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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Inicialmente se propuso que las anilidas podrfan es -
tar implicadas en la toxicidad del aceite téxico (1) , y
posteriormente se ha ampliado esta propuesta a la citotoxi
cidad mediada por eosin6filos, desencadenada por la incor~
poracién de anilidas a las membranas plasmiticas celulares
(2,3). En el proceso estarfan también implicados el eleva~
do contenido de Scidos grasos insaturados y perfxidos, pre
sentes en los aceites t6xicos, asf como un déficit de vita
mina E (4). Estudios realizados con anilidas puras en ani~
males experimentales demuestran gque la toxicidad de estos
compuestos es baja (5~7), y realmente se ha propuesto que
las anilidas ingeridas con el aceite han participado en el
desarrollo del sindrome t6xico como adyuvantes de otros
factores, afin no bien establecidos (8). Puesto que hasta
ahora no se han realizado experimentos verdaderamente cr6-
nicos con anilidas para determinar su posible papel en la
etiologfa del sfindrome t6xico, nosotros hemos abordado es=~
te estudio. Dado el papel que parecen desempefiar los agen=
tes reductores de la dieta y la reserva hepdtica de gluta~
tion en la proteccifn a la accién t6xica de las anilidas
(9), en una segunda fase hemos estudiado también el posi =
ble papel de una deficiencia de vitaminas C y E en la die~
ta y la depleci6nlde glutation hep&tico en la respuesta.

*Departamento de Morfologfa y Microscopfa,Facultad de
Biologfa, Universidad de Barcelona.



- MATERIAL Y METODOS

Animales. Se utilizaron ratas macho, Sprague~Dawley, y ra=
tones macho, Swiss, procedentes de nuestro animalario, que
fueron sometidos a ciclos alternativos de 12 horas de luz~
oscuridad, y una temperatura ambiental de 23t1°c.

En una primera serie experimental se realiz6 un trata=-
miento crfnico con "anilidas” en la rata. Para ello se uti
lizaron 30 ratas de 160~170 g de peso, al inicio del expe=
rimento, las cuales se distribuyeron en tres grupos: I)Con
troles, II)Aceite de oliva (Carbonell) y III)Aceite de oli
va+"anilidas”" (0.2 g de "anilidas"™/100 ml de aceite). En
los grupos II y III, las ratas recibieron una dieta compu=
~esta por 2 g de aceite (18 Kcal) y 8 g de pellets (Pamlab
rata«ratén, mantenimiento)-(23.2 Kcal), convenientemente
triturados y amasados. El grupo I) recibi una dieta iso=~
calérica a la de los otros, constituida por 4.65 g de sa-
carosa y 8 g de los indicados pellets. Para ajustar isoca~
l6ricamente la dieta de todos los grupos, se controlaba
diariamente la ingesta de los animales, de tal modo que
por cada 10 g de mezcla del aceite+pellets, los controles
{(grupo I) recibfan 12.65 g de su correspondiente dieta.Es*

- tos tratamientos se mantuvieron durante 60 dfas, al cabo

de los cuales se sacrificaron los animales por decapita~
cibn, recogiendo la sangre sobre heparina y una alfcuota
del hfgado en nitrSgeno lfquido, para los posteriores ani

- lisis. Al mismo tiempo, se pesaron los distintos 6rganos

by tejidos.

En una segunda serie experimental se realizaron trata=
mientos similares en la rata, pero con dietas deficientes
en vitaminas, ampli&nddse el estudio al tratamiento con un

aceite supuestamente t6xico. Para ello se utilizaron 54 ra

.

tas de 140~160 g de peso inicial, que fueron distribuidas
en los siguientes grupos experimentales:

I) Aceite de oliva,con dieta deficiente en vitam. E y C.
II)Aceite de oliva,con dieta deficiente en vitam. C.
III)Aceite de oliva+"anilidas",deficientes en vit.E y C.
IV) Aceite de olivat+"anilidas”,deficientes en vit. C.
V) Aceite t6xico,con dieta deficiente en vitam. E y C.
VI)Aceite t6xico,con dieta deficiente en vitam. C.

