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Incorporacién de los derivados grasos de anilina en los quilomicrones linfaticos

Por V. Ruiz-Gutiérrez y R. Maestro Duran
Instituto de la Grasa y sus Derivados (CSIC)
Aptdo. 1078. 41012-Sevilla

RESUMEN

Incorporacién de los derivados grasos de anilina en los quilomi-
crones linfaticos.

Se han obtenido por sintesis quimica algunas sustancias que habian
sido aisladas, ademas de las anilidas grasas de aceites relacionados con
el “sindrome toxico”. Estas sustancias son el 3-fenilamino-1,2 propanodiol
y sus mono- y diésteres de dcidos grasos. Estos productos se han admi-
nistrado por via oral a ratas cuyo canal linfatico habfa sido previamente
canulado. Se ha recogido la linfa a distintos intervalos de tiempo y se han
aislado de ella los quilomicrones y su fraccion lipidica. Se ha estudiado
esta fraccion por cromatografia en capa fina, comprobéndose la presen-
cia de estas sustancias, asl como un metabolito procedente de ellas.
Estos datos sugieren que dichos productos se incorporan a la sangre por
absorcién linfatica.

PALABRAS CLAVE: Aceite desnaturalizado - Anilina (derivados de) -
Linfa - Quilomicrones - 3-Fenilamino-1,2-propanodiol -
3-Fenilamino-1,2-propanodiol (ésteres de).

SUMMARY

Incorporation of new aniline fatty derivatives in to linphatic chylo-
microns

Some compounds, other than fatty anilides, which had been isolated
from oil samples involved in the “toxic syndrome”, has been obtained by
chemical synthesis. These substances are 3-phenylamine-1,2 propane-
diol and its fatty acyl mono- and diesters derivatives. These products have
been orally administered to rats whose lynphatic canal had previously
been cannulated. Samples of lymph were taken periodically. After isola-
tion of chylomicrons from the lynphatic samples and analysis of its lipids
by thin layer chromatography, we were able to detect the presence of the
above mentioned compounds as well as a metabolic product of them.
These results suggest that these products are incorporated into the blood
via lymphatic absortion.

KEY-WORDS: Aniline (derivatives of) - Chylomicrons - Denatured oil
- Lymph - 2-Phenylamine-1,2-propanediol - 3-Phenylamine-1,2- propane-
diol (esters of).

1. INTRODUCCION

Esta suficientemente demostrado que hay una estre-
cha relacién estadistica entre la intoxicacién alimentaria
conocida como “sindrome del aceite téxico” y el consumo
de aceite de colza desnaturalizado con anilina que, im-
portado de Francia, se refind y mezclé con aceites co-
mestibles de muy baja calidad. la mayor parte de estas
mezclas de aceites contenian de 500 a 2000 partes por
millén de anilidas de acidos grasos, principalmente
oleoanilida. La posible toxicidad de estas anilidas ha sido
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estudiada en varios laboratorios, usando conejos, rato-
nes, embriones de pollo, fibroblastos humanos y otros
tipos de cultivos celulares, sin que haya sido posible de-
mostrar taxativamente que las anilidas fueran la causa
de la enfermedad (1). Por esta razén, la organizacion
Mundial de la Salud recomendé que se investigase en
los aceites la presencia de estos componentes andéma-
los.

En muchos de estos aceites se han detectado, ade-
més de las anilidas, otros componentes que tenian en su
molécula grupos -NH, o -NH- (2). Ha sido posible aislar e
identificar los tres derivados de la anilina mas importan-
tes, que son el 3-fenilamino-1,2-propanodiol (FAP) y sus
correspondientes mono- y diésteres con &cidos grasos
@3) (4).

Las estructuras se establecieron por datos quimicos y
espectrofotométricos y, posteriormente, por comparacién
con muestras obtenidas por sintesis quimica (5). Se pre-
pararon cantidades suficientes para hacer algunas prue-
bas toxicoldgicas.

Administrando a ratones por via oral o intraperitoneal,
se vio que la mas téxica de las tres sustancias era el
FAP, con una DL, de 517 mg/kg, siguiéndola en toxici-
dad el monoéster.

El diéster parecié inocuo, al menos durante los 21
dias que duré la experiencia, aunque los animales, cuan-
do fueron sacrificados, presentaban anomalias pulmona-
res (6).

