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RESUMEN

Se estudiaron las alteraciones de parametros lipidicos a nive) tisular y plasmitico
en un grupo de ratas macho de la cepa Wistar, alimentadas con una dieta normal de
laboratorio suplementada con aceites vegetales-oliva, girasol-bromados (0.1 g/100 g
de dieta), durante 15 semanas, comparando los resultados obtenidos con un grupo con-
trol. El primer grupo presenté niveles estadisticamente elevados de triglicéridos en
corazén y soleus, y de colesterol total y esterificado en misculo cardiaco, acompaiia-
dos por un descenso en los niveles plasmaticos de colesterol total y de la fraccion de
lipoproteinas de alta densidad (HDL-colesterol). Algunas de estas anormalidades
fueron compartidas por ratas alimentadas con la dieta normal de laboratorio suple-
mentada con 0.5 g de aceites vegetales bromados/100 g dieta.

Los niveles hepaticos de triglicéridos, proteinas totales y glucégeno, asi como la
curva de crecimiento y la ingesta calorica de los animales que fueron alimentados con
una dosis de aceites bromados de 0.1 g/100 g de dieta, fueron similares a los del grupo
control.

En sintesis, los efectos toxicolégicos observados durante la ingesta crénica de die-
tas suplementadas con dosis relativamente bajas de aceites bromados, sefialan la
necesidad de emprender un estudio bioquimico mds exhaustivo de los mismos. Ello
es imperativo para establecer los niveles miximos con que estos agentes podrian ser
utilizados sin riesgo de producir alteraciones bioldgicas considerables.
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INTRODUCCION

Los aceites bromados son liquidos de gran viscosidad que se obtienen
como pro_ducto de bromoadicién de aceites alimenticios de distinta natu-
raleza (oliva, girasol, maiz, etc.). Se utilizan para el ajuste del peso espect-
fico de los aceites cftricos esenciales constituyentes de las bebidas alcohé-
licas refrescantes. A pesar de su considerable uso como aditivos alimenta-
rios, existe poca informacion disponible en cuanto a sus propiedades
toxicolégicas. Al respecto, Munro et al. (1, 2) demostraron, en ratas ali-
mentadas por periodos prolongados —15 semanas- con una dieta estdndar
de laboratorio suplementada con 2.5 g de aceite de algodén bromado/100
g de dieta, retardo en el crecimiento, con aumento en el peso de determi-
nados o6rganos:. corazon, higado, y rifiones; la microscopra éptica reveld,
al mismo tiempo, acumulacién lipfdica en higado y degeneracién grasa en
el miocardio. Por otro lado, los mismos autores (3) constataron una
disminucion en la actividad de la enzima glucosa-6 fosfato dehidrogenasa
en el higado, con dosis menores (0.1 y 0.5 g/100 g) durante el mismo
periodo de tiempo.

Trabajos recientes realizados por nuestro grupo de investigadores de-
mostraron, entre otras alteraciones bioquimicas, que la suplementacién
con 0.5 g de una mezcla de aceite bromado de oliva-girasol/100 g de
dieta, durante 15 semanas, produce en ratas un incremento significativo
de los niveles de triglicéridos, colesterol total y esterificado en miisculo
cardiaco. Se observé, a la vez, un descenso de los niveles plasmaticos de
estos parametros lipidicos. Estudios complementarios sobre la actividad
de la enzima piruvato dehidrogenasa, de lip6lisis in vitro en perfusién de
corazén aislado, y de las actividades lipoliticas en plasma post-heparinico,
sugieren la existencia de un efecto toxicoldgico en el misculo cardfaco
que estarfa involucrado en la biosintesis de triglicéridos, mds que en su
catabolismo (4).

En relacion con lo expuesto, el objetivo del presente trabajo fue deter-
minar alteraciones de parametros lipfdicos a nivel tisular y plasmitico, en
animales alimentados con una dieta suplementada con aceites vegetales
—de oliva-girasol bromados— (0.1 g/100 g de dieta), durante 15 semanas.
Estos resultados fueron comparados con los obtenidos en animales que
recibieron una dosis de los mismos al nivel de 0.5 g/100 g de dieta.