En todos los grupos, las ratas fueron alimentadas con una
mezcla del correspondiente aceite y de dieta, en la pro-
porcifén de 2 g y 8 g,respectivamente. El tratamiento con
"anilidas" se realizé en la proporcién de 0.2 g/100 ml de
aceite. A los 35 dfas, los animales se sacrificaron como
se indic6 anteriormente.

En una tercera serie'experimental, se realizf un ex~
perimento similar al de la segunda serie, pero con rato-
nes, de un peso corporal inicial de 13 a 15 g. Los grupos
fueron iguales a los de la serie anterior, perc el trata-
miento se prolong6 por 60 dfas, y durante los filtimos 4
dfas se administr6 a todos los ratones por vfa intraperi~-
toneal 0.01 ml de dietil~maleato (Sigma,St. Louis,Mo.)/
30 g de peso corporal, vehiculados en 0.3 ml de aceite de
oliva. Este tratamiento con dietil~maleato se realizf dia
riamente entre las 18.00¢+20.00 h, y los animales se sacri
ficaron en la mafiana esiguiente (entre las 10.00~12.00h)
de la Gltima inyeccifn, de una forma similar a la indica
da anteriormente. o

Productos utilizados. Las "anilidas" fueron facilitadas

por el Dr. Hern&ndez Bolafios, Jefe del Laboratorio Cen=~
tral de Aduanas, siendo procedentes de sfintesis a partir
de &cidos grasos de aceite de colza puro, poseyendo la

siguiente composicibn: 70% de oleil~anilida, 15% de pal~-



hitil anilida, 8% de linoleil+~anilida y 7% de anilidas de

otros &cidos grasos. El aceite de oliva fu€ siempre acei=
te comercial Carbonell. El aceite t6xico fué facilitado
por el Dr. Borregén Martinez, del Centro Nacional de Ali~
mentacién y Nutricifn, Majadahonda (muestra N° 39.508),
compuesto por aceite de colza+grasa animal, con un conte=~
nido en oleil~anilida de 600 p.p.m. La dieta deficiente
en vitaminas fué harina A.04 (rata-ratén de mantenimien=~
to), carente del componente vitaminico y minerales, de

la casa Pamlab, a la que se le adicionaron los requeri-
mientos mfnimos de minerales y vitaminas para la rata, a
excepcién de vitamina E y 8cido ascbérbico. Estos fueron
anadidos Ginicamente cuando eran requeridos para el grupo

experimental correspondiente.

Determinaciones analfticas. Los parfmetros bioquimicos,tan
to en alfcuotas de sangre como de hfgado, fueron determina
dos siguiendo los métodos utilizados por nosotros en ante~
riores ocasiones (10~«14). El fraccionamiento de proteinas
plasméticas se realiz6 por electroforesis en acetato de

celulosa, mientras que la determinacién de las IgG plas~
méticas se realiz6 por inmunodifusibn radial en placas

Kallestad . Las determinaciones hematolfgicas se reali

zaron utilizandé un autoanalizador Coulter, modelo "S", y
otro Technicon, modelo H6000/H601.

Estudio histolbgico. Las piezas de tejidos fueron inmedia~
tamente fijadas en formaldehido al 10% y tras deshidrata-
cifén con alcohol etflico y tolueno, fueron incluidas en

parafina. Se realizaron secciones de 6 micras de grosor,
que fueron tenidas con hematoxilina«eosina, hematoxili=
na férrica, Sudén III, técnica del P.A.S. y método de
Mallory, para el reconocimiento especffico de componentes.

