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ANILINA
DOCUMENTACION TOXICOLOGICA PARA EL

ESTABLECIMIENTO DEL LIMITE DE EXPOSICION
PROFESIONAL DE LA ANILINA

DLEP 132 2020

VLA-ED®: 2 ppm (7,74 mg/m?)
VLA-EC®: 5 ppm (19,35 mg/m?)

Notacion: Sen, via dérmica

Sinénimos: Bencenamina, Aminobenceno, Felinamina
N° CAS: 62-53-3

N° CE: 200-539-3

PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

La anilina recién destilada es un liquido oleoso, entre incoloro y ligeramente amarillo
y de olor caracteristico. Se oscurece con la luz y al aire. No se evapora facilmente a
temperatura ambiente. La anilina es levemente soluble en agua y se mezcla facilmente
con la mayoria de los disolventes organicos. Es una base débil.

Factor de conversién: 1 ppm = 3,87 mg/m?

(25°C, 101,3 kPa) 1 mg/m?3 = 0,258 ppm
Peso molecular: 93,1
Formula molecular: CHN

Férmula estructural:

NH

2
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Solubilidad en agua: 34 g/l a 20°C
Punto de fusion: -6°C

Punto de ebullicién: 184,1°C
Presién de vapor: 40 Pa a 20°C

Densidad:

Punto de inflamacion: 76°C

1,0217 g/cm3 a 20°C

Limite de explosividad: 1,2% — 11,0% (concentracion en aire)

Log P.w: 0,94

USO MAS FRECUENTES

La anilina es una amina aromatica que
se utiliza como materia prima en la in-
dustria quimica para la sintesis organica
de numerosos productos como tintes
y colorantes, isocianatos, productos fi-
tosanitarios (herbicidas y fungicidas),
farmacéuticos, explosivos o de quimi-
ca fina. Esta sustancia también se usa
en la industria de los polimeros para la
fabricacion de intermedios en la sinte-
sis de los poliuretanos, asi como en la
industria del caucho como antioxidante
y acelerador de vulcanizacion. Ademas,
la anilina se emplea como disolvente
en la elaboracién de perfumes, barnices
y resinas. En el ambiente laboral se halla
principalmente en estado vapor (NTP 584)

INFORMACION TOXICOLOGICA

El principal efecto que produce la ex-
posicién a anilina es la formacién de
metahemoglobina (Met-Hb) y los cuer-
pos de Heinz en los eritrocitos. La Met-
Hb es una forma inactiva, incapaz de
combinarse de modo reversible con el

oxigeno. Puede dar lugar a hipoxemia 'y
hemdlisis y por tanto anemia.

Como resultado de los efectos toxi-
cos sobre los eritrocitos tiene lugar el
dano en el sistema hematopoyético. El
bazo, en particular, puede danarse por
el aumento de la degradacién de los
eritrocitos danados y la consiguiente
sobrecarga de desechos celulares, he-
moglobina (Hb) y hierro redox activo.
Otro aspecto en los estudios en anima-
les es el aumento de la hematopoyesis
extramedular en el bazo.

Toxicocinética

Estudios en humanos

La anilina se absorbe muy bien por via
inhalatoria, oral y dérmica. Por via dér-
mica se absorbe tanto en fase vapor
como liquida. La absorcién dérmica au-
menta con el aumento de la temperatu-
ray la humedad de la piel. La alteracion
de la piel, por ejemplo eritema, facilita
la absorcién de la anilina por esta via
(Korinth G. et al., 2007).
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El metabolismo de la anilina y la ex-
crecién es cualitativamente similar en
humanos y animales. Se absorbe rapi-
damente, se distribuye en los tejidos,
se metaboliza y luego se excreta, prin-
cipalmente, en la orina. La vida media
en humanos es de 3,5 h (DFG, 1993).
Sin embargo, uno de los metabolitos, el
nitrosobenceno puede reaccionar con
los grupos sulfhidrilo del glutation y las
proteinas, por ejemplo albdmina y he-
moglobina, y estos conjugados pueden
permanecer mas tiempo en el organis-
mo (Lewalter y Korallus, 1985).

Cuantitativamente, solo una pequena
fraccion de la anilina absorbida se eli-
mina sin cambios en la orina y el aire
exhalado (ACGIH, 2001) y el metabo-
lismo es la principal via de eliminacion.
El metabolismo de la anilina es comple-
jo; se metaboliza inicialmente en el hi-
gado mediante tres rutas metabdlicas:
N-acetilacién, hidroxilacion de anillo
aromatico y N-hidroxilacion.

La principal ruta metabdlica y detoxifi-
cante es la N-acetilaciéon a N-acetilani-
lina, con posterior oxidacién a N-ace-
til-p-aminofenol, el cual se conjuga con
acido glucurénico o con acido sulfdri-
co. Alrededor del 50% de los europeos
muestra una baja actividad de la enzima
N-acetiltransferasa, los llamados “ace-
tiladores lentos”. Esto conduce a un
retraso de la N-acetilacion (ECB, 2004).

También se produce la hidroxilaciéon
del anillo aroméatico; en el hombre, el
metabolito mayoritario es p-aminofe-
nol, que es excretado por la orina con-
jugado con glucurénido o con sulfato.

En especies animales se ha observado
la hidroxilacién en las posiciones orto
y meta. Pequenas cantidades de anili-
na se hidroxilan a 2,4-aminofenol que
también se conjugan y se excretan en
la orina.

