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Accibn Clastogénica in vivo de Fenacetina y Paracetamol
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RESUMEN. La actividad clastogénica de la Fenacetina, Paracetamol y p-Aminofenol
ha sido evaluada por el Ensayo de Micronicleos, resultando todos ellos mutagenos
positivos en por lo menos dos dosis consecutivas y alejadas de la DLso. Basindose en
el efecto maximo producido, se postula al p-Aminofenol como metabolito toxico co-

, ,
min a ambos firmacos.

SUMMARY. “Clastogenic Activity in vivo of Phenacetin and Paracetamol”. Clasto-
genic activity of Phenacetin, Acetaminophen and p-Aminophenol was evaluated by
the Micronucleus test. All of them resulted positive mutagens in at least two consecu-
tive doses, both far from LDsgq. Based on the maximum effect produced, p-Amino-
phenol is postulated as a common toxic metabolite for both drugs.

INTRODUCCION

La Fenacetina (I) y el Paracetamol
(II) son dos compuestos estrechamente
relacionados desde el punto de vista qui-
mico y farmacolégico asf como en mu-
chos de sus efectos toxicos.

La Fenacetina o 4-etoxiacetanilida
(I) ha sido usada en medicina por su
efecto analgésico y antipirético durante
largo tiempo! . En los Gltimos 30 afios se
ha demostrado que induce metahemoglo-
binemia en el hombre y en animales de
experimentacion, efecto atribuible a to-
dos los derivados de p-aminofenoles® ?,
en especial a sus 0-éteres. El abuso de
mezclas analgésicas conteniendo Fenace-
tina puede causar pieloncfritis cronica y
necrosis papilar, con propensién a tumo-

res de la pelvis renal y vejiga®™7. Gran-
des dosis de Fenacetina producen necro-
sis hepética como resultado de su bioto-
xificaciébn bajo el sistema Oxidasas de
Funcién Mixta® ® .

El Paracetamol, Acetaminofeno o 4-
hidroxiacetanilida (II), es uno de los me-
tabolitos de la Fenacetina, producto de
la 0-dealquilacion oxidativa que conserva
sus propiedades analgésicas y cuyo uso
popular como sustitutivo alternativo a la
Aspirina ha ido incrementindose en la
Gltima década. En dosis altas o por trata-
miento prolongado, tanto en el hombre
como en animales, produce nefro y hepa-
totoxicidad'®™®. Investigaciones recien-
tes identifican al Paracetamol como me-
tabolito, reactivo e intermediario, en el
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proceso de biotoxificacion de la Fenace-
tina; no es el altimo toxégeno, ya que a
su vez forma un metabolito que depleta
Glutation y se une parcial y covalente-
mente a proteinas microsomales hepi-
ticas!”. La activacién tdxica de estos
compuestos en el desarrollo del dafio he-
patico y renal, a través de un radical li-
bre® '8 semiquinona (III) o via un inter-
mediario electrofilico (IV), puede ser co-
man a otras acciones a largo plazo que
impliquen la unién con Liumacromolécu-
las de informacién tales como 4cidos ri-
bonucleico y desoxirribonucleico, resul-
tando alteraciones hereditarias en el fe-
notipo celular tales como mutacién y/o
diferenciacién aberrante!® .

El presente trabajo tuvo por objetivo
evaluar el potencial mutagénico de am-
bos firmacos, utilizando como método
in vivo, el Ensavo de Microniicleos?® en
un amplio intervalo de dosis. En exten-
sibn a los resultados obtenidos, se inlcu-
y6 la evaluacion del p-Aminofenol'® (V).
Antecedentes sobre estudios de mutace-
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nicidad de los compuestos en estudio se
hallan recopilados en la Tabla 1.

MATERIALES Y METODOS

Los compuestos a ensayar, Fenaceti:
na, Paracetamol y p-Aminofenol de pure-
za comercial, fueron recristalizados en
EtOH/H,0 y controlados por TLC. Las
soluciones respectivas fueron preparadas
inmediatamente antes de su aplicacion,
en medio acuoso conteniendo un 20% de
propilenglicol.