Nos pareci6 interesante estudiar la naturaleza de la
absorciéon y metabolismo de estas sustancias por via lin-
fatica, ya que ésta es la via normal del metabolismo de
las grasas. En efecto, una vez realizada la digestién, los
productos de hidrélisis de las grasas y de las sustancias
asociadas a ellas atraviesan la pared intestinal y, des-
pués de una serie de transformaciones en el seno de la
mucosa y submucosa intestinal, pasan a la linfa y de
ésta a la sangre, que los distribuye a los distintos érga-
nos de utilizacién o reserva. Era de esperar que los com-
puestos anémalos que habiamos encontrado en los acei-
tes relacionados con el Sindrome Téxico, dada su natu-
raleza quimica, tuvieran un comportamiento similar al de
los lipidos.
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Para ello se administraron estas sustancias por via
oral a ratas cuyo canal linfatico habia sido previamente
canulado. En la linfa, recogida a distintos intervalos de
tiempo, se aislé la fraccién lipidica. Un estudio cromato-
gréfico de ésta en capa fina de gel de silice permitié
comprobar la presencia de dichas sustancias, asi como
la de un metabolito, procedente de ellas y que también
contenia en su molécula un grupo de amina primaria o
secundaria.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Sustancias andémalas en los aceites.
Para la deteccién e identificacion de los derivados de

anilina se utilizaron méas de sesenta aceites téxicos pro-
porcionados por la Refinerfa ITH y de Sevilla, por la Di-

TABLA |

Grasas y Aceites

recciéon General de la Salud Publica y por autoridades de
Madrid y Frémista (Palencia). También se empleé aceite
de colza normal, comestible suministrado por la firma
KOIPE.

Las sustancias anémalas se aislaron y purificaron por
cromatografia en capa fina como se ha descrito en un
trabajo anterior (5), y se han sintetizado como se ha
descrito (6). La identidad entre los compuestos aislados
de los aceites téxicos y los sintetizados en el laboratorio
se ha confirmado por reacciones coloreadas (7), croma-
tografia en capa fina usando varios disolventes (Tabla ),
espectroscopias de ultravioleta, infrarroja y de masas,
determinacién del contenido en nitrégeno, hidrdlisis aci-
da, alcalina y enzimatica con lipasa pancreética (8) y
andlisis de acidos grasos (9). Los puntos de fusién tam-
bién coinciden con los descritos en la literatura (10), (11)
y (12).

Cromatografia en capa fina sobrs silicagel de los derivados de la anilina

Valores de Rf

FAP FAP-monoéster FAP-diéster
sintético aislado sintético aislado sintético aislado
Acetato de etilo 0,51 0,52 0,92 0,92 0,96 0,97
Diclorometano 0,00 0,00 0,22 0,22 0,66 0,65
Benceno 0,00 0,00 0,03 0,03 0,30 0,30
Color con
p-DMACA naranja naranja morado morado morado morado

2.2. Animales

Se utilizaron 16 ratas Wistar, machos, de 300 gramos
de peso, suministradas por Iffa Credo (Lion, Francia),
alimentados con dieta A04 de Panlab enriquecida en gra-
sas (10% de aceite refinado de girasol u oliva, 5% de
fibras). Los animales tuvieron libre acceso al alimento y
al agua; y fueron divididos en los siguientes grupos expe-
rimentales:

1. Grupo control. Alimentado con pienso A04 de Pan-
lab.

2. Grupo alimentado con aceite de oliva o girasol (5
animales con cada aceite) y al que se le suministré FAP.

3. Grupo alimentado con aceite de oliva o girasol
(idem al 2) y al que se le suministr6 FAP-monoéster.

4. Grupo alimentado como 2 y 3 al que se le suminis-
tr6 FAP-diéster.

Antes de la operacién fueron anestesiados con pen-
tobarbital sédico (40 mg/kg).

La canulacién del conducto linfatico se realizd con un
catéter de polietileno de 0,87 mm de didmetro interior
y 1,12 mm de didmetro exterior, a través de una incisién
en la regién abdominal a unos 5 mm por debajo del
cartilago xifoides, siguiendo la técnica de Bollman (13).
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La cénula se saca al exterior de la piel por el costado
derecho del animal.

Una vez realizado el proceso quirdrgico, se mantuvo
a los animales en jaulas de inmovilizacién tipo Boliman
durante 72 horas. Durante este perfodo se les suministré
una solucién de 0,5 gramos de clorura sédico, 0,5 gra-
mos de cloruro potasico y 50 gramos de glucosa por litro
de agua.

2.3. Administracién de las sustancias téxicas.

Tanto el FAP como los mono- y diésteres se adminis-
traron a las ratas por via oral. La dosis del diéster fue de
1 gramo y la de monoéster y FAP, de 0,5 gramos, emul-
sionadas las sustancias en 2 mililitros de aceite refinado
de oliva o girasol.