MATERIAL Y METODOS
Animales y Dietas

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, cuyo peso inicial era de
702 80 g. Desde su arribo al laboratorio los animales fueron mantenidos
para su aclimatacion en el bioterio, a 1a temperatura estabilizada de 23 *
20C, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y libre acceso al gua y dieta
normal de laboratorio (Labina-Purina S. A.). Una semana después, los
dnimales fueron divididos al azar en tres grupos; el primero —Grupo A—
tontinug recibiendo la dieta normal de laboratorio suplementada con 0.5
8 de aceite de maiz/100 g de comida (A: control); el segundo —Grupo B—
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recibi6 la dieta normal de laboratorio suplementada con 0.4 g de aceite de
maiz y 0.1 g de aceites vegetales bromados/100 g de comida (B: 0.10/y
de aceites bromados/100 g dieta); y el tercero —denominado Grupo C-
Ia misma dieta control suplementada con 0.5 g de aceites vegetales broma-
dos/100 g comida (C: 0.50/o0 de aceites bromados/100 g dieta). Los
aceites vegetales bromados utilizados corresponden a una mezcla de gira-
sol-oliva, apto para el consumo: Densitol “A”, Laboratorios Abbott, peso
especffico 1.305-1.315 a 250C. Cada dieta aport6 aproXimadamente 365
calorias/100 g de comida; las mismas fueron administradas ad libitum
durante un periodo de 15 semanas. El control de peso se registr6 dos
veces por semana y, en forma paralela, se determiné ingesta cal6rica y la
ganancia de peso corporal en seis animales de cada grupo, dos veces por
semana. La ingesta caldrica fue estimada calculando la cantidad de comi-
da consumida de la siguiente manera: se pesé la comida ofrecida y la
remanente luego de 24 horas de permanecer en la jaula previo separado de
las heces. La correccién por la presencia de orina se hizo por secado en es-
tufa, procesindose simultineamente una muestra de referencia. El prome-
dio de la ingesta calérica por animal y por dia (calorias/d{a) se calculé
dividiendo la ingesta calérica total de cada jaula por el mimero de ratas
alli presentes.

El dfa del experimento se retir6 la comida a las 6 horas y las tomas de
muestra se realizaron entre las 10 y 12 horas.

Métodos Analiticos

Todos los animales en estudio fueron anestesiados con pentobarbital
s6dico (60 mg/kg de peso corporal), intraperitonealmente; las muestras
de sangre obtenidas de la vena yugular se recogieron en tubos enfriados y
se centrifugaron a 40C. El suero asi obtenido se procesé de inmediato o
fue congelado a -200C no mds de 3 dias. Las determinaciones de triglicé-
ridos (TG) (5), colesterol total (CT) (6)'y colesterol de la fraccién de
lipoprotefnas de alta densidad (HDL-C) (6, 7) fueron realizadas por méto-
dos espectrofotométricos. Se pesé el higado y el corazén de los animales
pertenecientes a los tres grupos. El contenido de TG (5) en higado, cora-
z6n y soleus se determiné en alicuotas de homogeneizados obtenidos a
partir de tejidos congelados a la temperatura del nitrégeno liquido. Los
detalles de la metodologia de obtencién y procesamiento de los tejidos
fueron descritos previamente (4). El contenido de glucégeno en higadoy
corazén se cuantificé por el método enzimdtico de Hiiijing (8), expresin-
dose los resultados en equivalentes de glucosa. El contenido de DNA
tisular se determiné por microadaptacién de la técnica informada por
Richard (9). Los niveles de colecterol total (CT)y de colesterol esterifi-
cado (CE) en musculo cardiaco fueron establecidos en una alicuota del
homogeneizado por el método de Leffler (6). Las proteinas totales s¢
cuantificaron por el método de Lowry et al. (10). Los distintos parame-
tros estudiados fueron analizados estadisticamente utilizando el test “t”
de Student (11).

Materiales Utilizados

Las enzimas, cofactores y drogas patrones utilizados se obtuvieron de
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los Laboratorios Boehringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis, In-
diana, USA; o Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri, USA. Los
demds reactivos fueron de grado ACS.

RESULTADOS

La Figura 1 muestra grificamente el crecimiento y la ingesta caldrica
de los grupos de ratas que durante 15 semanas recibieron la dieta control
y la suplementada con 0.1 y 0.5 g de aceites bromados/100 g dieta. Segiin
puede observarse, no existen diferencias estadfsticamente significativas
entre los distintos grupos, para los pardmetros analizados.