Ademas, las enzimas del higado pue-
den catalizar la N-hidroxilacion de la
anilina dando lugar a fenilhidroxilamina
que es transportada por los eritrocitos,
donde se oxida a nitrosobenceno con
la formaciéon de Met-Hb. El nitroso-
benceno puede reaccionar con grupos
sulfhidrilo de glutatiéon y proteinas, por
ejemplo: albdmina y hemoglobina. Es-
tos aductos son estables y detectables
mucho después de que haya cesado la
exposicion y que la anilina y otros meta-
bolitos hayan sido eliminados (Lewalter
y Korallus, 1985). Se ha observado un
aumento del nivel de aductos de he-
moglobina en los que son acetiladores
lentos. Por el contrario, los niveles de
Met-Hb y la excrecién de anilina no de-
penden de la mayor o menor actividad
de la N-acetiltransferasa.

La toxicidad de la anilina se explica
por la capacidad del nitrosobenceno
para formar aductos (uniones covalen-
tes) con las proteinas de los eritrocitos,
dafandolos gravemente. Asi, la fenilhi-
droxilamina y el nitrosobenceno juegan
un papel muy importante en el mecanis-
mo de accién toxica de la anilina. Por lo
tanto, la formacién de Met-Hb se con-
sidera como un indicador del potencial
toxico en la exposicidn a la anilina.

Kafferlein et al. (2014) realizaron un
estudio de exposicion controlada con
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voluntarios. En el ensayo piloto, 2 hom-
bres y 2 mujeres estuvieron expuestos
durante 8 horas a 2 ppm de anilina en
el ambiente. La exposicion se realizo a
intervalos de 4 x 2 horas, con descan-
sos de 15 minutos entre ellos para fa-
cilitar la toma de muestra de sangre.
Mientras estaban expuestos realizaron
ejercicio durante 4 periodos de 20 min
en un cicloergédmetro, lo que dio como
resultado un aumento de los niveles de
Met-Hb de hasta el 1,6%, con una me-
seta después de 6 horas. La excrecidon
maxima de anilina en la orina después
de la exposicién fue de 306 pg/I.

El siguiente estudio de Kéfferlein et al.
(2014) fue con 10 hombres y 9 mujeres,
no fumadores, que estuvieron expues-
tos a 2 ppm de anilina durante 6 horas.
Este periodo se dividié en 3 intervalos
de 2 horas, con descansos de 15 minu-
tos para tomar muestras de sangre. En
cada intervalo realizaron ejercicio en
un cicloergédmetro durante 20 min (la
tasa de ventilacion media fue de 30 I/
min durante el ejercicio). El nivel basal
de Met-Hb previo a la exposicion fue
de 0,72 + 0,19%. Después de la expo-
sicion el nivel maximo de Met-Hb en la
sangre fue de 1,21 + 0,29% (intervalo:
0,8-2,07%) y la excrecion de anilina en
la orina fue 168,0 + 51,8 pg/I (interva-
lo: 79,5 = 418,3 pg/l). Después de 24
horas, el nivel medio de Met-Hb volvié
al nivel basal (0,65 = 0,18%). No se ob-
servaron diferencias significativas entre
hombres y mujeres.

En el estudio de Kafferlein et al. (2014)
se muestra que una exposicion Unica

a anilina durante 6-8 horas produce
niveles de Met-Hb, que estan por de-
bajo del nivel del 2%. Los datos tam-
bién confirman que no habra arrastre
de Met-Hb elevada al siguiente dia de
trabajo con exposicion diaria repetitiva.

Estudios en animales

La anilina se absorbe bien por todas
las vias de administracién. La absorcion
oral asciende a mas del 90% en ratas y
al 56%, 72% y 80% en cerdos, ratones
y ovejas respectivamente (ECB, 2004).

La anilina se distribuye ampliamente,
las concentraciones mas altas se en-
cuentran en los glébulos rojos, plasma,
bazo, rindn, higado, vejiga y el tracto
gastrointestinal. Debido a su caracter
basico la anilina y la N-acetil anilina se

produce una circulacion enterohepética
(ECB, 2004).

La anilina puede atravesar la placenta.
Se ha observado una concentracion de
anilina ligeramente mayor en sangre
fetal que en sangre materna de ratas,
mientras que la vida media es de 1,5
h en el plasma sanguineo fetal y en el
materno (SCOEL, 2015).

Después de una Unica aplicacion dérmi-
ca de anilina a ratas y ratones, la ma-
yoria de la dosis se excreta como me-
tabolitos en 24 horas en la orina (HSE,
1997).

Aunque la N-hidroxilaciéon es una ruta
metabdlica menor, es el paso mas im-
portante en la bioactivacién de la anili-

na. Se forma nitrosobenceno y Met-Hb
(Met-Hb).
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En condiciones normales, la Met-Hb se
reduce de nuevo mediante la metahe-
moglobina reductasa, que es el Unico
sistema que mantiene la Hb en su es-
tado reducido portador de oxigeno (y
por lo tanto niveles de Met-Hb en o por
debajo del 1%) y es la enzima limitan-
te que controla la toxicocinética de la
reduccién de Met-Hb. Las investigacio-
nes comparativas han mostrado dife-
rencias especificas de especie con una
actividad cinco y diez veces mayor de
metahemoglobina reductasa en eritro-
citos de ratas y ratones que en eritroci-
tos humanos (ECB, 2004).

