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RESUMEN: Se compararon los efectos del Di (2-Etil Hexil) Ftalato (DEHF) sobre el perfil lipidico de ratas Wistar alimentadas con baja
dosis (0.5% DEHF) durante un periodo prolongado de tiempo (90 dias) (Grupo: DEHF 0.5%-90d) con los observados a alta dosis (2%
DEHF) durante un periodo corto (21 dias) (Grupo: DEHF 2%-21d). Animales alimentados con DEHF 2%-21d mostraron una reduccion
en ganancia de peso, no siendo la misma cbservada a dosis inferiores (DEHF 0.5%-90d). El incremento en el peso de los higados fue
semejante en los grupos DEHF 0.5%-90d y DEHF 2%-21d, sin embargo, el aumento relativo de dicho peso fue mas pronunciado afa
dosis alta. En ambos grupos DEHF se observé hipolipemia, alcanzando descensos significativos en los niveles plasmaticos de
triglicéridos (35-50%) y colesterol (30%), y observandose sélo una tendencia al decrecimiento en las concentraciones plasméticas
de fosiolipidas (15%). Estos resultados sugieren que a pesar de no presentar retardo en el crecimiento, los animales que recibieron
la dosis de 0.5% DEHF durante 90 dias, manifiestan un grado semejante de hepalomegalia e hipolipemia al de las ratas alimentadas
con altas dosis (2%) durante un tiempo corto, lo que promueve la continuacion de estudios cuyos niveles se aproximen a los de
exposicién humana durante toda la vida.

SUMMARY: The effects of Di (2-Ethyl Hexyl) Phthalate (DEHP) on lipid profiles of rats fed low deses (0.5%) for a long time (S0 days)
were assessed and compared with those oblained for rats fed high doses (2%) for a short time (21 days). The latter showed a significant
decrease in body weight gain, whereas the former did not show any alteration, Increases in liver weight were similar in both DEHP
groups, yet increases of relative liver weight were more pronounced at the highest doses. Hypolipidernia was observed in both DEHP
groups but, whereas significant decreases In plasma triglyceride (35-50%) and cholesterol (30%) levels were noted, plasma
phospholipid concentrations showed only a tendency to decrease (15%). These results suggest that, although no reduction in body
weight gain was shown, those animals fed low doses of DEHP (0.5%) for a long time (90 days) showed degrees of hepatomegaly and
hypolipidemia similar to those shown by rats fed high doses (2%) for a short ime (21 days), this fact promoting further studies
modelled on lifespan human exposure.

Introduccion

El derivado de la familia de los ésteres del
acido ftélico, Di (2-Efil Hexil) Ftalato (DEHF), es
comunmente adicionado como plastificante a los
polimeros del tipo PVC con la finalidad de conferir
al producto final mayor ductilidad y flexibilidad.

Numerosos estudios (1-5) han focalizado la
atencion sobre las repercusiones téxicas del DEHF
debidas a su capacidad contaminante. La aprecia-
ble migracion de este agente de polimerizacion,
fundamentalmente por lixiviacion desde el envase
plastico hacia su entorno (6-8), determina para el
mismo una distribucién ubicua y por ende, una
considerable exposicion potencial para el ser huma-
no (9-11).

* Los resultados del presente trabajo han sido presentados al "X
Seminario Latinoamericano y del Caribe de Ciencia y Tecnclogia de
los Alimentos. Simposio Internacional de Aditivos e Ingredientes
Alimentarios”. Organizado por la Asociacidn Argentina de Tecnologos
Alimentarios. Buenos Aires, Setiembre 1997,

En animales de experimentacion alimentados
con diferentes ésteres del dcido ftalico a altas dosis,
se han descripto un extenso ndmero de acciones
toxicas (12,13), sin embargo, el DEHF y sus meta-
bolitos tienen el mayor efecto deletéreo. Pero estos
hallazgos no alcanzaron suficiente relevancia sobre
los posibles riesgos para la salud humana, hasta
que se demostré que el DEHF es carcinogénico en
ratas y ratones (14,15). Entre otras modificaciones
bioquimicas producidas por este contaminante, se
han informado alteraciones en el metabolismo fipi-
dico, caracterizadas por una marcada hipolipemia
(16-18) asociada a una proliferacién de los peroxi-
somas hepaticos (19,20) y a alteraciones en las
actividades enzimaticas peroxisomales (21-23).