En la Tabla 1 se aprecian, asimismo, los niveles plasmdticos de TG, CT
y HDL-C. Los niveles de CT y HDL-C se encuentran significativamente
disminuidos respecto a los del Grupo A, tanto en los animales del Grupo
B, como en los del Grupo C. La relacién 0 /o HDL-C/CT permanece inva-
risble. Por otra parte, los valores de TG correspondientes a los animales
del Grupo B, son semejantes a los del Grupo A, mientras que los mismos
se encuentran significativamente disminuidos en el Grupo C.

El peso y la composicién del higado en los grupos de ratas sometidos a
estudio se exponen en la Tabla 2. Las alteraciones bioqufmico-metabéli-
cas observadas en los animales del Grupo C en cuanto al peso del 6rgano,
;:ogtet_tido de proternas totales y TG, no fueron evidenciados al disminuir
a dosis.

En lo referente al peso y composicién del corazén en los animales en
estudio, éstos pueden observarse en la Tabla 3. Como los datos lo revelan,
los niveles de TG, CT, CE vy la relacién 0 /o CE/CT estdn significativamente
elevados en los animales del Grupo C respecto a los del Grupo A. Los
parimetros en cuestion, continuan significativamente elevados, a pesar de
gpe l)a dosis de aceites bromados empleada fue menor (0.1 g/100 g de

leta). :

_ El contenido de TG en soleus acusé un incremento estadfsticamente
significativo en ambos Grupos: Grupo B (x = SEM 11.50 + 2.60 pmoles/
g/tejido himedo, n = 5, P < 0.01), Grupo C (25.33 * 4.03 pmoles/g teji-
do himedo, n = 5, P < 0.01) respecto del Grupo A (5.73 = 1.13 pmoles/
g tejido hiimedo, n = 9).

DISCUSION

_ Los resultados del estudio que nos ocupa, demuestran que una ingesta
Crénica de aceites bromados 0.1 g/100 g de dieta induce un incremento
significativo en el contenido de triglicéridos en corazén y soleus, y de co-
lesterol en musculo cardfaco. Este aumento se acompaiia de un descenso
en los niveles plasmdticos de colesterol total y HDL-colesterol en relacién
:pn las ratas que recibieron la dieta control por un perfodo similar de

lempo,

_ Las alteraciones en el contenido lipfdico del misculo cardfaco de los
animales alimentados con la dosis de 0.1 g, son semejantes a las observa-

as en las ratas alimentadas con una dosis de 0.5 g/100 g de dieta. Segtin
hemos demostrado recientemente (4), en este dltimo grupo, en corazén
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TABLA 1

PERFIL LIPIDICO DEL PLASMA

Grupo A Grupo B Grupo C
Triglicéridos (mmol /lt) 0.77 £0.08% ( 6) 079+ 0.09 ( 6) 0.29 £ 0.05%%* (10)
Colesterol (mmol/lt) 1.63 £0.07 (10) 125 0.10%* (11) 111+ 0.08%%% ( 7)
HDL-Colesterol (mmol/it) 1.04 +0.07 (13) 0.81+ 0.05*% ( 8) 0.63% 0.09% ( 3)
o HDL-Colesterol + . .

Relacién 0o : —Colesterol ‘ 56 2 (10) 60 2 ( 8) 52+ 1 ( 3)
Grupo A: Dieta normal de laboratorio, suplementada con 0.5 g de aceite de maiz/100 g dieta.
Grupo B: Dieta normal de laboratorio, suplementada con 0.4 g de aceite de mafz y 0.1 g de aceite bromado /100 g dieta,
Grupo C: Dieta normal de laboratorio, suplementada con 0.5 g de aceite bromado/100 g dieta,
4 Xt EE. * P <0.05

*% P <0.01 Respecto del Grupo A

® P 0.001

()
EE =

Las cifras entre paréntesis son el niimero de determinaciones individuales.
Error estindar.
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PESO DEL HIGADO Y COMPOSICION BIOQUIMICA

Grupo A

Grapo B

Grupo C

Peso 6rgano /100 g rata

DNA (mg/g 6rgano)

DNA (mg/100 g rata)

Proteinas totales (mg/100 g rata)
Glucégeno (pmoles/100 g rata)
Triglicéridos (umoles/100 g rata)

3.47* 0.08* (5)
3.84% 0.20 (5)

140+ 06  (5)
718+ 41 . (3)
903+ 58  (6)

347+ 28 (3)

3.56 £ 0.10 ( 6)
373+ 0.16 ( 5)
132+ 05 ( 5)
640 + 37 ( 5)
1279+ 65 ( 5)
290+ 2.4 (12)

4.41t 0.07%%* (5)
3.51% 022 (4)
177+ 1.8 (4)
1012 + 32%+%  (7)
977 + 33 (6)
80.6 = 5.2%%% (8)

Grupo A:  Dieta normal de laboratorio, suplementada con 0.5 g de aceite de maiz/100 g dieta.
Grupo B:  Dieta normal de laboratorio, suplementada con 0.4 g de aceite de maiz y 0.1 g de aceite bromado/100 g dieta.
Grupo C: Dieta normal de laboratorio, suplementada con 0.5 g de aceite bromado /100 g dieta.

