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RESUMEN

Introduccidn: los cianoacrilatos de alquilo son mondmeros acrilicos de amplio uso
como adhesivos. Recientemente se demostré mediante procedimientos quimicos que el
cianoacrilato de n-butilo se hidroliza a un tipo especifico de acrilamida cuando contacta
los tejidos. La estructura que se identifico justifica la formacion de enlaces i6nicos o
covalente con las estructuras biolégicas y la absorcion del compuesto por los tejidos.
Objetivo: comprobar la genotoxicidad del cianoacrilato de n-butilo.

Métodos: se realizé una prueba de genotoxicidad via dérmica por micronucleos en el
fémur de 30 ratones NMRI, a la dosis limite de 2 000 mg/kg utilizando como control
positivo la acrilamida, y los animales sin tratamiento como control negativo.
Resultados: la prueba fue positiva a las 48 h y confirmd el dafio al material genético
como una consecuencia de la estructura de la molécula.

Conclusiones: la genotoxicidad comprobada del tipo de acrilamida derivada de la
hidrélisis del cianoacrilato de n-butilo puede repercutir sobre los criterios



medioambientales establecidos para el uso de pegamentos y otras sustancias que
contengan este compuesto.
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ABSTRACT

Introduction: alkyl cyanoacrylates are acrylic monomers highly used as adhesives.
Recently it has been demostrated by chemical methods that n-butyl cyanoacrylate is
hydrolyzed to a specific acryl amide when it is in contact with tissues. The identified
structure accounts for the formation of ionic and covalent bonds with the biological
structure as well as the absorption of the product by tissues.

Objective: to determine the genotoxicity of n butyl cyanoacrylate.

Methods: a micronuclei test was conducted by dermal route in the femur of 30 NMRI
mice at a limit dose of 2 000 mg/kg using acrylamide as positive control and the non
treated animals as negative control.

Results: the test was positive after 48 hours and confirmed the damage to the genetic
material as a consequence of its chemical structure.

Conclusions: the corroborated genotoxicity of the acrylamide type as a consequence
of the hydrolysis of n butyl cyanoacrylate could have repercussions over environmental
criteria established for the use of glues and other substances containing this
compound.
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INTRODUCCION

Los cianoacrilatos de alquilo son monémeros acrilicos liquidos, de volatilidad
intermedia y de alta adhesividad a diferentes sustratos. Recientemente se demostré
mediante procedimientos quimicos que estos monémeros se hidrolizan a un tipo
especifico de acrilamida cuando contactan aminoacidos.! La nueva estructura es un
tipo especifico de acrilamida no estudiada con anterioridad. En aquella ocasion se
nombré como CABH, y posee grupos funcionales como el grupo amida y grupo
carboxilo que pueden interactuar con el organismo vivo en una relaciéon de amino
complejo y el grupo vinilo que puede formar enlaces covalentes, aspectos que se
analizaron en detalle con anterioridad? y que inducen a pensar en una estructura muy
toxica.

Este nuevo punto de vista con relacion al cianoacrilato de n-butilo (CAB) cambia el
criterio de toxicidad manejado con anterioridad para este compuesto, atribuida
fundamentalmente a la liberacién de formaldehido en los tejidos,®* o liberacion de
formaldehido mediada por la degradacién enzimatica.® En el ambito nacional, es muy



importante esclarecer cualquier manifestacion téxica que ponga en riesgo la salud
ocupacional para poder garantizar las medidas higiénico-sanitarias apropiadas.

El objetivo del presente trabajo es comprobar la genotoxicidad del cianoacrilato de n-
butilo.

METODOS

El CAB utilizado se obtuvo por el Centro de Biomateriales de la Universidad de La
Habana (BIOMAT), de entre 97-99 % de pureza, con inhibidor de hidroquinona 0,1-0,3
% Yy estabilizado con acido p-toluensulfénico 0,1-0,3 %. La acrilamida que se utilizd
como control positivo fue adquirida a la firma comercial Merck, alemana, calidad pura
para analisis (p.a.).

