bovi-=--
nos, macho y hembras y 40 cerdos, maches castrados y ---
hembras provenientes del rastro de Santa Clara, Edo. de-
México, en 8 hfgados de cerdo y en 24 hfgados de bovino,
se encontrd que las cantidades de residuos de DES en cer-
dos (40+13) y bovinos (33+7.2) fue superior a la aceptada
por la FeDeA., en los Estados lUnidos de Norte Am8rica, re

presentando esto un riesgo para la salud humana,

La técnica de Cromatograffa en cepa fina con-
el revelado con Luz Ultravioleta, permitié detectar tasas
de DES en hfgado de 50 ppb. o més y la del colorante espe
cffico de 25 ppb. o més. La sensibilidad de la técnica =~
fue inferior a otras similares., Esto se atribuy§ a dife-
rencia de la edad de los reactivos, limpieza de! material

u otras causas no determinadas,
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INTRODUCC I ON

Los estrbégenos, substancias productoras de estro,
pueden ser por su origen naturales (esteroides), producidos
por los ovarios, gléndulas adrenales y algunas plantas o -~

oint&ticos (no esteroides). (18)

Estas substancias hormonalmente activas se han u-
tilizado cé;o aditivos alimenticios o como implantes subcu-
téneos para incrementar la eficiencia al imenticia de los --
animales. (7). Witehair et al., (35) y Jordan., (17), su-
girieron que el efecto de los estrégenos es debido a que au
mentan la retencién de nitrogeno. Clegg y Cole., (8), en--
contraron que los estrégenos causan hiperérofia adrenal con
mayor produccién de endrdgenos y acelaracién del metabolis~

mo protéico.

Se han empleado como implantes subcuténeos el ==~
dietilestilbestrol (DES), dinestrol, estradiol etc., (1), -

la dosis varfa entre 12-36 mg./animal, (14).-

Por vfa oral generlamente se administran {,200 ~

microgramos por kilo de alimento (12).
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Teague et al (28), encontrarén que la implantacién
en cerdos con 96 mg. de DES en machos y hembras resujté en -
un incremento de la tasa de crecimiento. Los machos crecie~
ron més r&pido que las hembras. Braude, (4), Christian y Turk
(6), Sewell et al (25), Beeson et al (5), encontraron que el
DES administrado oralmente aumenteba la tasa de crecimiento,
y la convercién alimenticia de los cerdos; Christian y Turk,
(6), observaron que alimentados los cerdos con una racién ==
conteniendo de {0 a 50 mg. diarios de DES, desde un peso de
61 a 132 kg. disminufa el olor y e! sabor indeseable de la -
carne de los verracos. Teague et al (28), determinaron que
los cerdos implantados.con 06 mg. tenian 48 horas después de
suspender el DES, residuos de 0.558 ppb. en los misculos, me
nor que el necesario para la senaibilidad biolégica de la ==

prueba del Gtero de ratén.

Después de descubrir que los estrégenos estimula-~
ban el crecimiento y la eficiencia alimenticia, nacié el in-
terés por conocer su ruta metabglica. Stroud, (27), encontr$
que después de la inyeccién de dietilestilbestrol (DES) en -

conejoa, bste aparecia libre y combinado en la orina. Mazupr~
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v Sherr, (20) observaron que la forma combinada era el mono
glucoronato. Malpres, (19), encontré que la principal for-
ma de eliminaciédn en humanos era como glucuronato y peque--
ﬁés cantidades como sulfato. Twombly vy Schoenewald, (30), vy
llanahan et al, (13), observaron que en concjos el DES era -
principalmente conjugaao en hfgado y excretado principaimen
te por la bilis al intestino y en menor cantidad por la ori
na. Stob, t23) determiné que la actividad estrogénica por -
croﬁatografia de gas era creciente en el excremento de ove-
Jjas implantadas con 12 mg;/cabeza de DES, En fa Gitimanues
tra de excremento colectada a los 70 dfas, la actividad es-
trogénica habfa disminufdo pero todavfa era evidante. Ellis
et al, (10), y Stob et al, (22) encontraron actividad estro
génica en el mGsculo de ovejas 104 y 106 dfas después de.hg

ber sido implantadas con {2 mg. de DES.