Estadistica. Los datos se expresan en medias? error stan-
dard, y la comparacién estadfstica entre los grupos se rea
1i26 mediante el "t-test" de Student.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el prop6sito de determinar si la presencia créni-
ca de anilidas en la dieta producia en la rata algfin cua-
dro de toxicidad, durante 60 dfas se allmentaron con die-
tas isocalbricas tres grupos de ratas: controles (dieta
suplementada con sacarosa), dieta suplementada con aceite
de oliva,v dieta suplementada con aceite de oliva conte -
niendo 0.2g9/dl de "anilidas". La cantidad de comida sumi-
nistrada a los animales se ajust6 de forma gque no hubiera
diferencias en las calorfas ingeridas diariamente entre
los grupos. Asf, en la Gltima semana de tratamiento la can
tidad total de comida 1nger1da fué significativamente su-
perior en los controles (22. 3 -0.5g/rata/dfa) gque en los
otros dos grupos (18. 2 ~0.3 en las ratas a aceite de oliva
y 18. 3t =0.3 en las de anilidas). A pesar de ello, la canti-
dad de kilocalorfas totales ingeridas/rata/dfa fué igual
en los tres grupos (72.7t1.8 en controles, 74.9:1.2 en las
ratas a aceite de oliva y 75.4%1.2 en las de anilidas).
Puede calcularse, a su vez, que con la cantidad de comida
ingerida por los animales de anilidas, y teniendo en cuen-
ta la composici6n porcentuél de estas (ver Materiales Yy
Métodos), la oleil-anilida ingerida por estas ratas fué
de 24.7 mg/Kg de peso corporal/dfa. En la Tabla 1 se resu-
men los valores medios de pesos corporales'de los tres gru
Pos, en las distintas semanas del experimento. Puede obser
varse que en ningin momento aparecieron diferencias signi-
ficativas entre los grupos. De igual forma, como se ve en
la Tabla 2, no aparecieron diferencias en los pesos de los
distintos 6rganos de los animales de los tres grupos, al

final del experimento. Estos datos nos ponen de manifies-
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ey 2z 8 I8 g to dos aspectos que nos parecen de interés. Por un lado,

: : 2 E E E E - - nos demuestran gue las dietas han sido ingeridas por los

g g é ; ; % i o animales en cantidades realmente isocalfricas para los

% ® 2 8 uw : : 2 tres grupos, ya que de forma contraria el aumento de peso

E E e E E' §§ g E ; corporal y los pesos de 6rganos y tejidos sensibles a la

3 § E * 53 2 [ ingesta, tales ccmo hfgado y tejido adiposo (10), habrfan

§ E E E l% % g sufrido variaciones de unos grupos a otros. Por otro lado,

1 = g E 8 - E los resultados obtenidos nos permiten concluir que las ele

: =3 % ” 8 vadas cantidades de anilidas suministradas a las ratas no

% : g § § 5 o E ies han producido una reaccién t6xica apreciable. Con el

: ;'* E E E - b prop6sito de conocer si esta falta de respuesta a las ani-

i : : 3 'Z E’ E lidas se presentaba también en pardmetros mas sensibles,en

E E ; T E todos los animales se determinaron, al término del trata-

8 2 . g5 s g miento, las concentraciones circulantes de diversos meta-

% E E 'z 'E 'E " E bolitos, y la de glucégeno en hfgado. Los datos obtenidos

E g e - o e 2 se resumen en la Tabla 3, donde se observa una disminuci6n

E : -§ |§ .§ ~ 2 E gignificativa en la concentracién de gluc6geno hepético y

g § - E E un ligero aumento en los niveles plasmiticos de triglicé-

-~ B 25w & o ridos y sanguineos de beta-hidroxibutirato entre los anima

Z % 'E 'Z 'z - E § les que recibieron aceite de oliva (con o sin la adicibn

3 & - e e - 8 de anilidas), en relacifén con los controles. Estas diferen

Ty -% -§ .; - 2 cias son l6gicas, debido al mayor contenido de carbohidra~
E o = tos en la dieta de los controles. No aparecieron diferen-
: ® ° = g cias significativas en estos parimetros entre el grupo de
f 'Z 'z 'E . g aceite de oliva s6lo y el que era suplementado con anili~
§ NN % das (Tabla 3). Tampoco &e observaron diferencias entre los
% .§ .g .; o Q tres grupos estudiados en los niveles de glucosa y glice~
§ s § rol en sangre ni en los de colesterol 6 de colesterol aso-
; § § g . 5 ciado a HDL en plasma. Nosotros hemos observado previamen-
E ' 15 'S § te que todos estos pardmetros son enormemente sensibles a
E NN z variaciones en la situacién metabflica de la rata: perio-
& 2 .§ -; t 5 dos cortos (3 h) de ayuno (15), la gestaci6én (11,14), cam
a © T s g bios en la situacifn endocrina (12,15), etc. As{ pues, la
§ NoONN 2 falta de diferencias entre los grupos estudiados nos per-
N - < Y . 3 .
2 'E 'E 'E " g ‘mite concluir que esos 24.7 mg de oleil~anilida/Kg de pe-

