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RESUMEN

El cianoacrilato de n—butilo (CAB) es un mondmero acrilico ampliamente utilizado en adhesivos.
Su toxicidad se asocia a la liberacion de formaldehido en los tejidos. Recientemente se demostrd en un
ensayo "in vitro"; por métodos espectroscdpicos, que en presencia de aminoacidos se hidrolizé a un tipo
de acrilamida. Dicho compuesto es nuevo y de su estructura quimica se infiere alta toxicidad. También el
formaldehido es toxico, pero con propiedades quimico fisicas diferentes, por lo que es muy importante
esclarecer cuél de ellos aparece al contactar la piel. El presente trabajo tuvo el objetivo de identificar el
compuesto en el tejido biolégico. En el experimento “in vivo” se utilizé6 como modelo animal el ratén
NMRI. Se aplicé el CAB sobre la piel rasurada y se tomaron muestras de hipodermis de los animales
tratados y sin tratar a las 48 horas. Se utilizé la espectroscopia infrarroja (IR) como método de andlisis.
Como resultado, se identificaron las bandas caracteristicas de la nueva sustancia en los espectrogramas IR
de las hipodermis tratadas. Se demostré que ocurre la hidrdlisis y que se absorbe por la piel. El resultado
sugiere que se revise el criterio actual de toxicidad del CAB y la nueva amida.
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ABSTRACT

N-butyl cyanoacrylate (CAB) is an adhesive monomer highly used in the production of adhesives.
The toxicity of this monomer is associated to the liberation of formaldehyde in tissues. Recently, it was
demonstrated by spectroscopic methods that n—butyl cyanoacrylate in biological media is hydrolyzed to a
new specific type of acrylamide never described before. Both are very toxic substances, but with different
chemical—physic characteristics. The present test had the objective of verify if the same hydrolysis occurs
in contact with biological tissues. NMRI mice were used as animal model on an “in vivo” experiment.
Monomer was applied over shaved skin and hypodermis samples were taken 48 hours later. Infrared
spectroscopy (IR) was used as method of analysis. As result, characteristics infrared bands of the new
acrylamide were recognized over the hypodermis of treated animals, near the application area. It was
demonstrated that the hydrolysis took place over the skin and the new product was absorbed to the
hypodermis. This result suggests the revision of actual criteria abut CAB toxicity.
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INTRODUCCION

El cianoacrilato de n—butilo (CAB), es un mondmero acrilico ampliamente estudiado en
cuanto a su aplicacion practica [1]. Es una molécula altamente conjugada que mantiene su
estabilidad, sin polimerizar en un medio acido fuerte [2]. Son mondémeros de reconocida toxicidad,
fundamentalmente se describen los casos de asma ocupacional debidos al contacto prolongado con
el mondmero [3-7]. En la actualidad la toxicidad de estos mondmeros se asocia a la liberacion de
formaldehido en los tejidos [5,8,9] pero no se encontrd ningln trabajo que identificara ese
compuesto quimico en el ambiente bioldgico.

En un trabajo previo se demostrd por primera vez que el CAB, en contacto con aminoacidos
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se hidrolizd a un tipo especifico de acrilamida antes de polimerizar [10]. El resultado no coincidio
con la aparicion de formaldehido en ese momento, propuesto por otros autores con anterioridad [5,
8,9]. Ahora es importante verificar si se observa igual comportamiento en matrices biolégicas mas
complejas, especificamente en la piel, que es la fundamental via de riego por la manipulacion de
estos monomeros. Esto se debe a que la nueva estructura identificada evidencia una elevada
toxicidad al contactar el ambiente bioldgico si se efectlia el analisis desde un punto de vista quimico
[11]

Con los datos que se recopilaron en el ensayo anterior [10] es posible reconocer la posicion de
las bandas de los grupos funcionales de la nueva amida mediante espectroscopia infrarroja (IR) en
cualquier otro sustrato. En el analisis actual se selecciond la piel de ratones NMRI por la

importancia préactica de este tejido.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y metodos. El cianoacrilato de n—butilo se produjo en BIOMAT, Universidad de
la Habana (Cuba), de pureza entre el 97 y el 99%, inhibido con hidroquinona entre 0,1 y 0,3% y
estabilizado con &cido p— toluensulfénico entre 0,1 y 0,3%.