La metodologia que se aplicé en un experimento in vivo es confiable y aceptada
internacionalmente.® La prueba se desarrollé por la via dérmica, porque son esta y la
inhalatoria las de mayor riesgo para los trabajadores expuestos. En el ensayo se uso la
dosis limite de 2 000 mg/kg, porque es la dosis mas baja indicada por la norma
aplicada’ cuando se trabaja con compuestos poco estudiados, como es el caso.

Para realizar las pruebas in vivo se tuvieron en cuenta las regulaciones

vigentes,’ incorporadas en el cédigo de ética de la institucién donde se desarrollaron
los experimentos y fueron aprobados por el Comité de Etica interno. Los ensayos que
se llevaron a la practica fueron previamente validados y se aplicaron las buenas
précticas de laboratorio.

Se utilizaron 30 ratones NMRI de ambos sexos, de siete semanas, procedentes del
area de convencionales del Centro de Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB, Cuba) con su certificado de calidad. La masa corporal se obtuvo mediante
una balanza técnica Sartorius modelo PT-1 200. Esta fue de 24,8 + 2,2 g para las
hembras y 33,0 + 1,4 g para los machos.

Previo al estudio, los animales se mantuvieron durante siete dias, para la adaptaciéon a
las condiciones del vivario. Se utilizaron seis cajas de policarbonato (Tecniplast) tipo
T2, con cinco ratones cada una, separados por sexo y tipo de tratamiento, sin
encamado y bajo el control automatico de la temperatura ambiental 22 + 2 °C,
humedad 60-70 %, y ciclo de luz/oscuridad 12/12 h. El agua se ofrecid en biberones
de policarbonato de 500 mL con pipeta de acero inoxidable. Tanto el agua como los
alimentos (EMO 1002 ALYco®, CENPALAB) fueron esterilizados por calor himedo en
autoclave y se ofrecieron a libre demanda, excepto durante los periodos de
manipulacién. Al inicio de la prueba, los animales se pesaron nuevamente. Luego de
comprobar que los animales cumplian con la masa requerida, se distribuyeron de
forma aleatoria entre los tres grupos y se tomo este valor como la masa a tiempo cero.

Los animales se identificaron individualmente, se rasuraron en la regién escapular 24 h
previas al experimento. Los grupos experimentales estuvieron conformados por diez
animales cada uno (cinco de cada sexo por grupo). La distribucion fue la siguiente: un
grupo control negativo sin tratamiento, un control positivo tratado con una disolucion
acuosa de acrilamida a la dosis de 80 mg/kg de masa corporal. Esta dosis fue evaluada



con anterioridad en una prueba aparte para garantizar la biodisponibilidad del control
positivo en la médula dsea cuando se utiliza la via dérmica. El tercer grupo se trat6é con
CAB puro, sin diluyente.

Se aplicd la dosis limite de 2 000 mg/kg dividida en dos aplicaciones separadas por 24
h, directamente sobre la piel rasurada, en un area de 1 cm?en la region escapular y se
distribuy6 en un filme fino. Previo a la segunda aplicacién, los animales se pesaron de
nuevo para verificar la dosis. El periodo total de exposicién fue de 48 h. El ensayo
termind con el 100 % de sobrevida. Finalizado ese tiempo los animales se pesaron de
nuevo y se sacrificaron por dislocacién cervical. Se cortaron ambos fémures de cada
animal y se extrajo la médula 6sea. La cavidad medular se lavé con 1 mL de suero
bovino fetal (SBF) mediante agujas de 27 G. El contenido medular se deposité en
tubos Eppendorf™ de 2 mL y se centrifugé a 1 000 rpm durante 10 min. Se extrajo el
sobrenadante y se suspendié de nuevo el boton celular en SBF. Las laminas se
codificaron y se prepararon por duplicado. Se utilizaron 20 yuL de cada muestra
medidos con micropipeta. Se secaron al aire y se fijaron las estructuras celulares con
metanol durante cinco minutos.

A las 24 h las laminas se colorearon con disolucién Giemsa al 5 % y se lavaron con
agua de la pila durante 15 min. Se describieron en el microscopio de luz por el mismo
patdlogo, utilizando un microscopio Olympus modelo CH-2 con el lente de inmersion de
100x.