2.4. Recogida de la linfa.

El flujo de linfa recogido en los distintos ensayos es-
tuvo comprendido entre 0,10 y 0,17 ml/hora. Las mues-
tras de linfa se recogieron en un tubo humedecido con
una solucién acuosa de Na,EDTA al 10% y mantenido en
un bafio de hielo.
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Se fue recogiendo la linfa a distintos intervalos de
tiempo para estudiar en las distintas fracciones la pre-
sencia de las sustancias administradas y sus posibles
metabolitos, asi como la cinética del proceso.

2.5. Separacion de los quilomicrones.

Las muestras de linfa se diluyeron con un volumen
igual de solucién de cloruro sédico al 0,9% y se mezcla-
ron agitando enérgicamente. El aislamiento de los quilo-
micrones se realizé sometiendo las soluciones a una ul-
tracentrifugacién, durante 60 minutos, a 50.000 G en una
ultracentrifuga Beckman, con rotor 70 Ti.

Como medida relativa del indice de contenido en lipi-
dos de cada muestra se usé el tanto por ciento en trans-
misién de 50 microlitros de linfa diluidos a 165 ml con
agua destilada y midiendo a 540 nm en un espectrofotd-
metro Kotran Spectrophotometer Model, de acuerdo con
el método de Laher (14).

2.6. Extraccién de los lipidos.

Los lipidos de los quilomicrones se extrajeron por el
procedimiento de Folch (15), con mezclas
cloroformo-metanol 2:1 (v/v).

El extracto se evapord en rotavapor a temperatura
ambiente.

El residuo se disolvié en cloroformo, se filtré y la par-
te soluble, concentrada a pequefio volumen se conservé
en congelador a -20° C hasta su anélisis.
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2.7. Estudio cromatogréfico de los extractos.

Una vez extraidos los lipidos, se estudiaron por cro-
matografia en capa fina de gel de silice 60 GF,,, de la
casa Merck, de 0,25 mm de espesor. Como testigos se
usaron soluciones de FAP y sus mono- y diésteres en
cloroformo. Las placas se desarrollaron con diclorometa-
no y con acetato de etilo, revelandose a continuacién con
p-DMACA.

2.8. Andlisis estadistico.

Todos los datos de las tablas vienen expresados por
la media + la desviacidn tipica, siendo el nivel de signifi-
cacién p<0.05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los animales utilizados produjeron linfa opaca
entre 1 y 7 horas después de la administracién de las
sustancias. La turbidez continué aumentando entre las 7
y las 24 horas. A partir de este tiempo, la linfa recogida
fue casi transparente, lo que indica que las mayores con-
centraciones de lipidos tienen lugar entre las 7 y 24 ho-
ras.

Los volimenes de linfa obtenidos a los distintos tiem-
pos, con sus intervalos de confianza, estan reflejados en
la Tabla Il. En ella se observa que el flujo linfatico del
conducto torécico varia segin qué derivado de la anilina
va disuelto en los lipidos. Los valores oscilan entre 1,88
ml/hora para el monooleil-FAP y 2,29 ml/h para el
dioleil-FAP.

TABLA I

Mililitros de linfa conteniendo los derivados de anilina segregados a distintos tiempos

CANTIDADES DE LINFA

Fraccién 1 2 3 4 5 Total ml/h

(n.2 de horas) (0-4) (4-8) (8-12) (12-24) (24-30) mi

Control 5'37+0'20 8'35+0'31 10'32+1'36 20'30+3'24 6'72+0'35 51,06 1'70

FAP 5'62+0°30 9'62+0'17 10'32+1'45 29'26+4'32* 6'62+0'43 6144 2’04

FAP-monoéster 6'23+0'40 7'48+0'22" 17'24+£3'27***  20'30+3'24 523+1'21 56'48 1'88

FAP-diéster 7'52+0'70" 8'3410'37 16'20+2’40™" 28°'32+4'40* 8'44+1'42* 68’82 2'29*

Los resultados se expresan mediante la medida + S.D.

Diferencias significativas: *p<0'05, **p <0,01, *** p <0,005.
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El experimento modelo de este estudio nos ha sumi-
nistrado una medida para evaluar la contribucién del sis-
tema linfatico intestinal a la absorcién de los nuevos deri-
vados de la anilina encontrados en los aceites relaciona-
dos con el sindrome téxico. Hasta ahora, todos los
estudios realizados con estas sustancias (16) habian sido
hechos sobre érganos, habiendo sido administrados a
los animales por via oral o intraperitoneal, utilizando acei-
te, agua o suero salino como vehiculo. Siguiendo este
tipo de administraciones observamos que en la sangre y
en los érganos se encontraron las sustancias téxicas y
algunos metabolitos, excretados fundamentalmente por
el higado via biliar. Por ello ideamos este modelo de
absorcién para prevenir las complicaciones que nos da-
ria el reciclaje enterohepético de los metabolitos biliares.

