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Summary. Effects of two oestrogenic anabolizers on bull calf urethral muscle. A
histochemical and morphological study.

The testing of anabolizer utilization in cattle farming needs quick, sure and cheap
detection techniques.

The administration of oestrogen to cattle produces hypertrophy of the prostate,
bulbourethral glands and urethral muscle. The aim of this study was to quantify the effect
of the association of zeranol (an hormonomimetic drug acting as an oestrogen) and
trembolone (a steroidic structure originating from testosterone) on the urethral muscle of
bull calves which is easy to sample in the slaughter-house. An histoenzymological and
morphometric study of the urethral muscle of 90 bull calves that had been treated showed
considerable hypertrophy in transversal sections of the muscle fibers that was increased by
more than 90 % in the two main types of striated muscle fiber. The morphological method
used is proposed for monitoring the meat of untreated bull calves, requested by a class of
consumers.

Introduction.

L’amélioration des performances en élevage bovin et, plus particulièrement
du veau, est en partie due à l’utilisation de produits anabolisants. La F.A.O. et
l’O.M.S. définissent les anabolisants comme des substances capables d’améliorer
la balance azotée des organismes animaux par une augmentation de l’anabolisme
protidique (Ruckebusch, 1981) ; il s’agit donc de véritables agents pharmacologi-
ques capables de stimuler la croissance.

Avant la loi du 16 juillet 1984, deux préparations anabolisantes étaient com-
mercialisées en France : &horbar; l’une contient seulement du zéranol, substance hor-
monomimétique provenant de la fermentation du maïs par une moisissure parasite
(Giberella zeae) ; - l’autre l’acétate de trenbolone, dérivé stéroïdique de synthèse
de la testostérone était utilisée en association avec le zéranol.



Les organes réagissant le plus fortement à l’administration d’oestrogènes sont
la prostate, les glandes bulbo-urétrales, l’urètre ainsi que les muscles lisses et

striés de l’appareil uro-génital mâle (Kroes, 1970 ; Joseph, 1975 ; Kroes et al.,
1975 ; Beaufaron, 1977).

Parmi les produits de synthèse à action oestrogénique, le zéranol et surtout le
diéthyl-stilbestrol sont les deux anabolisants qui suscitent les plus fortes réactions
de la prostate chez les bovins. Le trenbolone inhiberait considérablement les

modifications histologiques provoquées sur cet organe par les oestrogènes, en
particulier la métaplasie (Kroes et al., 1975).

Juqu’à ce jour, la littérature ne fournissait cependant pas de renseignements
quantitatifs concernant la réaction du muscle urétral (M. urethralisl des jeunes
bovins soumis à l’action de telles substances. Ce muscle, facile à prélever à l’abat-
toir, paraissait donc être un support intéressant pour une étude histoenzymologi-
que et morphométrique en vue d’établir des comparaisons chiffrées entre des ani-
maux traités et non traités. Cependant, le manque de renseignements morpholo-
giques et topographiques précis concernant le muscle urétral n’autorisait pas
l’obtention de lots de prélèvements suffisamment homogènes pour être compa-
rés, les modifications observées pouvant être liées à des variations de structure
suivant les individus ou la localisation des prélèvements. C’est pourquoi, nous
avons été amenés, dans une étude préalable, à compléter les données anatomi-
ques et histologiques indispensables à la réalisation de ce travail (Wouk et al.,
19851.

Des modifications musculaires morphologiques significatives sur les animaux
traités, pourraient ainsi conduire à la mise au point d’une technique simple, révé-
latrice d’une éventuelle action anabolisante sur une carcasse.

Matériel et méthodes.

1) Les animaux. &horbar; Nous avons utilisé 90 veaux mâles entiers, de race Française
Frisonne Pie Noire (FFPN) tous élevés en batterie dans les mêmes conditions dans
le but d’obtenir des « veaux de lait ».

Ces animaux, en parfaite santé, abattus approximativement à l’âge de
110 jours ont fourni des carcasses pesant en moyenne 100 kg.

2) Les traitements.
- 25 veaux âgés de 55 jours ont été implantés avec 36 mg de zéranol associés à
140 mg d’acétate de trenbolone (1) ;
- 30 veaux âgés de 20 jours ont d’abord reçu 36 mg de zéranol (2), au 55e jour,
ils ont ensuite reçu une nouvelle dose de 36 mg de zéranol (2) associée à un
mélange (1) de 36 mg de zéranol et de 140 mg d’acétate de trenbolone ;
- 35 veaux n’ayant reçu aucun traitement ont été retenus comme témoins.