Sin embargo, Andrews e

al, (1), no encontraron -
actividad de DES en el mGsculo e hfgado de ovejas, 73 dfas
despubés de la implantacién subcutlneca de 12 mg. de DES.

vtob ot al (24), no observaron actividad de DE3 en higados y

riiiones de novillos 140 dfas después de fo implantacién con

50 mg. de DES.



Preston et al (21), Turner, (29), Umberger et al -
(32), y Yiberg y Stephenson, (36), no cncontraron actividad en
tejidos comestibles de novillos sacrificados 48 hrs. después -
de suspenderse la ingestién de 36 mg. de DES. Sin embargo, Dg
noho et al (9), usando derivacién y cromatograffa gas-liquido,
encontraron | ppb. de DES o su conjugado en hfgados de novi- -
llos sacrificados 72 hrs. después de cesar la ingestién de 20

mg. diarios/animal de DES.

Aschbacher, et al (2) cncontraron 14C-DES en ]as he=
ces fecales de ovejas, siete dfas después de suspenderse la in
gestién. Aschbacher é& al (3), con dosis orales Gnicad de ==
14C~DES a novillos lograron determinar del 93.5 al 99.5% en ==
las heces fecales de los novil los sacrificados en las 120 y 168

hrs. después.

Las concentraciones de 14C-DES fueron siempre més al
tas en hfgado, rifién y vesfcula biliar que en ningln otro teji
do analizado. lUna de las muestras de hfgado de un novillo sa=
crificado 1568 hrs. después do la dosificacién tenfa sl 2279 de

14C-DES, equivalente a una concentracién de 0.1 ppb. de DES.



En los hfgados de los novillos sacrificados a las
72 y 120 hrs., se encontraron 0.9 y 1.2 ppb. respectivamen~

te. No se detect6 DES, 178 hrs. después de finalizar la in

gestidn.

Los estrégenos son producidos normalmente en el -
organismo y en condiciones deficitarias se utilizan como te
rapéuticos de remplazo. También se han utilizado en huma--
nos como anticonceptivos y para tratar el cancer de la glén
‘dula mamaria y préstata. Los estrdgenos son biologicamente-
inactivos en dosis pequeiias, pero como muchas otras substan

cias, pueden ocasionar efectos indeseables en grandes dosia

Entre los efectos téxicos de los estrfgenos estan
el increment9 en fa retencién de agua, hemorragias uterinas
mastodinia, agravacién de fibroides uterinas, mastitis qufg
tica crénica, migrafia ¥ el riesgo de tromboflebitis. Con -
dosis grendes_administradas por perfodos prolongados se ha-

provocado cancer en cepas de ratones suceptibles.

En la mujer la administracién de anticonceptivos,

por largo ticempo o como terapia de recemplazo en menopausia,



u ovariectomfa no ha incrementado el cancer mamario. Aun las
‘mujeres con alta sensibilidad de! endometrio a los estréfgencs
que responden a ellos con hiperplasia adematosa, al cesar la

terapia se recuperan,

Herbert, Unfelder y Poskanzer., (15), reportaron -
casos de adeno-carcinoma vaginal en mujeres j6venes cuyas ma-
dres habfan recibido terapia con dietilestilbestro! durante -
la preflez. La dosis administrada se encontraba en el rango de

0.! a 100 mg. por dfa durante 3 meses.

La F.D.As, en los Estados Unidos de Norte América
tolera como resfduo con los tejtdos animales comestibles has-
ta una parte por billén de DES (Ippb.).(31). Existen de ===
15,000 a 65,000 sitios receptores en las células blanco capa=-
ces de reaccionar con substancias hormonalmente activas. Cada

receptor posiblemente conjuga hasta cinco moléculas,

En la actualidad ea posible detectar residuos es--
trogénicos en los tejidos comestibles de los animales muy in-

feriores al umbral capaz de producir una respuesta biolégica.