Por otro lado, la actividad de la me-
tahemoglobina reductasa en perros
Beagle es menor que en roedores y en
humanos. Dado que los perros Beagle
también carecen de N acetiltransfe-
rasa, son mucho mas susceptibles a la
metahemoglobinemia que incluso los

humanos de acetilacion lenta (Pauluhn,
2005).

Estudios in vitro

A partir del estudio comparativo de pe-
netracidn percutanea de varios productos
quimicos, incluida la anilina, (Korinth et
al., 2012), la estimacién del flujo para la
anilina fue de 752,2 = 213,5 pg/cm?h.
Este estudio, junto con otros, apoyan la

asignacion de una notacién “via dérmica”
(SCOEL, 2015).

Irritacién y corrosividad

Estudios en humanos

La anilina tiene un olor caracteristico y
penetrante, detectable a 1 ppm (ACGIH

2001). Aunque la anilina se ha usado en
gran variedad de aplicaciones industria-
les durante muchos anos, no hay datos
disponibles sobre los efectos irritantes
locales en los ojos, la piel o las mem-
branas mucosas. Ademas, no se descri-
bieron tales efectos en estudios clinicos
en humanos.

Estudios en animales

Piel

En las pruebas estandar de irritacion,
la aplicacion de anilina no diluida sélo
causé eritema leve en la piel de los co-
nejos. Sin embargo, en otra prueba,
tras una Unica aplicacién de 100-900
mg/kg de peso corporal en la piel de
ratas y conejos, se observo signos de
dermatitis a los 3-5 dias, que se resol-
vio después de 2-3 semanas. En una
prueba, cuyo objetivo era estudiar la
toxicidad dérmica aguda de la anilina,
los conejos desarrollaron hemorragias
subdérmicas y eritema severo después
de la exposicién dérmica a la anilina sin
diluir (SCOEL, 2015).

Ojos

Después de la instilacion de anilina no
diluida en ojos de conejos, se detec-
taron opacidad corneal grave, erite-
ma conjuntival severo y edema que no
fueron reversibles en 8 dias. En otras
pruebas, la anilina sin diluir produjo la-
grimeo, inflamacién de la conjuntiva y
dafo ala cérnea, pero los efectos desa-
parecieron en 24-48 horas. Se observa-
ron efectos comparables después de la

aplicaciéon de una solucién acuosa satu-
rada de anilina (ECB 2004).
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Sensibilizacion

Estudios en humanos

En pruebas de parche se han observa-
do reacciones positivas en encuestas de
control y en estudios con pacientes que
sufren dermatitis eccematosa. En estos
casos, las reacciones positivas a menu-
do se asocian con una alergia grupal a
otras aminas aromaticas, que estan sus-
tituidas en la posicidn para (reactividad
cruzada del compuesto del grupo para)
(ECB 2004).

Estudios en animales

El potencial de sensibilizacion de la piel
producido por la anilina se investigd en
un estudio en el que se utilizaron tres
protocolos diferentes con 10 cobayas
en cada tratamiento y 4 en cada grupo
de control. No se pudo detectar sensi-
bilizacidon de la piel en una prueba de
Draize modificada. Si se observé una
reaccion positiva en 1 de 10 animales
en la prueba Magnusson-Kligman. La
respuesta mas fuerte se observd en el
ensayo de inyeccidn Unica con adyuvan-
te (SIAT). Se produjeron reacciones po-
sitivas en 5 de las 10 cobayas (SCOEL,
2015).

Toxicidad aguda

Estudios en humanos

Hace varias décadas era frecuente la in-
toxicacion aguda por anilina en trabaja-
dores. Los efectos se atribuyen a la for-
macién de Met-Hb. Las victimas sufrian
de cianosis y sintomas mas graves cuan-
to mayor era la exposicién (ECB, 2004).

De acuerdo con observaciones ante-
riores, 400-600 mg/m? pueden tolerar-
se sin causar danos durante una hora,
mientras que varias horas de exposi-
cién a 100-250 mg/m? producen sinto-
mas leves. (ECB, 2004).

La ingesta oral de 60 ml de anilina pro-
dujo la muerte en cuatro dias. La pa-
tologia revelé6 cambios degenerativos
en el miocardio, higado y rindén, edema
pulmonar y edema y hemorragias en el
cerebro. Los casos graves aunque no
fatales mostraron una marcada metahe-
moglobinemia con cianosis profunda,
cefalea, colapso vascular, coma, shock y
convulsiones generalizadas (ECB 2004).

La relacién dosis-respuesta entre la in-
gesta oral de anilina y la formacion de
Met-Hb se estudié con 20 voluntarios
que recibieron una dosis de 5, 15 o0 25
mg/dia, durante tres dias consecutivos.
Algunos recibieron dosis mas altas en
dias posteriores. Todos los voluntarios
estaban sanos (SCOEL, 2015). El au-
mento medio maximo en la formacidn
de Met-Hb ocurria en menos de 4 ho-
ras. Después de la ingesta de 5 mg y
15 mg, el aumento de Met-Hb no fue
significativo (1,2% o 1,8%, respectiva-
mente). Se observaron aumentos signi-
ficativos a 25 mg (2,5% de Met-Hb). Las
dosis de 35, 45 y 55 mg condujeron a
aumentos de Met-Hb maximos de 3,7%
(n=15),7,1% (n=5)y 5,2% (n = 2), res-
pectivamente. Con la dosis mas alta de
65 mg se alcanzé un nivel de Met-Hb
del 16% en el Unico voluntario expues-
to a esta dosis. No se detectaron cuer-
pos de Heinz con ninguna dosis. Con
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respecto a la formacién de Met-Hb,
los seres humanos parecen mucho mas
sensibles que las ratas a las que tam-
bién se administré anilina por via oral
en el mismo estudio.