) Forplix (anabolisant protidique, comprimés d’implantation dont la formule est la suivante :
- Acétate de trenbolone : 140 mg ; - Zéranol : 36 mg ; - Excipient q.s.p. 10 comprimés : 1 dose.
(Laboratoire Distrivet).

(2) Ralgro (anabolisant protidique), comprimés d’implantation dont la formule est la suivante :
- Zéranol : 36 mg ; - Excipient q.s.p. 3 comprimés -- 1 dose. (Laboratoire Distrivet, 163 av. Gam-
betta, 75020 Paris).



3) Les méthodes de prélèvements. &horbar; Dans les minutes suivant l’abattage, à
l’aide d’un bistouri, prélèvement d’un fragment musculaire de 1 cm3, sur la face
ventrale de l’urètre et dans le plan médian, selon .la technique préconisée par
Wouk et al. (1985) (pl. 1).

L’échantillon est orienté de manière à obtenir des sections transversales des
fibres musculaires, puis collé sur une rondelle de liège par une gomme spéciale
(Tissue Teck Il - O.C.T. Compound 4 fl. Oz. Embedding medium for frozen tis-
sue specimens &horbar; Lab. Teck Product).

Le tout est immédiatement fixé par congélation à - 160 °C grâce à une
immersion pendant 10 s dans de l’isopentane refroidi par de l’azote liquide. Les
prélèvements sont ensuite laissés en attente dans un congélateur à - 30 °C.

Réalisation de coupes de 8 p d’épaisseur à l’aide d’un microtome à congéla-
tion à - 20 °C. Les coupes recueillies sur lamelles sont ensuite entreposées pour
séchage à 4 °C pendant 24 h.

4) Techniques de co%ration. - Hémalun&horbar;éosine ; &horbar; Acide périodique de Schiff
!P.A.S.I ; - Succinodéshydrogénase (S.D.H.) selon Seligman et Rutemberg
(1951) ; - Adénosine triphosphatase (ATPase myofibrillaire) à deux pH de préin-



cubation différents, pH 9,4 et pH 4,36 ; incubation à pH 9,4, selon Brooke et Kai-
ser (19691.

5) Etude morphométrique.
Sur 30 prélèvements (témoins, Forplix) : mesure du diamètre de 150 fibres

musculaires appartenant à plusieurs faisceaux musculaires, à l’aide d’un oculaire
micrométrique 1 /200e après étalonnage avec un micromètre.

Sur 60 prélèvements (témoins, Forplix, association Ralgro + Forplix-
Ralgro) : mesure de surfaces et de pourcentages des différents types de fibres
musculaires grâce à un système d’Analyse d’Image Leitz, ASM (Wild. Leitz

France, division M.S.I., 86 av. du 18 juin 1940, 92506 Rueil Malmaison Cedex).
La distribution des animaux par traitement reçu et les techniques employées

pour chaque type d’étude, sont résumées dans le tableau 1.

6) Méthodes statistiques.

Moyenne arithmétique, écart type et variance ont été calculés à partir des
valeurs de chaque prélèvement, ainsi que pour l’ensemble des valeurs du groupe
témoin et du groupe traité.

Le test de Cochram a été retenu pour la comparaison des moyennes entre les

groupes témoin et traité. Le niveau de signification statistique a été fixé à 5 %
pour l’analyse des résultats.

Résultats.

1 ) Diamètre des fibres musculaires. &horbar; Macroscopiquement on pouvait déjà
constater une taille plus importante du muscle urétral chez les animaux traités que
chez les animaux témoins. Au microscope, une différence statistiquement signifi-





cative entre les diamètres moyens des fibres des deux lots est également apparue
(tabl. 21.

2) Surface des fibres musculaires de type / et de type Il. - Comme dans le
cas précédent, les animaux traités présentaient à l’examen macroscopique des
muscles urétraux plus volumineux que les témoins.

L’aspect de toutes les réactions était le même pour les animaux témoins et

pour les animaux traités. Aucun signe histologique de dégénérescence musculaire
n’a été observé. Au simple examen des coupes, les cellules musculaires des veaux
traités présentaient une taille supérieure à celle des veaux témoins.

Les résultats morphométriques des surfaces inscrites sont rassemblés dans le
tableau 3 et dans les histogrammes des figures 1, 2, 3 et 4.