(31).



Existe evidencia de que cada recptor necesita una
o dos moléculas, por lo tanto se necesitan entre 5,000 y -~

100 millones de moléculas por célula para producir una res-~

puesta fisiolbgica.

En los higados de bovinos conteniendo ilegalmente

n
2 ppb. de DES se encuantran 8.4 x lOl“ moléculas., Si al co
mer hfgado del animal se absorviera el 3% o sea 2.5 x IO"

14

moléculas; una mujer con fGtero que pesa aproximadamente de

30 a 40 g. y 6 x 1010

células, cada célula recibirfé aproxi
madamente 4 moléculas de DES muy inferior a las 5,000 a (00

millones necesarios para que sea una respuesta fisiol6gica,

Aun cuando un individuo comicra 500 g. de hfgado
conteniendo 2 ppb. ¢l nGmero de'moléculas ingeridas sorfa -
de 2,24 x IO'S y el 3/ absobido por ol intestino sor§ de --
6.7 x 10 13.

3i todas las moléculas fueran al fGtero cada célu~
la se expondrfa a |,100 moléculas de DES todavfa muy infem-

rior al necesario para provocar la respucata fisiol8gica.



La dosis minima para provocar una respuesta fi-
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siolégica al DES es de 100 microgramos 6 2.2 x 10" molé-
culas. La evidencia indica que con las dosis altas de re

siduos de DES calculados anteriormente no existe peligro-

en el humano (31).

Sin embargo, Dalane, (31), menciona que “s6lo ~
es nccesario una molécula de alguna substancia en el gic-
tio y momento adecuado para causar un cambio en el genoma
celular y producir cancer”. De acuerdo a eato, las cantji
dades Tnfimas de DES eoncontradas en los tejidos animales

comestibles bastarfan para provocar cancer.

Umberg et al (32), Yiberg y Stephenson, (36), -
cmplearon un bioensayo basado en el incramento de peso u-
terino de tatonas inmaduras para la determinacién de la-
tasa de residuos de DES, en huevos, carne de pollo y bovi
no. Sin ombargo, c©ste procedimiento es dificil de reali=-

zar putinariamente pucs oo hoespecffico ¥ sélo mide activi

—

dad estrogénica.



Goodyear y Jenkinson., (11}, Umberg et al, (34), --
desarrollaron métodos quimicos que emplean un procedimicnto=--
colorimétrico o fluorométrico. Esta técnica requiere de mucg
tras grandes y no sc ha encontrade adecuada aun para nmedir ci
DES en tejidos animales. Se han utilizado otros métodos para
detectar SES, estos incluyen cromatografia en capa fina ¢ - -

irradiacién subsecuente con luz ultravioleta por la técnica -

Schuller, (26), o con colorantes especfficos scglin Jellinek -

(16).

También se han utilizado varias técnicas de cromatg
graffa de gas para medir DES en alimentos animales ya sea como
DES libre, esteres o dicloroacetatos de dietilestilbestrol.
Donoho et al, (9), utilizaron esta técnica para detectar resji
duos de DE5 en tejidos animales, Coffin y Pilon., (5), deter
minaron con esta técnica tasas do 2 a 10 ppb. en tejidos ani-

males.

La finalidad del presonte trabajo es la de hacer un
muestreo piloto para detarminar los valores residuales de DES
en hfgados de bovinos y cerdos proveniontes del rastro de San

ta Clara, Edo. do Héxico.‘



Utilizando la Técnica de extraccién y purifica

cibén citada por coiTin v Filon {5), después para su lec-
tura, la téenica de Cromatograrvia con capa Vina ¥y coniip-
mando la presencia de Jus por la Formacién de un deriva-
do con el reactivo de Jellinek., {10}, o con luz ultra--

violeta, 3chuller., {20). También cvaluar cl método usa

individuos

&

do y deterninar tebricancnie ¢l peligro de io

que consumen ef hfgado de cnimales con pesiduos de Jou.