El descenso en los niveles de los lipidos plas-
maticos de animales alimentados con DEHF, mostr6
su maxima expresién sobre la concentracion de
triglicéridos (16,20) efecto que ha sido relacionado
originalmente con una induccion en la proliferacion
de los peroxisomas hepaticos. Recientemente he-
mos demostrado (24) que animales alimentados
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durante 21 dias con una dieta estandar, suplemen-
tada con 2% de DEHF, incrementan las actividades
lipoliticas de los tejidos extrahepaticos, lo que nos
permitié hipotetizar que el aumento en la remocién
plasmatica de las lipoproteinas ricas en triglicéridos
podria ser otro mecanismo involucrado en Ia hipo-
lipemia descripta.

La mayoria de las evaluaciones relacionadas
sobre los efectos deletéreos del DEHF en animales
de experimentacion (3,16,25,26) emplearon dietas
suplementadas con altas concentraciones (1-2%
p/p) y distintos periodos de tiempo, sin embargo,
los niveles de exposicion habitual del ser humano a
este compuesto son marcadamente inferiores. Si
bien, en los pacientes que requieren hemodialisis se
ha demostrado (7) un elevado grado de incorpora-
cion de DEHF (3.1 mg/Kg/dia) proveniente del equi-
pamiento empleado, cuantitativamente la mayor via
de incorporacién al organismo es a través de los
alimentos contenidos en envases plasticos.

En nuestro pals, a nuestro conocimiento, no
se dispone de datos referidos a la exposicion huma-
na diaria al DEHF, pero en paises desarrollados el
consumo diario ha sido estimado entre 2.1 - 5.8
mg/dia (27,28). Si bien estos niveles pueden ser
considerados significativamente inferiores a las do-
sis empleadas en los estudios realizados en anima-
les de experimentacion, no se puede desconocer el
riesgo potencial que para el ser humano implica la
incorporacion del DEHF durante toda la vida.

En vista de estas apreciaciones, el presente
estudio fue realizado con el objetivo de comparar los
efectos del DEHF sobre el perfil lipidico de animales
de experimentacion alimentados a baja dosis
(0.5%) y largo tiempo (S0 dias), con los de los
alimentados a alta dosis (2%) durante un tiempo
corto (21 dias).

Materiales y Métodos

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar,
que fueron aclimatadas desde su arribo en un am-
biente con ciclos luz-oscuridad de 12 horas (07.00-
19.00) y con temperatura controlada (23 + 2°C).
Los animales tuvieron libre acceso a una dieta
estandar de laboratorio (Nutrimentos S.A. - Bs.As.),
compuesta en peso por: 62% carbohidratos, 4%
grasas, 23% proteinas, 6% celulosa, 1% sales y
vitaminas, la misma proporciona aproximadamente
365 Cal/100 g dieta.

Cuando los animales alcanzaron un peso pro-
medio aproximado de 120 g, fueron divididos al azar
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en 4 grupos, dos de los cuales (DC-21d y DC-90d)
consumieron la dieta estandar de laboratorio duran-
te perfodos de 21 y 90 dias; a los otros dos grupos
(DEHF 2%-21d y DEHF 0.5%-90d) se les proporcio-
no durante 21 y 90 dias la misma dieta suplemen-
tada cada una con dosis experimentales de 2.0 y
0.5 g de Di (2-Etil Hexil) Ftalato (DEHF) por cada 100
g de comida, respectivamente. El peso de los ani-
males y la ingesta de comida fue registrado tres
veces por semana durante el periodo experimental,
determindndose la ingesta caldrica y la ganancia de
peso corporal.

Al finalizar los respectivos periodos experi-
mentales, los animales fueron anestesiados i.p. con
Tiopental sédico (60 mg/kg peso corporal) entre las
9.00 y 11.00 h. Se colectaron muestras de sangre
de la vena cava inferior, las que fueron centrifugadas
a 4°C y los sueros obtenidos, se procesaron inme-
diatamente o congelaron a -20° C hasta el momento
de su valoracion. Se congelaron porciones de dife-
rentes lobulos del higado y el corazén entero (libre
de grasa pericardica) que fueron posteriormente
trituradas y conservadas en nitrégeno liquido hasta
su procesamiento. Se registr6 el peso de los rifiones
libres de grasa periférica y del tejido adiposo epidi-
dimal.