10 ratones Swiss de ambos sexos, de
8-12 semanas, fueron utilizados para ca-
da dosis (Tabla 2), sacrificindolos 30 hs
después de la aplicacién intraperitoneal
de la droga en estudio. Como dosis mis
altas se eligieron aquéllas que no provo-
caran la muerte de ninguno de los anima-
les tratados durante el transcurso de la
experiencia. Para cada partida de anima-
les fueron utilizados como controles 10
ratones (5 machos y 5 hembras), sacrifi-
cindolos 30 horas después de la aplica-
cién del vehiculo. De cada ratén, tratado
o control, se quitaron ambos fémures y
se prepararon extendidos de la médula
bsea de acuerdo al método de Schmid?®.
La presencia de micronicleos fue anali-
zada en 1.000 eritrocitos policrométicos,
por animal, sobre portaobjetos codifica-
dos y el nimero de eritrocitos policro-
maticos micronucleados (EPCMN) fue
normalizado?® con la funcién 6 = arc
sen JVP. Se compard cada dosis normali-
zada con su respectivo control y se deter-
mino la significacién estadistica de las di-
ferencias mediante el test de Student,
calculando el nivel justo de significacién
estadfstica p(€)con un 95% de confianza.
La relacién entre eritrocitos policromati-
cos (EPC) a eritrocitos normocromaticos
(EN) fue obtenida por observacion de
500 eritrocitos sobre los mismos exten-

didos.
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Tabla 1. Antecedentes sobre estudios de mutagenicidad de Fenacetina, Paracetamol y p-Aminoferol

Ensayo de Ames:

Agente Dosis maxima Cepas . Resultados Fech
(N°C.A) (mg / plato (TA) Especie s/S-9 ¢/S-9 echa
Fenacetina 1 98, 100 S.typhi  (—) (=) (1978)%!
(62-44-2) 5 98 S.typhi  (-) (=) (1979)*?
2,5 E. coli (-) (=) (1979)%2
Paracetamol 0,5 1538 S.typhi (=) (-) (1977)%*
(103-90-2) 5,3 98 S. typhi (=) (—) (1979)%2
7,7 E. coli (—) () (1979)%*
p-Aminofenol 500 98; 100; 1535/7 S.typhi () (—) (1975)**
(123-30-8) 50 1538 S. typhi (=) (—) (1977)%7
700 98; 100 S.typhi (=) (—) (1979)%*
Ensayo de Micronucleos
Agente Dosis maxima o . Fech
(NS C.A) (mg/kg) N© de dosis Resultados echa
Fenacetina 0,25 (i.p.) 1 (-) (1979)?
(62-44-2)
Paracetamol 0,25 (i.p) 1 (=) (1979)%*
(103-90-2)
p-Aminofenol 1600 (bebida) 1 (=) (1977)¢
(123-30-8)
Tabla 2. Frecuencia de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMN)
2 2
Compuesto (EPCMN %o * E.S )! DOSIS” (EPCMN, % + E.S.) p(e)? EPC/EN?®
(mg/kg)
Fenacetina 2,60 % 0,36 100 2,50 £ 0,33 >5 x10% ( 0,21) 1,1:1
(62-44-2) 2,60 £ 0,36 50 3,50 0,17 <1 x107%( 2,46) 1,1:1
2,60 % 0,36 1,6 3,30 £ 0,40 <5 x10 ( 2,03) 1,1:1
Paracetamol 5002 - - —
(103-90-2) 3,10 £ 0,46 200 3,13%0,46 >5 x107% ( 0,28) 1,2:1
3,10 £ 0,46 150 6,13 £ 0,62 <5 x10*%( 8,82) 1,1:1
2,60 % 0,36 100 6,10 + 1,65 <2,5x107° ( 3,34) 0,9:1
2,60 £ 0,36 50 3,00+ 0,53 >5 x1072( 0,77) 1,1:1
p-Aminofenol 2,60 * 0,36 225 7,70 0,57 <5 x10% ( 6,83) 0,8:1
(123-30-8) 2,60 t 0,36 112 26,40 £ 2,71 <5 x10™(15,30) 0,9:1