2 X+ EE.

* P <0.05
"k P <0.01
kP <0.001

( ) Nitmero de detexrminaciones individuales.

EE = Error estandar,

Respecto al Grupo A

8EY
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TABLA 3

PESO DEL CORAZON Y COMPOSICION BIOQUIMICA

Grupo A

Grupo B

Grupo C

Peso 6rgano /100 g rata

DNA (mg/g 6rgano)

Proteinas totales (mg/g organo)

Glucogeno (umol/g organo)

Triglicéridos (pmol/g organo)

Colesterol total (pmol/g drgano)

Colesterol esterificado (pmol/g drgano)
Colesterol esterificado

Colesterol total

Relacion 0 Jo:

0.28 + 0.03%( 5)
220+ 0.15 ( 4)
190+ 12 (10)
105+ 1.6 ( 5)
34+02 (4)
5.06 + 0.18 ( 6)
1.86+ 0.21 ( 4)

36+ 3 (4

0.29+ 0.01  (12)
218+ 017 ( 3)
186 + 15 ( 4)
113+ 11 (7)
7.4+ 1.0%  (12)
9.26 + 0.41%** ( 6)
8.11 + 0.39%%* ( 6)

89+ 2%k ( §)

031+ 0.01 (5)
221+ 019 (4)
212+ 11 )
6.7+ 0.7%  (5)
5.6 0.2%%% (4)
0.92 + 0.31%** (6)
4.34 + 0.28%%* (6)

61 £ 1%#%  (6)

Grupo A:  Dieta normal de laboratorio, suplementada con 0.5 g de aceite de maiz/100 g dieta.
Grupo B: Dieta normal de laboratorio, suplementada con 0.4 g de aceite de maiz y 0.1 g de aceite bromado /100 g dieta.
Grupo C:  Dieta normal de laboratorio, suplementada con 0.5 g de aceite bromado /100 g dieta.

4 Xt EE.

() Nimero de determinaciones individuales.
EE = Error estandar.

* P < 0.05.
*k P<0.01
*kok P < 0.001

Respecto del Grupo A

€ "ON (9861 ‘JHEINTILdIS) IAXXX "TOA
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perfundido in vitro, se ha constatado una respuesta lipolitica normal a|a
hormona glucagon, conjuntamente con niveles de actividades lipolfticas
post-heparinicas del plasma dentro del rango considerado como normal,

El incremento similar en el contenido de triglicéridos del misculg
cardiaco, tanto con dosis de 0.1 como de 0.5, podria deberse al menos en
parte, a un descenso de la oxidacién del dcido palmitico, demostrada por
Munro et al. (12) en experiencias realizadas in vitro utilizando dosis agu-
das mayores. Al respecto, recientemente Jones y colaboradores (13) han
encontrado acimulo de dcidos grasos de 14 y 16 dtomos de carbono en
corazén, higado y tejido adiposo de ratas a las que se les suministré aceite
bromado de mafz, sugiriendo estos hallazgos una $-oxidacion defectuosa
en dichos d6rganos. Otra posibilidad que contribuirfa al incremento del
contenido de triglicéridos en el miisculo cardfaco es la sugerida por Munro
y colaboradores (2) en relacién a la hipoxia. Es un hecho bien conocido
que la hipoxia estimula la glucogendlisis (14), y a ese particular, nosotros
encontramos una importante disminucion en el contenido de glucégeno
cardiaco, al alimentar a los animales con una dosis de aceites bromados de
0.5 g/100 g de dieta; sin embargo, al disminuir la dosis a 0.1, este hecho
no pudo ser constatado.