Las determinaciones de las concentraciones
plasmaticas de triglicéridos (29), colesterol (30) y
fosfolipidos (31) se efectuaron por métodos espec-
trofotométricos empleando Trioleina, colesterol y
P0O4H2K como sustancias patrones. En homogenei-
zados de higado y de corazon (10% en solucion
fisiologica) se cuantificaron las concentraciones de
friglicéridos y de colesterol, empleando los mismos
métodos citados para el plasma. Mayores detalles
de las condiciones técnicas fueron descriptas en
publicaciones anteriores (32,33).

Reactivos: EI Di (2-Etil Hexil) Ftalato (37% puro
por HPLC) fue adquirido de Reidel der Haen (Frank-
furt = Alemania). Las sustancias utilizadas como
patrones fueron adquiridas en Sigma Chemical Co
(St Louis, MO - USA). Todos los demas reactivos
fueron de grado ACS.

Analisis Estadistico; Los resultados son expre-
sados como X + SEM. Se utilizé el Andlisis de
Variancia (ANOVA 2 x 2) (34) para comparar los
efectos del tratamiento dietario y dosis-tiempo.
Cuando el Andlisis de Variancia mostrd significancia
en al menos p<0.05, se utilizé posteriormente el
testde Scheffé (34) para comparar estadisticamen-
te los efectos individuales entre grupos, en cuyo
caso valores de p<0.05 fueron considerados sig-
nificativamente diferentes.
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Resultados y Discusién

Cuando el Di (2-Etil Hexil) Ftalato (DEHF) es
administrado oralmente a animales de experimenta-
cion, causa profundos cambios bioquimicos y mor-
folégicos que son influenciados por la dosis (18), el
tiempo (2,18), el contenido de grasa de la dieta (35),
la edad de los animales (19), etc.

En el presente estudio comparamos los efec-
tos del contaminante alimentario DEHF sobre el
perfil lipidico en animales de experimentacion admi-
nistrado a baja dosis (0.5%) por un periodo de
tiempo prolongado (90 dias), con aquellos ya cono-
cidos a dosis elevada (2%) por un tiempo corto (21
dias).
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La Figura 1 muestra la ganancia de peso en
funcién del tiempo de los distintos grupos de ani-
males que, durante 21 6 90 dias, se alimentaron con
|a dieta estandar sola (DC) 6 suplementada con 2.0
y 0.5 g de DEHF/ 100 g de comida, respectivamente.
En la dosis de 2% de DEHF, durante los primeros
dias los animales mostraron reduccién de laingesta
dietaria, resultando una pérdida inicial de peso.
Luego de una adaptacion de 3 dias, la ingesta
calérica de dicho grupo no mostré diferencia con la
de su respectivo control. Considerando la evolucion
de peso desde el dia 4 hasta el final de la experien-
cia, los animales que recibieron la dieta DEHF 2.0%
por 21 dias manifestaron una ganancia de peso
significativamente menor, que no se presentd cuan-
do la dosis fue de 0.5% por 90 dias.

Figura 1. Ganancia de peso en animales alimentados con 2.0% y 0.5% de DEHF.
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Los efectos a corto tiempo de la administra-
cién de DEHF a elevadas concentraciones, fueron
inicialmente investigados por Lake y col. (36) des-
cribiendo entre otros, una reduccion de la ganancia
de peso. Los resultados del presente estudio, con-
firman los descriptos previamente por nosotros (24)
y extienden los publicados por diferentes autores
(13,16). No obstante, la ganancia de peso de nues-
tros animales correspondientes al empleo de baja
dosis y largo tiempo, no fueron concordantes con
el descenso de peso informado en estudios efectua-
dos hasta 9 meses por Mitchell y col. (18).