MATERIAL Y NMETODOS

Se colectaron aproximadamente 100 g. de higados
de 40 bovinos machos y hembras de 2 a O aiios de edad y de
40 cerdos machos castrados y henbras de 0 meses a 5 afios-
de edad, sacrificados en el rastro municipal de Santa Cla
ra, Cdo. de México. Las muestras se colocaron en bolsas-
de piéstico limpias y se trasladaron al laboratorio de ==
Toxicologfa de la Facultad de fledicina VYeterinaria y Zoo-
tocnia de la U.ih. AL, y se congelaron a «20° C. hasta el
momento de la determinacién de Dietilestilbestrol (DES) -
extrayendo y purificando el DES de acuerdo a la téenica -
descrita por Coffin y Pilon (5), y después utilizando pa-
ra la lectura la técnica de Cromatograffa en capa fina --
doscrita por Aschbacher (1972), y confirmando la prescn--
cia con la formaci6n do un derivado con ¢l rcactivo de Jg
ltinek (16 ), o con luz ultravioleta de acuerdo a Schu=--
lter (20)., La téenica consistié en licuar 20 g. de higa-
do con 50 mi. de acetona por 5 min, Centrifugar o |,500 -
r.p.m. por 10 min,, decantar el sobrenadante cn un matpraz
Irlennoyer de 250 ml, L1 residuo se licud con G0 ml. de -

acotona al 80% (120 ml. de acetona + 30 ml. de agua) por-
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5 min. Se centrifugb por [0 min. a 1,500 r.p.m., se adi
ciona cl sobrenadante al decantado anterior. Je agregé-
a este combinado 10 ml. de 2 K {iCL. Je removibé {a aceto
na por cvaporaciébn en un vaporizador a 50° C. una vez ~-
terminada la evaporacién se removié completammnte la ace

tona bajo una suave corrichie de gas nitrbgeno.

Ce transfirid el residuo acuose a un matraz sg
parador de 250 ml. Ce hicieron dos cxiracciotics sucesi=-
vas con 40 y 20 ml. de cloroformo (CHCL3), se lavé el ==
combinado de extractos cloroférmicos con 20 ml. de una -
solucién de carbonato de sodie al 109, lavando la solu=~-
cién de carbonato con 20 ml. de cloroforuo. e oxtrajo-
el combinado cloroférmico con 20 ml. de | il Ladll y se de
sceché el cloroformo. El HaOll se extrajo %res wveces con-
sccutivas con 40 ml. de cloroforme. Una vez separado el

cloroformo se aciditicé cf NaOll con 12 ml. de 2 N HCL. .,

Se lavo el conmbinade de extractos cloroférni=-~
cou con {0 ul. Jdo una solucidén de carbonato al 10 la
cual se desecnd v ol residue se exiraje con [0 nl, de 2=

il Halll; se Tavds el exntracto de valli 2 veces consecuti=-

Cm e 20 i, de cloroformo.



Una vez separado el clqroformo, se acidificé el
NaOH con 6 mi. de 2 N HCL lavando 2 veces consecutivas --
con 20 ml. de cloroforme. Se lavdé cl combinado de cxtrag
tos con IO.ml. de una solucién de carbonato al 1093 y sc
deseché ta solucibén de carbonato, los extractos clorofér-
micos se extrajeron con {0 ml. de 0.2 N NaCll, se lavé el