Otro aspecto a tener en cuenta y que ha sido estudiado por diferentes
investigadores (13, 15, 16) es el referente a que la ingesta de compuestos
derivados del 9-10 dibromoestearato (DBE) y 9-10, 12-13 tetrabromoes-
tearato (TBE) produce un aciimulo diferencial de los mismos en tejidos
tales como corazén, higado, y adiposo, sugiriendo que seguirfan vfas di-
versas de movilizaciéon y/o metabolizacién. No obstante, Jones et al. (13)
observaron que el efecto téxico de los aceites bromados vegetales es mds
pronunciado que el producido por los monoglicéridos sintetizados a partir
de los DBE y TBE puros. Ajeno a ello, el efecto téxico depende, al menos
en cierta medida de la naturaleza del aceite bromado vegetal utilizado (2,
17),asf como también del sexo del animal sometido a experimentacion
(2).

El control de la lipélisis en corazén puede ser el resultado de la remo-
cién de sus dcidos grasos, o bien del suministro de un sustrato alternativo
para el metabolismo energético en dicho 6rgano; los mecanismos que
regulan la lipolisis in vivo en los animales que reciben aceites bromados,
no se conocen al presente. Murthy y Shipp (18) demostraron reciente-
mente un incremento en la actividad de la enzima glicerofosfato acil-
transferasa en corazén de ratas diabetizadas con aloxano, en las que el
contenido de triglicéridos en el misculo cardfaco estd sensiblemente in-
crementado. Este aumento en la sfntesis de triglicéridos, acompaiiado de
una inhibicién de la lipdlisis por los dcidos grasos y los cuerpos cet6nicos,
estarfa relacionado con la acumulacién de triglicéridos en estas condicio-
nes experimentales. En la actualidad, no disponemos de informacién so
bre la actividad de la enzima glicerofosfato aciltransferasa en ratas ali
mentadas con dietas suplementadas con aceites bromados.

El significativo incremento observado en el contenido de triglicéridos
del higado de ratas que recibieron 0.5 g de aceites bromados, no pudo sef
constatado en las que recibieron una dosis menor (0.1 g). Munro et al.
(2), en cortes de higado, observaron por microscopfa éptica un acﬁml{10
de sustancia grasa solamente en 20 a 400/o de los animales que recibi€”
ron aceites bromados en dosis de 0.1 g/100. Se constataron diversa
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modificaciones en los niveles plasmdticos de triglicéridos, colesterol
total y HDL-colesterol, tanto en los animales alimentados con dietas su-
plementadas con 0.5 como con 0.1 g/100 g, respecto de los animales
controles. Este hallazgo sugerirfa una alteracién a nivel hepdtico de la
sintesis, transporte y/o catabolismo de las lipoprotefnas de dicho ori-
gen, que impulsan a realizar un estudio mds exhaustivo en cuanto a su
secrecién y composicion.

En sintesis, los efectos toxicolégicos observados en las ratas durante
la ingesta crénica de dietas suplementadas con dosis relativamente bajas
de aceites bromados, sugieren la necesidad de efectuar un estudio bio-
quimico mds exhaustivo de los mismos. A nuestro juicio, esto serfa
indispensable para establecer los niveles maximos con que estos agentes
podrian ser utilizados sin riesgo de producir alteraciones biolégicas con-
siderables.
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SUMMARY

TOXICOLOGIC EFFECTS PRODUCED BY THE CHRONIC INTAKE OF
BROMINATED VEGETABLE OILS

Several biochemical parameters of male Wistar rats fed during 15 weeks with
standard laboratory chow, supplemented with 0.1 g of brominated vegetable oil
(olive, sunflower) per 100 g of diet, were compared to those of a control group fed
a normal diet during the same period of time. The former group showed a signif-
icant increase of triglyceride content in both heart and soleus muscle, as well as
of total and sterified cholesterol in heart muscle. This increase was accompanied
by decreased plasma levels of total and HDL-cholesterol. Some of these abnormal-
ilities were similar to those observed in rats fed the same standard laboratory chow,
supplemented with 0.5 g of brominated oil per 100 g of diet.

The hepatic levels of triglycerides, total proteins and glycogen, as well as the
weight gain and caloric intake of the animals which were fed 0.1 g of brominated oil
per 100 g diet, were similar to those of the control group.

In summary, the toxicologic effects observed during the chronic intake of diets
supplemented with relatively low doses of brominated oils, suggest the need to
undertake wider and deeper biochemical studies. The authors consider that these
are necessary in order to ascertain the maximum tolerance levels for the use of
these compounds, to minimize the risk of inducing important biological alterations.
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