Otra caracteristica de los efectos deletéreos
del DEHF a elevada dosis, es la presencia de hepa-
tomegalia acompanada con proliferacion de peroxi-
somas. Asi, Tomaszewskiy col, (37) mostraron que
la hepatomegalia era dependiente de la dosis hasta
2 g/Kg peso/dia, siendo equivalente a una dieta que
contiene 2 g DEHF/ 100 g de comida. En nuestras
experiencias, los animales alimentados con DEHF
2%-21d y DEHF 0.5%-90d, mostraron un significa-
tivo incremento en los pesos de los higados (n>4
en cada grupo, g; DEHF 2%-21d: 17.35 £ 0.79 vs.
10.56 + 0.34 en DC-21d, p<0.001; DEHF 0.5%-
90d: 18.46 + 0.50 vs. 11.95 + 0.67 en DC-90d,
p<0.001) y cuando dichos pesos fueron referidos
alos correspondientes pesos de los animales, mos-
traron diferencias estadisticas aiin mayores, man-
teniendo una relacion directa con la dosis y no con
el tiempo de exposicion (g/100g; DEHF 2%-21d:
8.77 +0.34 vs. 4.58 + 0.34 en DC-21d, p<0.001;
DEHF 0.5%-90d: 5.24 + 0.11 vs. 3.23 + 0.07 en
DC-90d, p<0.001).

Pudimos observar también que sélo los rifio-
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nes de los animales alimentados con 2% de DEHF
evidenciaron un significativo incremento en sus pe-
sos relativos (n>4 en cada grupo, g; DEHF 2%-21d:
1.02 £0.02 vs. 0.83 £ 0.05 en DC-21d, p<0.01).
Mientras que, para ambas dosis de DEHF, los pesos
de los corazones y epididimos no mostraron cam-
bios significativos respecto a sus controles dieta-
rios, independientemente de la forma de expresion
(n>4 en cada grupo, g de corazones; DEHF 2%-
21d: 0.87 £0.08 vs. 0.85 + 0.05 en DC-21d; DEHF
0.5%-90d: 1.15+0.08 vs. 1.14 +0.05 en DC-90d;
g de epididimos; DEHF 2%-21d: 0.78 + 0.04 vs.
0.68 + 0.11 en DC-21d; DEHF 0.5%-90d: 1.14 +
0.27 vs. 0.98 +0.08 en DC-90d).

La Tabla 1 muestra el efecto del DEHF a dosis
de 2% durante 21 dias y 0.5% durante 90 dias sobre
los niveles plasmaticos de triglicéridos, colesterol y
fosfolipidos en animales de experimentacion. Pode-
mos observar que con ambas dosis de DEHF en-
contramos un significativo descenso de la concen-
tracién de triglicéridos plasmaticos. El andlisis es-
tadistico de variancia (2 x 2 ANOVA) muestra un
marcado efecto de la dieta con un nivel de signifi-
cancia <0.0001. Las concentraciones plasmaticas
de colesterol disminuyeron en proporcidn semejan-
te (aproximadamente 30%) por la suplementacién
con DEHF a dosis de 2% - 21 dias y 0.5% - 90 dias.
Dichos descensos fueron exclusivamente depen-
dientes de la dieta (nivel de significancia: Dieta
<0.0001 y Dosis = 0.713). Los niveles de fosfoli-
pidos circulantes mostraron una tendencia analoga
a descender (15%) en los grupos DEHF 2%-21d y
DEHF 0.5%-90d respecto a sus controles dietarios,

Tabla 1. Niveles de lipidos plasméticos en animales alimentados con 2.0% y 0.5% DEHF.

DC-21d DEHF 2%-21d DC-90d DEHF 0.5%-90d
Triglicéridos 37.71 +2.912 24.37 +2.05° 50.67 +2.97°  25.00 +2.59°
(mg /100 ml) 7 (8) (6) (5)
Colesterol 64.75 + 2.09° 4514 +1.83° 63.00 £3.942 4464 +3.03°
(mg /100 mi) (6) (7 (7 (7)
Fosfolipidos 107.14 + 10.85° 90.92 +574*° 11055+14.31% 03.52 +5.16°
(mg /100 ml) (5) (6) (@) (5)

Los valores son expresados en media + SEM.