Estudios en animales

Via digestiva
En estudios realizados con ratas se ob-

tuvieron DL, de 442 a 930 mg/kg de
peso corporal (ECB, 2004).

La formacion de Met-Hb después de la
administracion oral de anilina (median-
te sonda) en ratas macho se compard
con la respuesta en humanos. La admi-
nistracion de 20, 40, 300 y 1.000 mg/kg
de peso corporal a ratas, aumento el
nivel de Met-Hb el 3,3%, 12,3%, 18,1%
y 48%, respectivamente (SCOEL, 2015).

Se compard la formacién de Met-Hb
después de la inhalacion y la adminis-
tracién oral en dos grupos de 4 pe-
rros Beagle (Pauluhn, 2002) Estuvie-
ron expuestos a 40 y 45 ppm durante
4 h (aproximadamente 14,6 mg/kg de
peso). Tras la exposicidn por via inhala-
toria, 3 de ellos no presentaron signos
y 4 una ligera cianosis transitoria. Si se
observaron diferencias marcadas en el
nivel de Met-Hb después de la expo-
sicion a las mismas dosis de anilina por
via oral y por via inhalatoria (15 mg/kg
de peso corporal). El nivel maximo de
Met-Hb alcanzado después de la expo-
sicion oral fue de 26,4% de media, pero
fue aproximadamente 5 veces menor
(4,7% Met-Hb de media) después de
la exposicién por inhalacion. La hiper-
ventilacion increment la absorcion por

inhalacién de anilina y el nivel de Met-
Hb a casi el mismo nivel que se observé
después de la exposicidon oral. Se ob-
servaron diferencias similares, aunque
menos pronunciadas, cuando se midié
la concentracion de aductos de albimi-
na en suero de anilina.

Los gatos, igual que los perros, parecen
mas sensibles que las ratas.

Inhalacidén

En ratas expuestas solo por via inhalatoria
se obtuvo una LC,, de 839 ppm/4 h. Sin
embargo, en ratas expuestas en todo
el cuerpo, la LC, fue considerablemen-
te menor, de 478 ppm/4 h, debido a la
absorcidon dérmica e inhalatoria (ECB,
2004).

En un estudio subagudo (Kim y Carlson,
1986), realizado con ratas, a las que se
expuso por via inhalatoria una Unica vez
a 100 ppm de anilina durante hasta 12
horas, los niveles de Met-Hb estima-
dos, aproximadamente, fueron del 10%
alas 3 horas, 18% a las 6 horasy 23% a
las 8-12 horas.

Se estudié en perros Beagle machos
la formacién de Met-Hb en funciéon del
tiempo y la concentracion (Pauluhn,
2005). Se expusieron a cuatro anima-
les por grupo, solo por via inhalatoria,
a concentraciones de 4 a 127 ppm du-
rante hasta 4 horas. Los niveles de Met-
Hb estaban en el nivel basal <0,8% a 4
ppm. Hubo un aumento significativo de
Met-Hb a 7,8 ppm y a concentraciones
mas altas después de, al menos, 1 hora
de exposicion. A 63 ppm, la formacidn
de Met-Hb alcanzé el 10% después de
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4 horas. A la misma concentracién, 63
ppm, en un perro que hiperventilaba
durante la exposicion, los niveles fue-
ron mucho mas altos, 40% Met-Hb, y en
perros expuestos no solo por via inhala-
toria sino también en todo el cuerpo a
vapor de anilina, los niveles de Met-Hb
fueron del 30%.

Toxicidad subaguda

La toxicidad de la anilina en ratas, in-
dependientemente de la via de admi-
nistracidn, se manifiesta principalmente
en los efectos sobre los glébulos rojos
y el sistema hematopoyético. Las ob-
servaciones caracteristicas son: ciano-
sis, con niveles mas altos de Met-Hb,
lesiones eritrocitarias, con formacion
de cuerpos de Heinz y anemia hemoliti-
ca. Los eritrocitos danados se eliminan
principalmente en el bazo. Después de
la administracion repetida se observa
acumulacion de hemosiderina en el
bazo y, a veces, también en higado y
rindn, congestion del bazo, coloracion
oscura y aumento del peso del bazo. La
esplenitis, la hiperplasia del bazo y la fi-
brosis son otros signos después de la
exposiciéon prolongada a anilina.

En un estudio subagudo realizado con
ratas Wistar macho (30/grupo) expues-
tas solo por via inhalatoria a 2,4; 8,4;
24,9 y 70,9 ppm durante 6 horas/dia,
5 dias/semana, 11 dias, seguido de un
periodo de observacién posterior a la
exposicion de 2 semanas, hasta el dia
28. Los sacrificios se realizaron en los
dias 0, 4, 11, 14 y 28. No se observo
mortalidad durante el estudio. Se ob-

servo cianosis a concentraciones >24,9
ppm y no progresé durante el periodo
de exposicidn. La formaciéon de Met-Hb
y la eritrocitotoxicidad asociada fueron
los principales signos de toxicidad. Los
cambios incluyeron anemia, cuerpos de
Heinz, disminucion de hemoglobina y
hematocrito, reticulocitosis y efectos
sobre el bazo (esplenomegalia, acumu-
lacién de hemosiderina, aumento de la
proliferacion de células hematopoyéti-
cas), que fueron significativos a 24,9 y
70,9 ppm. Se obtuvo un NOAEC con
respecto a la eritrocitotoxicidad y los
efectos asociados de 8 ppm. Sin em-
bargo, hubo un aumento marginal en la
hematopoyesis extramedular esplénica
a esta concentracién, que el autor juz-
gd como una respuesta homeostatica,
en lugar de un efecto adverso inequi-
voco. A 9,2 mg/m? (2,4 ppm) no se aso-
cié ningun efecto significativo (Pauluhn,
2004).