NaOll, primero con 20 ml. de cloroformo y enscguida con 20

ml. de cloruro de metilo (CIHZCLZ), desechanco tanto cl
cioroformo como‘cl cloruro de metilo, se acidificé el =--
Naoll con 2 ml.. dc12 I HCL y se extrajo 2 veces consecuti-
vas con {0 y 4 ml, de cloruro de metilo. Se fjltré el ex
tracto de cloruro de metilo a través de una placa de 2 a
3 cm. de sulfato de sodio anhidro dispuesta sobre ol fil-
tro de fibra de\vidrio. Se tavé ta placa de sulfato de
sodio anhidoo con 6 ml. de cloruro de metilo. Se cvaporé
hasta 3-5 ml. el cxtracto de cloruro de metilo en un vapo
rizador a 50° C. y bajo una suave corricnte de gas nitrd=-
geno.  Se transiirieron los 3-5 ml, de cloruro de nctilo-
a un tubo de centrituga finalizande fa evaporacién a la -
temporatura de la habitacién bajo una suave corriente de

gas nitrégeno,
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Se resuspendid en 0.2 ml. de hexano quedando
listas las muestras para ser colocadas en la placa de-

silica gel "G”.

3e prepararon placas de 20

N
i~

20 em. de super
ficie y de 0.25 mm. de * silica “Sel 0", cctivandose-
durante toda la noche a 110° J. e un estandar de fSng
de dipropionato de dietilestilbestrol se colocaron so-
bre las placas cantidades de 5, 10, 20 v 40 microli~ -
tros, y las muestras problema cn cantidades de 10, 20~
y 40 microlitros. Vosicriormente, sc desarprollaron on
un sistema de solventes: ilexano=-cther ctflico~dicloro=

metano en la siguicnte proporcibn: §:3:2,

Del estandar se utilizaron también diluciones =~

decuples para saber cual era el grado méximo de detec-

cién de DES.

A continuacién se irrdiaron con luz ultravio
{ota de onda larga por un lapso de 45 min, con csto =~
las muestras peositivas adquicren un color amarillo i~

mén que las hizo visibles a simple vista o con la ayu-
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da de una lémpara de VWood sedGn el método de Schuller, =~
(26), tnseguida con el fin de comprobar la presencia de
estos compucsios que se comporitaban igual que ol estan--
dar, se atomizaron las placas con un reactive a base de

Cloruro Térrico y Ferricianuro de Po%asio (FeCl—KAFe(CN%

seguidas de otra atomizacién con 2N de HCl., (16), con -

esto se obtuvo una mejor deteccién a simple vista.

#  lierelr de léxico.



RESULTADOS

Los residuos encontrados en los hfgados de 24
bovinos y 8 cerdos de las 80 muestras cstudiadas fue sy
perior a los lfmites de 0.1 - 1,0 ppb. aceptado en los

S

Estados Unidos. {31).

Por el método de Luz ultravioleta (U.V.) pro-
puesto por Schuller., (26), s6lo se pudicron detectar -
50 ppb. o mls de DES y con el reactivo revelador de Je-

llinek., (16), de 25 ppb. o més (cuadro 1).

Con el método propuesto por Schuller, -sélo se
pudieron detectar 8 muestras de higado positivas en bo-
vinos y con el recactivo de Jellinel:, se detectaron 24 -
muestras positivas. Con el primer método se detectaron
50 ppb. o més y con el segundo método sc detectaron deg

da 25 ppb. lo que lo hace aun més adecuado para detec=--

tar DES,



CUADRO No. 1

VALORES DR LOS RESIDUOS DE DES KM HIGADOS D
BOVINOS Y CERRDOS CON LA TECNICA DR SCHULLER Y

JELLINKK .
No. HURSTRAS e MIRSTRAS
B5PECIR DE NEGATIVAS JRLL - NEGATIVAS -
MUESTRAS A 25 ppb. [50 ppbe | X 4 8 A 25 ppb.| 50 ppbs | X £ S
DEs de de DES de de
_DR3 .. | DRS. us_—_——DlS
BOVINOS © 16 16 8 3347 32 0 8 50 4 0
CRRDOS © 2 3 5 0 +13 2 o o o
TOTAL 80 48 19 13 72 0 8

SCHULLKR, -
JELLIREK, -

Técnica de Luz Ultraviolata (U.V.)