=] 7]
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. P15 ismo (16,18). Con este pla LA e S
cién de las anilidas del organ ' imental en la g, 8BNS Z:
; { ie experime e
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que se administr6é a las ratas una dieta pobre de &cido as : § 5 ; :
: i i os grupos se les su 6 B e 8
cbrbico y vitamina E, y a la mitad de los grup de o g H ° e . E z
plement6 con los requerimientos mfnimos para la rata de es 88 S L& B g3
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Como se observa en la Tabla 4, los pesos corporales
de los distintos grupos al inicio del experimento era si-
milar, y al final del mismo (a los 35 dfas) tampoco se
apreciaron diferencias entre los animales tratados con
"anilidas" (A) 6 con aceite t6xico (T) frente a sus res-
pectivos controles, tratados con aceite puro de olive (o),
tanto con dieta deficiente en vitamina E y &cido ascOrbi-
bico, como con dieta suplementada con vitamina E. Ei peso
del hfgado fué ligeramente.superior en los animales trata-
dos con el aceite t6xico que en los de aceite de oliva,
aunque la diferencia fué estadfsticamente significativa

s6lo para los animales que no recibieron suplemento de vi

tamina E en la dieta (T versus O) (tabla 4). El peso de

las c&psulas suprarrenales fué inferior en los animales a
aceite de oliva , con dieta suplementada con vitamina E
(OE) que en los deficiente en ella (0) (p/0.05), y la pre=
sencia de anilidas (AE) o de aceite t6xico (TE) impidié
gue el suplemento con dicha vitamina hiciera disminuir el
peso de estas glé&ndulas (Tabla 4). De esta forma, dicho
parimetro era significativamente superior en AE (p/0.05)
y en TE (p/0.01) gue en OE. También aparecieron algunas
diferencias entre los grupos en la concentracién de compo
nentes plasmiticos (Tabla 5). Asf, se observ6 una disminu
‘cifn en la concentracibén de IgG y alfa-globulina plasmati-
jcas en las ratas controles (a aceite de oliva) cuando su
dieta era suplementada con vitamina E (OE frente a O0). Es~-
‘te efecto de la vitamina E no se observ6 en los valores
‘de alfa-globulina de los animales tratados con anilidas
(A} ni en los de IgG 6 de alfa-globulina, en los animales
“tratados con aceite t6xico (T). En estos Gltimos se apre-
ci6 una disminucibén significativa en la concentracién de
proteinas totales en plasma (T y TE), con relacién a los
valores observados en sus respectivos controles (0O y OE)

(Tabla 5). Aungue no wvudieron cuantificarse por separa-

do las beta y gamma-globuliras, la suma de ambas aparecib

.
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disminuida en las ratas de "anilidas" (A) y de aceite t&-
xico (T) con relacibn a sus controles (0), cuando la die-
ta era deficiente en vitamina E, mientras que esta dife-
rencia entre los grupos desapareci6 cuando la dieta fué
suplementada con dicha vitamina.

Este conjunto de datos nos ponen de manifi~ssto, en
los animales cuya dieta no fué suplementada con vitamina
E,un ligero cuadro de deficiencia vitamfnica, que junto
con la falta de Acido ascbrbico en la dieta, ha permiti-
do una ligera respuesta a la ingestifn de anilidas, tan-
to administradas en forma pura como asociadas al aceite
supuestamente t6xico. De todas las maneras, los cambios
observados no pueden interpretarse como una accién t&xi-
ca de estos compuestos, ya que no se habfan observado va-
riaciones en el peso corporal de los animales (Tabla 4)
ni en ningfin otro parémetro representativo de una respues
ta t6xica. En estos animales cuantificamos también paréme
tros hematol6gicos, tales como hemoglobina, hematocrito,
hematfes, leucocitos, linfocitos, neutr6fitos, monocitos,
bas6filos y eosinb6filos. En ninguno de estos parémetros
aparecieron diferencias significativas entre los distin-
tos grupos (los datos no se presentan). En tejidos proce~
dentes de estos mismos animales se realizé un estudio his
topatol6gico, determini&ndose especificamente los siguien-
tes parametros: nuclearidad celular; estado de la cromati
na y picnosis nuclear; reservas paraplasmiticas (inclusio
nes lipfdicas y presencia de glucbgeno); depSsitos de li=-
pofucsina en cé&lulas nerviosas; lisis celular; fibrosis
portal e inflamatoria; dep6sitos de hierro en hfgado, pul
mén y bazo; eritroblastosis en hfigado y bazo; presencia
de granulomas; desarrollo de la cédpsula fibrosa conjunti-
va en suprarrenal, pulmén e higado, y desarrollo de las