En otro estudio subagudo, ratas CD
macho fueron expuestas por via inha-
latoria a 0, 17, 45 y 87 ppm de vapor
de anilina, 6 horas/dia, 5 dias/semana,
durante 2 semanas (SCOEL, 2015). El
nivel de Met-Hb fue significativamente
elevado a >45 ppm, pero no a 17 ppm.
Este aumento fue acompanado por sin-
tomas clinicos, ya que los animales ex-
puestos a 87 ppm estaban ligeramen-
te ciandticos. La hematotoxicidad con
efectos concurrentes del bazo se ob-
servo a 245 ppm. Se obtuvo un LOAEC
de 17 ppm para alteraciones histopato-
|6gicas esplénicas minimas.

En otro estudio 15 ratas machos Spra-
gue-Dawley fueron expuestas solo por
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via inhalatoria a concentraciones de 0,
10, 30, 50 o 150 ppm de anilina, duran-
te 8 horas/dia, 5 dias o 12 horas/dia, 4
dias. Una semana después del inicio de
la exposicién, el hematocrito se redu-
jo en, aproximadamente, un 10% a >30
ppm. Los niveles de Met-Hb aumenta-
ron por encima de los niveles de control
al comienzo del segundo dia de exposi-
cién a 50y 150 ppm, con una tendencia
a acumularse. Se observé un ligero au-
mento de Met-Hb (5% de Met-Hb) pero
no se observé un efecto acumulativo a
30 ppm. EI NOAEC determinado fue 10
ppm. (Kim y Carlson,1986).

En un estudio subagudo, por via diges-
tiva, sobre el modo de accién de la to-
xicidad de la anilina, se administrd clor-
hidrato de anilina con la dieta a grupos
de 12 ratas F344 macho durante una y
cuatro semanas (Mellert et al., 2004).
Todos los animales se sacrificaron en el
dia 28/29. Los niveles de dosis fueron
0, 4, 12 y 41 mg/kg/dia de anilina. Se
detectaron aductos de hemoglobina
en todos los niveles de dosis después
de la 1° y 4® semana de alimentacion
con anilina. No se observaron cuerpos
de Heinz en los animales de control y
esporadicamente a la dosis mas baja,
pero aumentaron significativamente a >
12 mg/kg/dia después de 1y 4 sema-
nas. Los hallazgos hematologicos a >12
mg/kg/dia indicaron la presencia de
anemia. A la dosis mas alta, la anemia
hemolitica evidente se acompand con
un aumento de la transferrina séricay la
unién del hierro a la sangre, que refle-
jaba las perturbaciones en el metabo-
lismo del hierro. Ademas, una leucoci-

tosis de neutréfilos a esta dosis indicd
un proceso inflamatorio en el bazo.
Con respecto a la patologia del bazo,
se produjo una congestién vascular mi-
nima del bazo en 2 animales después
de 1 semana y en 4 animales después
de 4 semanas a 4 mg kg/dia. Ademas,
el peso del bazo aumenté después de 1
y 4 semanas a >12 mg/kg/dia Los efec-
tos fueron mucho mas severos a 41 mg
kg/dia e incluyeron periesplenitis con
congestidon vascular moderada y de-
posicion de hemosiderina en las célu-
las del higado de Kupffer. EIl LOAEL en
este estudio fue de 4 mg/kg/dia. Los
autores concluyeron que los hallazgos
corroboran la afirmacién de que las do-
sis cancerigenas de anilina conducen a
efectos tempranos sobre los pardame-
tros hematoldgicos, reaccion inflama-
toria en el bazo y perturbaciones en el
metabolismo del hierro como resultado
de la anemia hemolitica. En consecuen-
cia, la carcinogenicidad de la anilina
puede estar relacionada con procesos
definibles relacionados con el umbral.

Toxicidad crénica

Estudios en humanos

Se realizé un estudio con trabajadores
de una planta productora de difenila-
mina donde se utilizaba anilina como
materia prima y los Unicos productos
quimicos a los que estaban expuestos
eran anilina y cloruro de hidrégeno, la
concentracién de anilina estaba en el
rango de 0,34-0,70 ppm. Se produjo
un aumento en Met-Hb durante el pri-
mer afo en el grupo de trabajadores
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en comparaciéon con el grupo control;
también se describieron disminuciones
en los niveles de hemoglobina, recuen-
to de eritrocitos y factores de coagula-
cion. (SCOEL, 2015).

Estudios en animales

En un estudio de carcinogenicidad con
ratas (SCOEL, 2015), se observaron
efectos hematoldgicos (reticulocitosis,
disminucion de los recuentos de eri-
trocitos, hemoglobina, hematocrito,
aumento de la VCM), hemosiderosis y
hematopoyesis esplénica a la dosis mas
baja aplicada de 7 mg/ kg/dia (LOAEL).