Técnica de Clormmo Pérrico-Ferri~
cianuro de potasio,




DISCUSION

La extraccibén y purificacién de DES en Higados
de bovinos y cerdos de acuardo a la “écnica de cromato-~
graffa descrita por Coffin y Pilon., {7), la t6cnica en
capa fina <e ..sehbacher {3), y cn revelado con Luz Ulira
violeta segtn Uchuller, {26), permitié detectar valores-
de 50 o m8s ppb. con la técnica de revelado de Jellinel,
(16), fue posibic detcctar L5 ppb. o més. £l compuesto-
coloreado por c¢i reactivo de Jeililien(16), pernitié una
mejor observacidn det derivado Vormado. Estas téenicas,
utilizadas pora medir residuos de DIS en higados de bovi
no y cerdo tuvicron una scneibiiidad denor a las 10 ppb.
que las técnicas de cromatogratifa en capa fina son capa-
ces do deteckar {31). Lin embargo, el linite real de de
tectibilidad de esas técnices en extrocios heplcicos es~
vartable y depende de ta pureza de fa muestra, cdad de
los reactivos, etc.,, limpieza del material usado, etc.,~
Esta falta de finecaridad hace imposible cualquier deter-
minacién exacta dol residuo y proliibe una declaracibn de

finitiva acerca de la sensibilidad de la detecccidn.,



La técnica de Cromatograffa en capa fina es
sencilla, répida y permite realizar reacciones especi

ficas con la formacién de derivados del compuesto en

‘cuestion, lo que permite corroborar su prescncia. La

Cromatograrfa de gases permite una separacién inicial
y una deterainacibn exacta de DES con eopectroscopia-

de masas, pero ¢l cquipo es nas costoso.

Los valores de DES encontrados cn hfgados -~

!

de 24 bovinos y © cerdos (U5 y 50 naph), iucron supe--

riores a los aeceplados cono tolerables en Ustavos Und
I /,,l\ R ~ iSicaria o ~ . P .
dos 3l), Zoto signiticarfa que si una nujetrr ingi==-

riera 00 g. de ufgado de ecsos animales contenicndo -

50 ppb. con un nGmero de moléculas de DES de 56 x ld7
ai absorviera 3% de cllos o sea 15.5 x |0l4, cada una
10

de las 0 x 107 células de su Giero de aproxinadamen-

un

te 20 - 20 a. recibirfa 17, 500 noléculas Je
ndauero capas ce prouucir electos Visioildyicos y/u pa-
tolbdgicos. ntre los eivectos daiiinos producidos por
el JLJ se encuentran: cancer, sccrecibn vaginal, re--

T

tencibn do agua y sodio, sangrado uterino, masiodinia

(3).



CONCLUSIONES:

La técnica de Cromatografia en capa fina uti=
lizada permitid con irradiaci6n uliraviolcta, detectar~
tasas de residuos de Ji5 en hfgados de bovinos y cerdos
de 50 ppb. o m&s y con el revelador especifico usado, =

de 25 ppb. o m&s,

Los valores detectados son mayorcs a los de-
tectados por otras prucbas de cromatografia en capa Ti-
na (10 pob. o més), Csto se atribuyd o diferencias en
fa edad ce los reactives, limpicza del moterial u otras

causas nho determinadas.

Se encontraron res%duos de DES en los higados
de § cerdos (40+13 ppb.) 24 bovinos (3337.2 ppb.), supg
rioras a las cantidades toleradas (0.1 - 1.0 ppb.) en -
los Zotados Unidos de llortecanérica. Usto constituye un
riosgo potencial para la salud humana ya que esas cantj
dades pueden producir respucstas fisiolbgicas y/o pato-

16gicas en los tejidos humanos.
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Los hallazgos de DES en tcjidos comestibles -
en canti.adecs intolerables sugieren que debe prohibirse

su aplicacién, cncontrar una forma préctica de evitar -

su utilizacién inadecuada.
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