Como la prueba durdé solo 48 h, se registré el nUmero de micronlcleos que estaban
presentes en los eritrocitos policromaticos de cada 1 000 en cada lamina y de 2 000
por animal.

Como el interés de monitorear los micronudcleos en el estudio fue establecer la
variaciéon entre los grupos en tratamiento, se calculé la varianza para cada grupo.
Entonces se calcul6 la media y la desviacion estandar, se compar6 entre los tres
grupos y se aplico la prueba de los rangos de Duncan.

RESULTADOS

Al finalizar la prueba no se encontraron evidencias estadisticas de cambios en la masa
corporal entre los diferentes grupos de experimentacion. Sin embargo, es conveniente
destacar la tendencia entre los ratones hembras tratadas con CAB y de todos los

ratones tratados con acrilamida a disminuir la masa corporal, mientras que los machos
tratados con CAB presentaron un comportamiento similar al control negativo (tabla 1).

Las manifestaciones clinicas que se observaron fueron iguales a 24 y 48 h. Se
evidencio6 dolor a la palpacion en las hembras tratadas con CAB y piloereccidn en los
machos.

En cuanto a las laminas preparadas para evaluar la presencia de micronucleos
correspondientes a los animales tratados con CAB, la caracteristica mas trascendente
fue que se observaron muy pocas células jévenes en el frotis. Se observé una
tendencia generalizada al aumento de microndcleos, tanto en los animales tratados
con acrilamida como en los tratados con CAB. El aumento fue estadisticamente



significativo en el caso de las hembras. El valor medio y la desviacion estandar se
pueden ver en la tabla 2. El resultado confirmé la genotoxicidad positiva de ambos

compuestos.

DISCUSION

En el ensayo que se llevé a cabo, se pudo comprobar la genotoxicidad positiva para el
compuesto en estudio, como consecuencia de la hidrélisis que tiene lugar, con lo que
se logro llevar a feliz término el objetivo planteado. Se pusieron de manifiesto dos
resultados importantes: la tendencia a la disminucion de la masa corporal entre las
hembras y la incidencia de microndcleos en el fémur de los animales tratados. El
ensayo de genotoxicidad que se efectud es recomendado por la OECD,® lo que sustenta
los resultados. Por otra parte, la estructura quimica del derivado que se obtiene como
consecuencia de la hidrdlisis del CAB por los tejidos! justifica este comportamiento. Se
trata de una estructura de baja masa molecular y anfifilica (soluble en agua y lipidos),
aspectos que facilitan la absorcion a través de las membranas (barreras naturales que
impone el organismo), y que se explicé con anterioridad.?

Hasta el presente, el criterio para explicar la toxicidad de los cianoacrilatos que
aparece descrito en la literatura se asociaba a la liberacién de formaldehido en los
tejidos®* o mediado por la accién enzimatica,® pero no se encontré ningun trabajo que
se desarrollara en medios biolégicos o sobre la piel.

Si se parte del criterio del formaldehido, se justifica la determinacién tomada para
confeccionar adhesivos quirdrgicos a base de un monémero de mayor masa molar,
CAB. El formaldehido representa una fraccion masica menor en las moléculas de mayor
masa molecular. El error estuvo en no comprobar si efectivamente estaba presente el
formaldehido en los tejidos por los métodos convencionales del analisis quimico. El
aspecto quimico de la identificacion del metabolito!? fue crucial, ya que se demostré la
presencia de un compuesto sobre los tejidos que es novedoso y no se ha estudiado la
toxicidad con anterioridad, lo que cambia los criterios actuales y requiere de mayor
documentacion.

Por otra parte, la evaluacion de la genotoxicidad aplicando la prueba de Ames descrita
por otros autores,®° dieron como resultado menor toxicidad para el CAB que para los
monomeros de menor masa molar. Estos ensayos evallan el dafio a las membranas
celulares. Los compuestos de menor masa molecular son menos penetrables a través
de las membranas, porque tienen menor componente lipofilico que el CAB, lo que
justifica los resultados descritos por los autores. Esto explica que causen mayor dafio
local a nivel de la membrana, debido a que prepondera el efecto por la presencia del
grupo vinilo, como alquilante, pero tienen menor probabilidad de que se absorban al
interior y causen menor dafio al material genético.