trab&culas musculares del bazo. Este estudioc no ha revela

do diferencias notorias entre los distintos grupos, a ex-
cepcifn de algunas anomalfas en hfgado, pulmén, bazo y cép
sulas suparrenales en los animales tratados con "anilidas”
(A y AE), con un aumento del calibre de los sinusoides he-
paticos, incremento de elementos macrofégicos y disminucién
de espacios alveolares en el pulmén, disminucién del dia-
metro de los n6dulos linf&ticos en el bazo e hiperdesarro-
11o de la cépsula conjuntiva de las suprarrenales. No se
apreciaron diferencias morfolSgicas en misculo esquelético

o cerebro, entre ninguno de los grupos.

Puesto que se habfia propuesto la conveniencia de rea
lizar estudios de tratamientos con anilidas en distintas
especies (8) antes de sacar conclusiones definitivas, Yy
en base a la escasa respuesta que habfamos obtenido en las
ratas, decidimos llevar a cabo un tratamiento crénico en
ratones. En este nuevo experimento distribuimos a los ani-
males en los mismos grupos que eéen la serie anterior de ra-
tas, siendo también sometidos a una dieta deficiente de
Scido asc6brbico y vitamina E, suplementando a la mitad de
los grupos con vitamina E. Las proporciones de anilidas y
de aceites en la dieta fueron también como en el experimen
to descrito arriba para ratas. El tratamiento a los rato -
nes se prolongbé durante 60 dfas. Puesto que la cantidad de
comida ingerida por los ratones en relaciébn a su peso cor-
poral fu& muy superior a la de las ratas (la media ingeri-
da por los ratones fué de 370g de comida/Kg de peso/dia,
mientras que por las ratas era de 47 g/Kg), la cantidad de
oleil-anilida fué también muy superior en los primeros
(102.5 mg de oleil-anilida/Kg/dfa en los grupos de "anili-
das", y 36.6 mg/Kg/dfa en los de "aceite t6xico"). A pesar
de esta elevada cantidad de oleil~anilida en la dieta, no

se observaron diferencias entre los grupos de ratones tra-

tados y sus controles en cuanto a 1a ingesta diaria de los
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animales ni en cuanto al incremento del peso corporal du-
rante los 60 dfas de tratamiento (no se presentan los da-
tos). Esta falta de respuesta nos llev6 a plantearnos la
posibilidad de que una deplecifn de glutation hep&tico de
los animales antes del sacrificio podrfa icrementar las
posibles diferencias entre los grupos, como habfa sido
observado por otros autores en experimentos mas cortos
(19). De hecho, se conoce que la reserva de glutation en
el hfigado participa en los procesos de desintoxicaci6n
(20,21). Puesto que es conocido que el dietil+~maleato ace=-
lera el recambio de glutation hep&tico (21,22) y su efecto
de deplecibn es relativémente corto (22), tratamos a todos
los ratones con 0.01 ml de dietil~maleato/30 g de peso cor
poral durante los Gltimos cuatro dfas del experimento, sa~
crificindolos a las 14-15 horas de la Gltima inyeccién.
Durante los dfas de tratamiento con dietil~maleato se ob=~
servé una ligera disminuci6én del peso corporal de los ani
males de todos los grupos, y murieron cuatro ratones de
los 60 que componfan la experiencia (10/grupo): uno del
grupo de anilida con dieta suplementada con vitamina E
(AE), otro del grupo de aceite t6xico (T) y dos del de
aceite t6xico con suplemento de vitamina E (TE). Cuando

se sacrificaron los distintos grupos se observé gue el
peso del higado y del bazo (Tabla 6) era inferior en los -
ratones tratados con aceite de oliva (gontroles) gue no
tenfan suplemento de vitamina E (0) gue los que lo habfan
tenido (OE). Este efecto de la vitamina E no se observd

en los ratones que recibieron anilidas o aceite t6xico,
haciéndose las diferencias con los controles estadistica~
mente significativas para el peso del higado en el grupo