Tant pour les fibres de type 1 que pour les fibres de type Il (pl. Il), l’analyse
statistique a montré une différence significative entre les groupes suivants :
- témoins et ensemble des traités ; &horbar; témoins et traités au Forplix ; &horbar; témoins
et traités au Ralgro + Forplix-Ralgro.

Entre les deux groupes d’animaux traités, pour les deux populations de
fibres, il n’a pas été relevé de différences statistiquement significatives.







3) Pourcentages des fibres musculaires de type / et de type Il. - Les résul-
tats sont illustrés par les figures 5 et 6. Par l’application de la méthode de

Scheffe, la comparaison des moyennes de pourcentages entre les 3 groupes
d’animaux n’a pas montré de différences statistiquement significatives, que le
muscle soit prélevé loin du tissu prostatique ou à proximité.

Discussion et conclusions.

L’examen critique des résultats précédemment exposés ainsi que la méthodo-
logie employée conduisent à ouvrir deux rubriques.

1 ) Choix des techniques et méthodes.

a) Le choix de la région médio-ventrale pour le prélèvement du muscle uré-
tral, découle de l’étude anatomique et histologique préalable de l’urètre du veau
mâle, réalisée par Wouk et a/. (19851. C’est, en effet, dans cette zone que le mus-



de est le plus épais et le plus homogène, de par le parallélisme relatif et le diamè-
tre constant de ses fibres musculaires (Pl. 1).

b) La technique de congélation constitue une phase essentielle de l’ensemble
de la procédure. Au vu des quelques difficultés rencontrées, nous ne pouvons
que confirmer les recommandations de Ganter et Jolles (1969), en particulier la

congélation brusque et rapide à - 160° de fragments de petite taille. Les échan-
tillons prélevés furent traités avant le quinzième jour de stockage de manière à
limiter la diffusion enzymatique.

c) Les réactions choisies, SDH et ATPases, étaient celles préconisées par
Holmes et Ashmore (1972) et par Cardinet et Stephens Orvis (1980). La réaction
du PAS a été retenue, car selon Lison (1960), elle est la plus spécifique pour la
mise en évidence de la fraction glucidique de la cellule, fraction susceptible d’être
modifiée par un traitement anabolisant.

d) L’aspect tinctorial de nos réactions histochimiques et histoenzymologiques
a été le même que celui décrit par Grau et Walter (1975), Alves (1978), Wheater
et ai (1979), Banks (19811, Henry (1981) et Herbison et al. (1982) pour ces mêmes
réactions.

e) La mesure des pourcentages respectifs des fibres de types 1 et Il de cha-

que prélèvement a été effectuée en deux endroits différents par leur degré d’éloi-
gnement du tissu prostatique. La raison en est une différence statistiquement
significative de la répartition de ces fibres selon leur localisation, la proportion des
fibres de type I augmentant en se rapprochant de la prostate disséminée (Wouk et
a/., 1985).

f) La mesure du diamètre des fibres au lieu de leur surface, n’est que la con-
séquence de problèmes techniques survenus à l’analyseur d’images. Nous avons
préféré exploiter immédiatement les coupes afin de ne pas laisser perdre le béné-
fice de l’expérimentation sur 30 animaux dont 15 témoins, catégorie difficile à
obtenir d’une manière assurée.

2) Analyse des résultats.
En ce qui concerne l’aspect tinctorial, aucune différence entre les animaux

témoins et les animaux traités n’a été observée ; ceci tend à prouver que l’asso-
ciation zéranol-trenbolone, ne provoque pas d’altérations histoenzymatiques per-
ceptibles (SDH et ATPases) et ne modifie pas la teneur glucidique des fibres
(PAS).

Le pourcentage respectif des fibres de type I et de type Il n’est pas modifié

par l’association zéranol-trenbolone, que le muscle prélevé soit proche ou éloigné
de la prostate disséminée. Dans ces deux localisations, la majorité des fibres étant
de type 11, nous pouvons confirmer que le muscle urétral du veau possède un
métabolisme à prédominance anaérobie et fonctionne sur un mode de contraction
rapide (Wouk et al., 1985).

Le diamètre des fibres des animaux traités au Forplix est supérieur de 60 % à
celui mesuré chez les témoins, avec une différence statistiquement significative
entre les moyennes (88,690 contre 54,216 ! : tabl. 2). Nous pouvons ainsi affir-
mer que l’association zéranol-trenbolone, provoque une hypertrophie importante
du muscle urétral du veau.