U Frecuencia de EPCM, por mil, en animales controles ¥ error estindar
2 Se utilizaron 10 ratones por dosis (5M, 5H)
Frecuencia de EPCM, por mil, en animales tratados, ¥ error estdndar
Nivel justo de significacién estadistica, considerandose respuesta mutdgena positiva cuando p <0,05
? Relacidn eritrocitos policromatices a normales
a Muere el 60% de los animales tratados
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RESULTADOS

No aparecen diferencias significativas
entre machos y hembras en el recuento
de microndcleos provenientes de ratones
tratados, por lo cual los datos son anali-
zados en conjunto (n = 10). Los resulta-
dos se describen en la Tabla 2.

La Fenacetina a 1,6 y 50 mg/kg y el
Paracetamol, a 100 y 150 mg/kg, produ-
cen en los animales tratados un significa-
tivo incremento de microniicleos en rela-
ci6én a los controles (p < 0,05) mientras
que las dosis més altas ensayadas, presen-
tan una frecuencia de microntcleos mu-
cho miés baja y no significativa respecto a
los controles (p > 0,05). El p-Aminofe-
nol, en las 2 dosis ensayadas, presenta
una frecuencia de microntcleos significa-
tiva en relacién a los controles, resultan-
do a la dosis de 112 mg/kg un potente
mutigeno. La relacién entre eritrocitos
policrométicos y normocrométicos no se
modifica, indicando que estos compues-
tos no producen inhibicién en el desarro-
llo de la progenie roja, en las dosis utili-
zadas.

DISCUSION

Los 3 compuestos ensayados produ-
cen en por lo menos 2 dosis consecuti-
vas un significativo incremento de micro-
nlcleos, considerdndosé de acuerdo al
protocolo actualizado del ensayo?® co-
mo mutagenos positivos. Comparando
las dosis estadisticamente significativas,
la frecuencia de micronticleos en valo-
res absolutos o como diferencia entre
tratados y controles (A = EPCMN, —
EPCMN, ), es mucho mayor para el p-
Aminotenol, sigui¢ndole el Paracetamol
y por Gltimo la Fenacetina. Esto abre la
posibilidad que el p-Aminofenol sea un
metabolito toxico com@n a ambos fir-
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macos, lo cual esti en concordancia con
la demostracién reciente relacionada ala
desacetilacién enzimitica que sufre el
Paracetamol en su metabolismo!8,

Por otro lado, el hecho que la Fena-
cetina actie a dosis mds bajas pero con
menor efecto maximo, podria estar rela-
cionado a su mayor lipofilicidad, por la
cual, tiene mayor capacidad farmacoci-
nética para llegar al sistema metabolizan-
te pero estructuralmente, menor afinidad
para ser atacada.

Un andlisis de los resultados obteni-
dos por otros investigadores (Tabla 1)
muestra que las dosis utilizadas en el En-
sayo de Microntcleos fueron insuficien-
tes?®, mientras que la mayor parte de los
ensayos realizados con bacterias —Ames—
tuvieron un protocolo adecuado®®. La
carcinogenicidad de la Fenacetina y el
p-Aminofenol ha sido ampliamente de-
mostrada por estudios epidemiolégicos
y ensayos a largo plazo en animales. Am-
bos son derivados sencillos de la anilina y
como grupo no responden al Ensayo de
Ames.

Trabajos realizados en nuestro labo-
ratorio cuyos resultados estin en vias de
publicacién, muestran que la anilina y
muchos de sus derivados monosustitu{-
dos son Microntcleos (+) y Ames (—).
Esta discrepancia sugiere como posibili-
dades un mecanismo de accidén que no es
detectado en bacterias, o bien, una acti-
vacién metabdlica tdxica extramicroso-
mal.
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