A frente al 0, y para el peso del bazo en los grupos AE

y TE frente al OE (Tabla 6). En estos animales se deter~
minaron también par&metros hem&ticos (hemoglobina, hema-
tfes, hematocrito y leucocitos), sin que se observaran

diferencias significativas entre los grupos (no se pre-
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sentan los datos). En la actualidad estamos cuantificando

otros parimetros metab6licos, asf como realizando el estu

dioc histopatolbgico de estos animales.

A falta de los datos indicadecs, de esta Gltima se-

rie experimental realizada con ratones, podemos extraer ya

L . aiden
algunas conclusiones preliminares, las cuales coincide

i : ife~
con las indicadas anteriormente para las ratas: las d

rencias en los pesos de 6rganos encontradas en los rato

nes ponen de manifiesto el haber logrado una ligera defi-

le =~
ciencia en vitamina E en los grupos gue no fueron sup

. : ne
mentados con ella. La ingestién crbnica con elevadas ca

tidades de oleil-anilida en la dieta o del aceite su?ués-
o han producido una reaccibn de toxicl -

tamente t6xico, n .
dad manifiesta en los ratones, independientemente de s

disponibilidad vitamfnica, y los pequehos cambios ob?er—
vados pueden ser simplemente el resultado de una activa-
ci6n de los procesos de eliminaci6n de dichos componentes
extranos (pero no t6xicos) de ia dieta.
TABLA 6 PESOS DE HIGADO Y BAZO EN RATONES ALIMENTADOS DU-
RANTE 60 DIAS CON DIETA DEFICIENTE EN ACIDO ASCORBICO Y
VITAMINA E, SUPLEMENTADA O NO CON ESTA VITAMINA(E) Y CON
ANILIDAS (A) O ACEITE SUPUESTAMENTE TOXICO(T) .

g de peso fresco

, AE T TE
Grupo experimental: §] . OE + 22+ L 26 1 27t 1 22t
- .55__ - - - - » -
peso del higado t-t; é.lgf 0.08*% 0.08 0.11 o.11+
. +
+ + of 0.21% o0.18- 0.21-
Peso del bazo 0-2:7 0'31**2:%3 0.04 0.02 0.02

0.01 0.02

rupos fueron tratados con 0.01
los 4 Gltimos dfas. Los ditos
corresponden a medias~E.S. de 5—8*animales/grzgo;e;pegti
"con" versus "sin” vitamina E, ¥ "= P v<(a)x£;su1u\‘= 55001
vo grupo control (O 6 OE): ¢t 6 *= p /0.05.% /

Los ratones de todos los g
ml de dietil—maleato/}Og,
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo hemos intentado determinar si
la ingestién crénica de altas cantidades de oleil~anilida
o de aceite supuestamente téxico en ratas y ratones desen-
cadena una respuesta que llegara a simular el cuadro t6xi-
co descrito en humanos. El tratamiento con 24.7 mg de oleil
anilida/Kg durante 60 dfas a ratas alimentadas con dieta
normal 8 con 15.3 mg/Kg durante 35 dfas a ratas alimenta-
das con una dieta deficiente en &cido asc6rbico y vitami-
na E, no produjo una respuesta téxica. E1 aceite supuesta-

mente t6xico, administrado en cantidades gue aportaban 7.1

g de oleil-anilida/Kg, durante 35 dfas de tratamiento y
.con dieta deficiente en &cido ascSrbico y vitamina E, tam-
“po produjo una respuesta de toxicidad en la rata. El mismo

tipo de experimento se realizé en ratones, aungue el tra-
tamiento fué durante 60 dfas con 102.5 mg de oleil-anilida
por Kg 6 de aceite supuestamente t6xico, en cantidades que
éportaban 36.6 mg de oleil~anilida/Kg. A su vez, en estos
ratones, dado que los respectivos tratamientos no produje~
ron alteracién de los pesos corporales con relacifn a los

"controles, se intent6 estimular una posible respuesta me-

diante la administracién de dietil-maleato durante 4 dias
-antes del sacrificio, sin gque tampoco se pudiera detectar
un cuadro de toxicidad manifiesta, independientemente de

una deficiencia o no de vitamina E en la dieta.