Les surfaces inscrites des fibres des animaux témoins et traités sont différen-



tes de façon statistiquement significative (tabl. 3), ce qui confirme l’action hyper-
trophiante de l’association zéranol-trenbolone sur le muscle urétral du veau. Cette
action diffère toutefois dans son intensité suivant le type de fibre (tabl. 3), l’hyper-
trophie étant plus marquée sur les fibres de type Il. L’étude des histogrammes
montre également des différences : ils présentent un seul pic pour les fibres de
type 1 (fig. 2 et 4), deux pics (fig. 1 et 3) en revanche sont présents pour les fibres
de type 11, tant chez les témoins que chez les traités. Ce phénomène est vraisem-
blablement dû à la présence de fibres intermédiaires qui n’ont pas été distinguées
des fibres de type Il. Par ailleurs, l’écart type et la variance plus élevés pour les
fibres de type Il que pour les fibres de type I chez les animaux traités, laissent à
penser que la réponse des fibres intermédiaires n’est pas exactement superposa-
ble à celle des fibres de type Il vraies. Cependant, la finalité de ce travail, qui est
la recherche d’une méthode simple, révélatrice d’une éventuelle action anaboli-

sante, et non une étude fondamentale sur les réactions du muscle, nous a conduit
à ne pas apprécier les sous-populations de type Il (llb, Ilc, Ila) (Brooke et Kaiser,
1970).

Par ailleurs, nous n’avons pas trouvé de différence significative entre les

résultats obtenus par les deux protocoles de traitement testés (Forplix et Ralgro
+ Forplix-Ralgro), le second protocole ne provoquant qu’une augmentation légè-
rement supérieure au premier (tabl. 3). Nous pouvons en conclure que le fait
d’avoir administré 72 mg de Zéranol supplémentaires aux animaux soumis au
second traitement, n’a pas provoqué un effet myotrophique très important sur le
muscle urétral. Deux hypothèses peuvent expliquer ce résultat :
- manque de trenbolone additionnel, qui normalement, potentialise l’action du
zéranol (Benard, 1981) ;
- saturation des récepteurs des tissus cibles par les anabolisants (Mouthon,
1976 ; Shire, 1976, Document Roussel-Distrivet, 1982).

Il faut, cependant, souligner qu’en rassemblant les surfaces inscrites des
deux types de fibres dans une seule moyenne, on trouve 577,065 g2 chez les

témoins et 1 117,756 gl chez les traités, soit une différence de plus de 93 %. Il

paraît donc possible à l’avenir, chez le mâle, d’envisager une étude morphométri-
que ne s’appuyant pas sur une étude histoenzymologique préalable.

En outre, l’hypertrophie du muscle urétral, contrairement à celle de la pros-
tate (Kroes et al., 1975), est renforcée par le trenbolone, ce qui désigne tout parti-
culièrement ce muscle chez le veau comme témoin de l’emploi d’anabolisant.

Nous pouvons conclure que l’ensemble des données morphométriques per-
met de différencier les animaux exempts d’anabolisants, de ceux traités avec
l’association zéranol-trenbolone. Au niveau du groupe, l’application est aisée

puisqu’aucun des témoins n’a montré la moindre modification musculaire, tandis
que tous les animaux ayant un muscle urétral hypertrophié avaient effectivement
reçu des anabolisants. Cette différenciation reste cependant imparfaite à l’échelle
de l’individu, nos résultats montrant que quelques animaux traités n’ont pas réagi
de façon significative.

La méthode morphométrique employée dans cette étude débouche logique-
ment sur des perspectives d’applications pratiques. Elle pourrait être utilisée
comme méthode d’approche dans le contrôle du « veau fermier » (veau « sans

hormone ») que certaines associations d’éleveurs produisent en France et cher-
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chent à promouvoir. Cependant, elle semble devoir s’appliquer avec plus de fiabi-
lité à l’identification de lots d’animaux traités plutôt qu’à celle de jeunes bovins
pris individuellement. A côté de l’histologie et de l’histochimie de la prostate, des
glandes bulbo-urétrales et de la muqueuse de l’urètre, la morphométrie du muscle
urétral constituerait un élément nouveau et complémentaire d’autant plus utile

que nous avons pu observer un parallélisme des résultats obtenus à partir de ces
différents tissus.

Reçu en juin 1985.
Accepté en octobre 1985.
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