Por otra parte, los ensayos de genotoxicidad tienen la caracteristica de ser muy
especificos. Es por esta razdn que se recomienda que se efectle en una bateria de
ensayos a tres niveles, que involucren dafios a las membranas, al gen y al cromosoma,
maxime si alguno de estos ensayos es positivo. En el caso que nos ocupa, los
resultados indican que debe profundizarse sobre este aspecto, pero con la certeza de
encontrarse frente a un compuesto que es genotoxico.



Como consecuencia de los resultados que se obtuvieron en el ensayo actual, se
recomienda efectuar la bateria de ensayos de genotoxicidad completa establecida, que
evalle todos los niveles de riesgo, y de forma comparativa entre los monémeros de
uso mas comun para la elaboracién de materiales que se difunden en el mercado.
Estos son, el cianoacrilato de metilo, el cianoacrilato de etilo y el CAB.

Independientemente de la confusién que se crea al no analizar las estructuras quimicas
que se liberan sobre los tejidos por los métodos convencionales, y asumir que es el
formaldehido, no se explica como es posible que los mondmeros de cadena corta, con
resultados positivos de genotoxicidad en la prueba de Ames??® se utilicen desde los
afos 50 y hasta la actualidad para confeccionar adhesivos como la cola loca, que se
difunde ampliamente en el mercado. Sin embargo, existe el consenso en relaciéon a los
estudios de genotoxicidad de que un resultado positivo en células procariotas es
practicamente extensivo a células eucariotas con muy poco margen de error.

Ninguno de estos adhesivos que se comercializan en la actualidad tiene indicado algun
rétulo que aclare que el componente principal es genotéxico, que no se puede usar
para pegar recipientes que contendran alimentos, o por los nifios para pegar sus
juguetes, o los riesgos que corre un obrero que su funcion diaria durante 8 h sea pegar
dispositivos con esos adhesivos, por citar solo algunos ejemplos.

En conclusién, la genotoxicidad comprobada del tipo de acrilamida derivada de la
hidrdlisis del CAB puede repercutir sobre los criterios medioambientales establecidos
para el uso de pegamentos y otras sustancias que contengan este compuesto.
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Tabla 1. Valor medio ¥ desviacidn estandar de la masa corporal de los ratones NMRI
para cada grupo separados por sexo a tiempo cero, 24 hy 48 h

Hembras Machos
Grupo
T=0 T= 24 T= 48 p T=0 T= 24 T= 48 p
= 25,6 £ 3 26,3 = 2 26,3 = 2 0.5 32,5+ 4 33,0+ 4 32,0+ 4 0,9
—+ 248+ 2 | 2462 |238x2 |07 |33,0x1 3342 32,45 0,12
CAB 23,7+ 3 |230+3 | 231+3 |09 | 33,32+3 | 335+3 | 33,1+4 0,97
Rango 1=2=3 1=2=3 1+3 1=2=3 1=2=3 1=2=3 =

n= 5 para cada grupo, o= 0,05 y p< 0,05; donde {-): control negativo, {+): control
positivo y CAB: animales tratados con el mondmero, T: tiempo en horas y p:
probabilidad estadistica.
El rango indica el resultado del ensayo estadistico aplicado.

Regresar



Tabla 2. Datos generales de las [aminas de microndcleos de la medula ésea en ratones
MMRI separados por sexo

Hembras Machos

Grupo

MM MMN/PC = 100 MM MM/PC x 100
- 11 £ 3 0,5+0,2 12+ 3 0,6 £ 0,2
+ 25 = 4 1,26 = 0,8 21 £ 14 0,9x 0,8
CAB 21 £ 4 1,3+ 0,2 22+ 49 1,1 £ 0,4
p 0,002 0,03 0,33 0,4
Rango 1+2, 1+3,2+3 1+2,1+3,2%3 1=2=3 1=2=3

n= 5 para cada grupo; «= 0,05 v p=< 0,05; donde (-): control negativo, {(+): control positivo v
(CAB): animales tratados con el mondémero, MN: frecuencia de aparicion de micronucleos
¥ MN/P x 100: porcentaje de genotoxicidad.

Regresar