Todos estos datos negativos, permiten concluir que la
ingesta erénica de oleil-anilida es précticamente inocua
para ratas y ratones. Esta conclusién concuerda con la ba-
ja toxicidad encontrada por otros autores en tratamientos
‘con otros acil~derivados de la acetanilida (6), con amidas
del Scido linoleico (7,23) 6 incluso con la propia oleil-

anilida (5), en otros animales experimentales. Todo ello
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corrobora la sugerencia de Gordon (24) de que las anilidas
de &cidos grasos de cadena larga carecen de toxicidad sufi

ciente como para justificar el cuadro t6xico que se ha de-
sarrollado en humanos.
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SUMMARY. Chronic treatment with anilides in an experimental
study of the ethiology of the Spanish toxic o0il syndraome.
J. Fragoso, M. Palacin, A. Zorzano, B. Bonet, M.A. Lasun =

cién, M. purfort, M. Diaz y E. Herrefa.

The present investigation was performed to determine whether
chfbnic ingestion of large amounts of oleil-anilide or
"supposed toxic oil" has toxic effects in rats and mice.
Anilides synthesized from rapeseed oil dissolved in olive
oil (0.2g/dl) were added to purine chow diet or to an as-
corbic Acid and vitamin E deficient diet in a final propor-
tion of 20%. Rats fed one of these diets "ad libitum” for
either 60 or 35 days were compared with control animals
given the same diets supplemented with olive o0il but without
anilide. Other rats were treated in parallel with "supposed
toxic oil" containing 600 p.p.m. of oleil-anilide, in the
proportion of 20% in ascorbic and vitamin E defficient diet.
In other groups of rats the vitamin deficient diet was
supplemented with vitamin E. Food intake was similar in all
groups tested and the amount of oleil~anilide ingested was
approximatly 15.3-24.7 mg/Kg body wt./day in the groups of
anilide treatment and 7.1 mg/Kg body wt./day in those recei
ving the "supposed toxic oil". In comparison with their res
pective controls test animals exhibited minor changes in - --
body weight change during the treatment, after which there
were slight variations in organ weights, liver glycogen con
centration, circulating metabolites {(glucose, triacylglyce-~
rides, beta-hydroxybutirate, cholesterol and HDL-choleste-
rol), plasma proteins (total proteins concentration, IgG,-
and alfa, beta and gamma globulins), blood hemathologic
parameters and histopathologic study. There was no index of
toxicity in the rats treated with anilides or with "suppo—

sed toxic o0il". These experiments were repeated for 60 days

in groups of mice. Those receiving anilide had a daily inta

ke of oleil-anilide of 102.5 mg/Kg body wt. /day and those
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given "supposed toxic r=° ingested 36.6 mg/Kg. All mice
were treated with dietsI-zzleate for._4 days prior to sa-
crifice (0.01 m1/30 g ==r wt./day), for the depletiop of
hepatic glutathione. B~ weight change was similar in alj
the groups of mice ang z.zhough four animals died during
treatment with diethyi-s="eate (1 from the group of 10
reéeiving anilide withor vitamin E supplement, 1 from the
group of 10 receiving ==lide plus vitamin E supplement ,
and 2 from the group o 1: receiving "supposed toxic oil"
and vitamin E supplemer= there were no differences in
liver and spleen weigh=s ¢r in hemathologic parameters.
These results indicate =a: anilides are not toxic for
rats and mice and suppcet the hypothesis of Gordon (24)
that these compounds az= ot sufficiently toxic to be
respensible for the Spa—st toxic oil syndrome.