Genotoxicidad

Estudios en humanos

En cultivos preparados a partir de
muestras de sangre periférica de tra-
bajadores expuestos a anilina durante
4-9 anos se observé mayor incidencia
de aberraciones cromosémicas (frag-
mentos, deleciones, roturas) en com-
paracién con los controles sanos. No se
proporcionaron datos con respecto a
la exposicion o la coexposicidon a otros
productos quimicos. La validez de estos
hallazgos es limitada (SCOEL, 2015).

Estudios en animales

Las pruebas de mutagenicidad y geno-
toxicidad realizadas con anilina son en
su mayoria negativas. Los resultados
positivos, generalmente, se limitaron a
dosis altas con signos claros de toxici-

dad.

Se observé una induccion de micronu-
cleos en la médula 6sea de ratones y ra-
tas en una serie de estudios, la mayoria

a dosis altas que se sabe que causan una
marcada formaciéon de Met-Hb y una
toxicidad general aguda. Los resulta-
dos positivos se obtuvieron en ratones
con inyeccion intraperitoneal, mientras
que los resultados positivos y negativos
se describieron en estudios con ratones
y ratas después de la administraciéon
oral de anilina. Se observé un aumento
del nimero de micronucleos en sangre
periférica en un estudio subcrénico, via
digestiva, en ratones (Bomhard y Her-

bold 2005).

En un estudio después de la administra-
cién oral de anilina, en condiciones que
fueron claramente positivas, se observd
un ligero aumento en aberraciones cro-
mosomicas en las células de la médula
osea de ratas (ECB, 2004).

Estudios in vitro

La anilina en cepas de Salmonella typhi-
murium dio negativo en la prueba de
mutacion del gen bacteriano estandar.
Ademas, no se observé mutagenicidad
en las pruebas con Escherichia colini en
levaduras. (ECB, 2004).

En ensayos con células de mamifero, la
anilina no indujo mutaciones en el locus
HPRT en células V79 en ausencia de la
mezcla S9. En presencia de la mezcla
S9, se observd una respuesta mutagé-
nica a altas concentraciones, que exce-
dié la concentracion maxima recomen-
dada por las guias de ensayos actuales
(Bomhard y Herbold, 2005).

La anilina mostré efectos mutagénicosy
clastogénicos en varios ensayos de lin-
foma de ratdn tanto en ausencia como
en presencia de un sistema de activa-
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cién metabdlica exdgena. En general,
los efectos fueron débiles o limitados
a altas concentraciones, niveles de una
marcada citotoxicidad (Bomhard y Her-
bold, 2005).

La anilina indujo un ligero aumento en
los intercambios de cromatidas herma-
nas (SCE) en lineas celulares de hamster
chino, en células epiteliales de higado
de ratay en fibroblastos humanos. Tam-
bién se observaron SCE en linfocitos T
humanos inducidos por concanavalina
A, a partir de cultivos de sangre com-
pleta pero no en cultivos de linfocitos
puros. Por lo tanto, se concluyé que
los eritrocitos contribuyen en la trans-
formacién de la anilina en intermedios
genotodxicos. Dos metabolitos de anili-
na, o-aminofenol y N-fenilhidroxilami-
na, fueron mucho mas efectivos para
inducir SCE en fibroblastos humanos a
0,1 mM y 0,05 mM, respectivamente,
que la anilina a una concentracién mu-
cho mayor (10 mM) (ECB 2004).

Se encontraron roturas de cadena de
ADN en células de linfoma de ratdn
en presencia de mezcla S9, pero solo a
una concentracidon excesivamente ele-
vada de anilina (2 g/l). La anilina no in-
dujo la sintesis de ADN no programada
(UDS) en cultivos primarios de hepato-
citos de rata, ratdon, hamster y humano
(Bomhard y Herbold, 2005; ECB, 2004).

Carcinogenicidad

Estudios en humanos

En dos estudios de cohortes con 4.622
y 1.223 hombres, trabajadores en la in-
dustria britdnica de colorantes durante

al menos 6 meses, la incidencia de can-
cer de vejiga fue mas alta de lo espera-
do en trabajadores que habian estado
expuestos a varios productos quimicos,
incluida anilina, pero no a los conocidos
carcinégenos 2-naftilamina y bencidina
(SCOEL, 2015).

En un estudio posterior en una planta
de caucho industrial, la coexposicién a
sustancias quimicas que incluyen anili-
na, o-toluidina e hidroquinona se aso-
cié con un aumento significativo del
cancer de vejiga en el grupo de 708
trabajadores que quedaron definitiva-
mente expuestos y en el de 288 que
posiblemente estuvieron expuestos
(SCOEL, 2015). En general, los trabaja-
dores de todos estos estudios estuvie-
ron expuestos a una serie de sustancias
diferentes y el potencial carcinogénico
de la anilina no puede evaluarse a partir
de estos hallazgos.