En este estudio se ha demostrado que la absorcién
de las sustancias anémalas no depende de la composi-
cién trigliceridica, ya que se han obtenido los mismos
resultados usando como vehiculo aceites distintos.

Grasas y Aceites

Por otra parte, es bien conocido que el sistema linfati-
co gastrointestinal es la mayor y mejor ruta de absorcion
de ingredientes lipidicos (17) y de elementos traza lipo-
solubles, como el DDT (1,1-dicloro-2,2 bis [4-etilfenilhep-
tano]) (18) y el BP (benzo-a-pireno) (14).

El presente trabajo ha demostrado que, en el caso de
las ratas, el transporte linfatico juega un papel fundamen-
tal en la entrada sistemética de los téxicos estudiados.
Un seguimiento de los téxicos en un periodo de 26 ho-
ras, combinando su deteccién en orina y heces, nos de-
muestra por métodos idénticos a los utilizados para la
deteccién linfatica que todas las sustancias téxicas pa-
san a la linfa. Este transito de estas sustancias téxicas es
paralelo a la produccién de quilomicrones por el enteroci-
to, como lo refleja la turbidez y el contenido lipidico (Ta-
bla Il). Las pequefias cantidades de linfa que se obtienen
en las primeras fracciones (Tabla [ll) se deben, probable-
mente, al stress provocado en el animal por el periodo
postoperatorio y la administracién oral de las muestras.

TABLA I

Miligramos de lipidos en la linfa de 5 ratas por grupo intubadas con derivados de anilina

CONTENIDO LIPIDICO EN LA LINFA

Fraccién 1 2 3 4 5 Total Total mg
(n.2 horas) (0-4) (4-8) (8-12) (12-24) (24-30) mg/ml recuperados
Control 8311122 16'32+2'2 18'31+1°2 18'34+1'3 2'6410'2 63'92 958’8
FAP 9'73+2'4 15'2442'3 16'40+£1°7 21'56+2'4 3'70+0'1* 6663 1.330'00**
FAP-monoéster 323+1'4***  17'32+1°2 18'20+1'3 15'36+3'2* 2'3610'2 56’47 787'65***
FAP-diéster 10’43+1°2* 21°46+1°'3*  19'23+4'8 17°24+1°7 1'42+0'4**  69'78*" 1.067'62*

Los resultados se expresan mediante la media + SD.

Diferencias singnificativas: * p <0°05, ** p <0°01, *** p < 0°005.

La casi totalidad de los tdxicos se absorben en las
primeras 24 horas después de la administracién, lo que
indica que practicamente en este periodo desaparecen
del lumen intestinal.

De los resultados obtenidos podemos deducir que las
sustancias anémalas presentes en los aceites toxicos,
cuando se administran a las ratas emulsionadas en acei-
te (oliva o girasol), son absorbidas por las paredes intes-
tinales. Los productos asi absorbidos pueden ser trans-
portados a los distintos érganos por via linfatica o san-
guinea, pudiendo producir dafos irreparables en los
distintos lugares de asentamiento. Dichos dafios fueron
ya observados por nosotros en un trabajo anterior reali-
zado con ratones (16), y que se traducian principalmente
en esplenomegalias y enfisemas pulmonares. El que es-
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tos compuestos sean absorbidos via linfatica y conduci-
dos por el conducto toracico a los pulmones podria expli-
car que el primer dafo detectado en la epidemia fuera
una neumonia atipica.

En el caso del diéster del FAP, hemos encontrado
que en la fase cloroférmica de la fraccién de lipidos apa-
rece la sustancia administrada, parcialmente hidrolizada
a monoéster y a base libre. En la fraccién metandlica
aparece una sustancia, cuya naturaleza desconocemos,
que en cromatografia en capa fina sobre gel de silice
tiene los siguientes valores de Rf: acetato de
etilo-cloroformo 3:1 (v/v) = 0,40; acetato de etilo: 0,76;
diclorometano; 0,04; da color positivo (morado) con
p-DMACA, lo que indica la presencia de un grupo -NH, o
-NH- en la molécula, y es un metabolito del diéster sumi-
nistrado a los animales, puesto que no aparece en la
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linfa de aquéllos a los que se les habfa dado sdlo aceite
de girasol.

También hemos encontrado este metabolito en la frac-
cién metandlica de los lipidos de la linfa de animales a
los que se habia administrado el monoéster. En la frac-
cién cloroférmica encontramos el monoéster administra-
do, parcialmente hidrolizado a base libre.

El 3-fenilamino-1,2-propancdiol, por su caracter mas
polar, aparecio repartido entre ambas fases, metandlica y
cloroférmica. La mayor parte del compuesto se habia
transformado en el metabolito ya citado anteriomente,
cuya naturaleza desconocemos pero sobre la cual segui-
mos investigando.
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