Los nimeros en paréntesis 1dican el namero de ratas empleadas en cada determinacién.
Letras diferentes en superindices indican significancia estadistica entre grupos evaluadas a través del test de Scheffé (p<0.05).
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Tabla 2. Niveles de lipidos tisulares en animales alimentados con 2.0 % y 0.5 % DEHF

DC 2%-21d DEHF 2%-21d  DC 0.5%-90d  DEHF 0.5%-90d
Higado
Triglicéridos 7.41+0.44° 6.66+060°  7.03+0.82°  7.14+0.44°
(umoles/g tej. hum.) @ 0 3) (5)
Colesterol 8.92 +0.66° 8.78 £0.24° 9.53+0.12° 9.92 +0.172
(umoles/g tej. hum.) (6) (6) 3) ()
Corazon
Triglicéridos 5.47 +0.15° 533+044%  529+0837%  5.46+0.18
(umoles/g tej. hiim.) 7) (6) 7) (5)
Colesterol 7.13+0.44° 767+035%  7.16+026°  7.11+048
(umoles/g tej. hum.) 0] (6) (7) (6)

Los valores son expresados en media + SEM.

Los nimeros en paréntesis indican el numero de ralas empleadas en cada determinacién.
Letras diferentes en superindices indican significancia estadistica entre grupos evaluadas a través del test de Scheffé (p<0.05).

no obstante, dicha reduccion no logré alcanzar
significancia estadistica. ’

Si bien Dostaly col. (19) encontraron un efecto
hipolipémico en animales adultos y no en ratas
lactantes, pareciera ser que la edad podria jugar un
rol importante en la respuesta lipidica del DEHF.
Nuestros resuitados demuestran claramente una
respuesta hipolipémica equivalente en los animales
alimentados con 0.5% de DEHF durante 90 dias con
los correspondientes conocidos alimentados con
2% de DEHF durante 21 dias.

Todas estas modificaciones de los niveles de
los componentes lipidicos del plasma se produjeron
con ambas dosis de DEHF, sin alterar los niveles de
triglicéridos y de colesterol en higado y en corazon
(Tabla 2). En este sentido, si bien no se conoce
informacion acerca del efecto del DEHF a dosis
bajas sobre la remoci6n y secrecién de triglicéridos,
recientemente demostramos (24) que en animales
alimentados con 2% de DEHF durante 21 dias, la
hipolipemia estuvo asociada a un contenido normal
de friglicéridos en higado, y que la misma fue con-
secuencia de una incrementada actividad de la en-
zima Lipoproteina Lipasa (responsable de la hidré-
lisis de los triglicéridos circulantes) y a una normal
capacidad de secrecion al plasma de las lipoprotei-
nas ricas en triglicéridos (VLDL).

Considerando que los animales alimentados
con DEHF 0.5% durante 90 dias presentan un perfil

lipidico semejante a aquellos alimentados con 2%
DEHF durante 21 dias, podemos inferir que una
incrementada remocion y una normal secrecion de
triglicéridos podria estar presente también en ésta
baja dosis del contaminante alimentario.

Si bien estos resultados no se correlacionan
con la inhibicion de la sintesis hepatica de lipidos
reportada por Bell y col. (38,39), las diferencias
podrian ser debidas a la edad de los animales
empleados en este estudio, dado que los mismos
autores, encontraron resultados disimiles cuando
los animales fueron expuestos al contaminante
DEHF desde la vida intrauterina (38), que cuando la
ingesta se inicia en ratas jovenes (39).

Conclusiones

Asi como los animales de experimentacion
alimentados con una dieta conteniendo 2g DEHF/
100g de comida durante 21 dias, experimentan una
marcada hipolipemia asociada con hepatomegalia,
los resultados del presente estudio empleando una
dosis menor (0.5g DEHF/ 100g comida) por un
tiempo mas prolongado (90 dias) muestran tam-
bién, un perfil lipidico modificado con hepatomega-
lia manifiesta. Lo que nos permite concluir que en
estos animales podria tambien estar presente los
mismos mecanismos descriptos por nosotros pre-
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viamente (incrementada remocion y normal secre-
cion de lipoproteinas ricas en triglicéridos) en dosis
elevada (2%).

Un mejor conocimiento a nivel experimental de
los efectos téxicos que ejerceria el DEHF, permitira
evaluar el riesgo potencial para la salud humana que
su incorporacion determina al ser vehiculizado por
los alimentos.
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