Estudios en animales

En un estudio con ratas F344 (50 ani-
males/sexo/grupo y 25 animales/sexo y
grupo de control), los animales fueron
alimentados con una dosis equivalente
de anilina de 0, 174 o 360 mg/kg/dia
durante 103 semanas seguido de un
periodo sin administracién de 5 sema-
nas. La supervivencia no se vio afecta-
da por la ingesta de anilina; el aumento
de peso corporal se redujo ligeramen-
te en hembras y machos a dosis altas.
No hubo tumores esplénicos en hem-
bras ni en los machos de control. Las
incidencias de varios tipos de tumores
mesenquimatosos, principalmente del
bazo, aumentaron en las hembras y

11
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en los machos: hemangiosarcomas del
bazo en 19/50 machos con la dosis baja
y en 20/46 con la dosis alta, fibrosarco-
mas en 3/50 en la dosis baja y 7/46 en
la dosis alta. La incidencia combinada
de fibrosarcomas y sarcomas del bazo
también fue mayor estadisticamente
significativa en ratas macho que la in-
cidencia combinada de fibrosarcomas y
sarcomas de multiples érganos en ratas
macho. En ratas hembra, el nimero de
animales con fibrosarcomas o sarcomas
del bazo solos o multiples érganos de
la cavidad corporal se asoci6 significa-
tivamente con la anilina. Los efectos
no neoplasicos observados incluyeron
lesiones esplénicas (fibrosis capsular,
cambios grasos, hiperplasia, aumen-
to de la eritropoyesis, hemosiderosis)
y aumento de la hemosiderosis en el
epitelio tubular renal en ambos sexos y
en ambos niveles de dosis (ECB 2004).
La incidencia del tumor esplénico fue
confirmada en un reexamen; también
se confirmé que la incidencia tumoral
estaba fuertemente correlacionada con
la aparicion de lesiones esplénicas no
neoplasicas. Se concluyé que los sar-
comas surgen de areas fibroticas pre-
existentes y es probable que la fibrosis
esplénica y la hiperplasia presenten le-
siones preneoplasicas (SCOEL, 2015).

En otro estudio con ratas F344 machos
y hembras (130 animales por sexo y por
grupo) recibieron durante 104 semanas
en los alimentos dosis de anilina de 0,
7, 22 y 72 mg/kg/dia. La supervivencia
se redujo en ratas macho a dosis altas.
La incidencia de tumores esplénicos en
los machos del grupo de dosis alta fue

mucho mayor que en el grupo de con-
trol y los otros dos grupos de dosis. La
mayoria de estos tumores eran sarco-
mas en el bazo (21), pero también habia
hemangiosarcomas (6) y varios tipos de
otros sarcomas en bazo (8). En machos
y en hembras a dosis altas, la gravedad
y frecuencia de la congestién esplénica
aumento y también varios parametros
sanguineos (hematocrito, concentra-
cién de hemoglobina y recuento de eri-
trocitos) disminuyeron (SCOEL, 2015).

En base a los estudios con ratas en los
que se vio que la anilina induce tumo-
res de bazo, SCOEL la ha clasificado
como un carcinégeno del Grupo C, con
un umbral practico.

La anilina a las dosis carcinégenas oca-
siona efectos tempranos en los para-
metros hematoldgicos, reacciones in-
flamatorias en el bazo y perturbaciones
del metabolismo del hierro como resul-
tado de la anemia hemolitica (Kan et
al., 1993, 1995, 1997).

En otro ensayo de toxicidad subcronica
se administré a ratas Sprague-Dawley
macho anilina en agua (0,5 mmol/kg/
dia durante 30 dias) (SCOEL, 2015) Esta
dosis de anilina condujo a un aumento
significativo en el dano del ADN oxida-
tivo esplénico, medido como 8-hidroxi
desoxiguanosina en el bazo.

Toxicidad para la reproduccion

Estudios en animales

Toxicidad para el desarrollo

El clorhidrato de anilina se evalué para
determinar la teratogenicidad y los

12
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efectos postnatales en ratas F344. A las
hembras embarazadas se administré
por sonda 0, 7.2, 21.6, 71.8 mg anilina
/kg/dia durante los dias de gestacion
7-20 o desde el dia 7 hasta el parto. La
toxicidad materna se manifesté como
una disminucién en el aumento de peso
estadisticamente significativa a la dosis
alta, un aumento dependiente de la do-
sis en el peso del bazo (significativo en
todas las dosis) y en otros signos carac-
teristicos de la toxicidad de la anilina:
aumento de la formacién de Met-Hb y
disminucién del recuento de eritrocitos
en las dosis mas altas. No se observa-
ron efectos toxicos ni en el embridn ni
en el feto, ni tampoco efectos teratd-
genos a ninguna dosis. El examen fetal
revelé un aumento significativo, pero
marginal, en el peso del higado y un au-
mento marginal del volumen de eritro-
citos (VMC) en el grupo de dosis alta.
Hubo un aumento, dependiente de la
dosis, pero no significativo, en el nime-
ro de camadas en el que se produjo una
0 mas muertes postnatales en todos
los grupos tratados (3/16, 4/15, 5/16)
en comparacion con el control (2/15).
Después del cese de la exposicién a la
anilina en el parto, los efectos maternos
persistieron al menos durante el perio-
do de lactancia. Las crias examinadas
después del parto habian aumentado
el VCM en el dia O (a la dosis alta). El dia
25 después del parto, se observd una
disminucién del peso corporal a la do-
sis alta, aumento del peso del higado a
la dosis baja y media, pero no en la alta.
No se observaron signos de toxicidad
en las crias en el dia 60. No se detec-

taron cambios de comportamiento en
varias pruebas (Price et al., 1985).

Las dosis altas de clorhidrato de anilina
(>260 mg/kg, inyeccion Unica) pueden
causar malformaciones cardiovascu-
lares en el feto y paladar hendido en
ratas. Los efectos se atribuyen a la hi-
poxia materna inducida por Met-Hb
(SCOEL, 2015).

RECOMENDACION

Para el establecimiento de los VLA de la
anilina se han considerado los siguien-
tes efectos toxicos: carcinogenicidad,
formacién de metahemoglobina vin-
culada a efectos toxicos en el sistema
hematopoyético con toxicidad eritroci-
taria y los efectos sobre el bazo.

En general, la genotoxicidad de la ani-
lina parece muy baja, no concluyente.
Sin embargo, algunos metabolitos de la
anilina, cuando se prueban individual-
mente, son genotdxicos. Las dosis que
produjeron genotoxicidad en algunos
ensayos fueron muy altas.

Los datos sobre la carcinogenicidad de
la anilina en humanos son insuficientes.
Experimentalmente, la anilina es carci-
nogénica en ratas, pero no en ratones.
Los tumores se observaron, principal-
mente, en el bazo de las ratas macho, y
la incidencia del tumor fue claramente
no lineal (ECB, 2004). Los efectos t6xi-
cos por exposiciones repetidad podrian
desempenar un papel decisivo para el
desarrollo de tumores. (Mellert et al.,
2004). La esplenotoxicidad cronica esta
relacionada con la carcinogenicidad
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como proceso secundario, después de
un aumento de la descomposicidon de
los eritrocitos por la metahemoglobine-
mia inducida por la anilina. De ello se
deduce que evitar la metahemoglobi-
nemia excesiva protegera contra la car-
cinogénesis en el bazo.

El efecto tdxico critico es la formacion
de metahemoglobina (Met-Hb), que
dependiendo de la concentracién pue-
de tener efectos graves para la salud.

Los estudios de exposicion con ratas
establecieron un NOAEC de 9,2 mg/m?
(2,4 ppm) tras la exposicién subaguda
(Pauluhn, 2004). En general, los datos
experimentales en ratas se consideran
compatibles con los observados en hu-
manos.

En el estudio de toxicidad subaguda por
via oral con ratas, la dosis minima que
producia de forma esporadica cuerpos
de Heinz en los eritrocitos y congestion
vascular minima del bazo fue de 4 mg/
kg/dia (Mellert et al., 2004). En el estu-
dio de carcinogenicidad (SCOEL, 2015)
se obtuvo un LOAEL de 7 mg/kg/dia
con respecto a la toxicidad de los eri-
trocitos y los efectos sobre el bazo.

Suponiendo un peso corporal de 70 kg,
un volumen respiratorio de 10 m3 du-
rante una exposicion de ocho horas y
un 100% de absorcidn, una dosis de 4
mg/kg/dia corresponde a 28 mg/m? (7
ppm). La comparacion de los efectos en
el estudio de alimentacién subaguda y
crénica no respalda un fuerte aumento
de la gravedad de los efectos con una
exposicion prolongada. Ambos estu-

dios de alimentacién oral no incluyeron
exposicion adicional a través de la piel.

Tomando estos datos, se puede derivar
un VLA basado en la proteccién frente
a los efectos no neoplasicos relevantes,
incluida la metahemoglo-binemia. Los
datos experimentales en ratas apuntan
consistentemente a efectos hematoté-
xicos iniciales (formacién de Met-Hb,
asociados con cuerpos de Heinz) y to-
xicidad del bazo por encima de las ex-
posiciones repetidas por inhalacion de
5 ppm de anilina.

Debido a que existen grandes diferen-
cias, en cuanto a las cantidades produ-
cidas de Met-Hb, entre los estudios con
perros y ratas y los estudios en huma-
nos, se tuvieron en cuenta los datos dis-
ponibles de los datos de humanos para
establecer un VLA.

En el estudio experimental de exposi-
cién humana realizado por Kafferlein
et al. (2014) se indica que, después de
una exposicion de 6 horas a 2 ppm, se
alcanzé un nivel de formacién de Met-
Hb del 1,6%, que no se espera que au-
mente después de 8 horas. Este nivel
es mas de 2 veces inferior al valor criti-
co de Met-Hb, de un 5% nivel de Met-
Hb obtenido por (Bolt et al., 1985). No
se requiere aplicar un factor de incer-
tidumbre al valor de 2 ppm de anilina
para obtener el VLA-ED® que compen-
sara la posible variacion interindividual
humana adicional, ya que excede las
variaciones obtenidas en el estudio de
Kafferlein et al., 2014).

Debido a la posible importancia de la
metahemoglobinemia con respecto
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a la carcinogenicidad de la anilina en
animales, se recomienda un VLA-EC®
de 5 ppm para limitar las exposicio-
nes a corto plazo con un aumento en
la formacién de Met-Hb. En la forma-
ciéon de Met-Hb intervienen los meta-
bolitos de la anilina: fenilhidroxilamina
y aminofenol. La mayor sensibilidad de
los humanos en comparacién con la de
los animales esta asociada con la mayor
formacion de fenilhidroxilamina. Aun-
que, como la vida media del Met-Hb
en humanos es de aproximadamente
3,5 horas, con este valor limite de corta
duracién no se alcanzaria el valor critico

de Met-Hb, pero si se pretende prote-
ger frente a la relevancia que tiene la
formacién de metahemoglobina en el
probable efecto cancerigeno. (SCOEL,
2015).

La absorcion dérmica de anilina, tanto
en forma de liquido como de vapor,
contribuye sustancialmente a la absor-
cién total de anilina (Dutkiewicz, 1961;
Korinth et al., 2008). Por lo tanto, se
anade la nota “via dérmica”.

A los niveles recomendados no hay difi-
cultades para su analisis.
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