Para desarrollar los experimentos “in vivo” se tuvieron en cuenta las regulaciones éticas con
relacion al manejo de los animales de experimentacion [12]. Se utilizaron 6 ratones NMRI hembras,
adultas, sanas y nuliparas, de siete semanas de edad, de masa corporal entre (23,9 + 1,8) g,
procedentes del grupo de animales convencionales de Cenpalab, con su carta de control de calidad.
La masa de cada animal se verificd en una balanza técnica Sartorius, modelo PT-1200.

Previo a comenzar el ensayo, los animales seleccionados se mantuvieron 7 dias para la
adaptacion a las condiciones del laboratorio, en cajas de policarbonato (37,5 cm de largo-21,6 cm
de ancho-14,7 cm de alto), sin encamado Yy bajo el control ambiental automatico, temperatura (22 +
2) °C, humedad (60-70%), y ciclo de luz/oscuridad (12/12 horas). El agua y los alimentos (EMO

1002 ALYco®, CENPALAB) se esterilizaron mediante autoclave, y se ofrecieron a libre demanda,
excepto durante los periodos de manipulacion. Al inicio del ensayo, los animales se pesaron de
nuevo, y este valor se tom6 como la masa corporal a tiempo cero. Se asignaron al azar entre dos
grupos, tres controles negativos sin tratamiento y tres tratados con CAB fresco. Cada animal se
identificd individualmente por dos digitos en una de sus orejas, que representaron el tipo de
tratamiento y el ndmero del animal dentro del grupo. Se distribuyeron en dos cajas, una
correspondiente a los animales controles y la otra a los animales bajo tratamiento. Posteriormente se
identifico cada caja mediante tarjetas. A todos los animales se les rasuro, en la region dorsal, un

4rea de 1 cm? veinticuatro horas previas al ensayo. El tratamiento consistié en colocar, con una
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micropipeta, 20 uL de CAB fresco, que se distribuyo por el area rasurada en el grupo tratado. A las
48 horas se pesaron de nuevo y se practicé la eutanasia mediante la dislocacion cervical. El ensayo
culmind con 100% de supervivencia.

Durante la anatomia macroscopica se tomaron muestras finas de la hipodermis, proximas al
area de aplicacion de la muestra para cada animal. Estas muestras se utilizaron para buscar la
presencia de la amida en la hipodermis de los animales tratados.

Para este fin se utilizd la espectroscopia IR, que se registrd en un equipo ATI Mattson
(Genesis Series) FTIR spectrometer, en el intervalo de frecuencia de 4.000-400 cm ™.

Previo al analisis, se verificaron las condiciones técnicas del equipo por medio de un filme de
poliestireno (patron de frecuencia de absorcidn suministrado con el instrumento).

Cada filme de la hipodermis se colocd entre dos discos de bromuro de potasio, KBr,
directamente en el paso Optico del equipo de FTIR para registrar las bandas de los grupos
funcionales de cada muestra de la hipodermis mediante la técnica espectroscopica de transmision.
Primero se registraron las hipodermis de los animales sin tratamiento, de modo que los
espectrogramas registrados sirvieran como control negativo del ensayo para identificar las bandas
correspondientes a la hipodermis. Para interpretar los espectrogramas IR se utilizé la literatura

clasica [13].

RESULTADOS

En los espectrogramas de la hipodermis de los animales que se tomaron como control
negativo se observd una banda centrada en 3.357 cm*, correspondiente a la superposicién de la
vibracion de valencia del estrechamiento de los grupos amino cuaternario terminales de las
proteinas que componen la hipodermis, con los grupos hidroxilo de los acidos carboxilicos también
presentes en las proteinas de la hipodermis. Como las proteinas son polimeros estos grupos
funcionales se repiten varias veces, y las bandas que se obtienen en estos casos son anchas y de baja
intensidad, como es tipico que se presenten en las estructuras poliméricas.

Otra banda importante que se observo dentro del espectrograma IR de la hipodermis fue la
vibracidon de valencia correspondiente al estrechamiento debido al grupo carbonilo de los acidos

Las bandas correspondientes a la nueva amida se identificaron en el experimento anterior
[10]. Son fundamentales la correspondiente al grupo carbonilo, que es caracteristica del compuesto
y aparece a 1.749 cm*, asi como la banda a 900 cm™ que también es caracteristica del compuesto
y se debe a la formacién de amino—complejos entre el monémero y los aminoacidos.

Se pudo comprobar que dichas bandas no se superponen con las de la hipodermis, por lo que
hay informacién suficiente para aplicar el método analitico a la hipodermis que se obtuvo de los
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animales tratados.

En la Figura 1, se pueden apreciar los resultados con relacion a las bandas correspondientes a
los grupos funcionales de la hipodermis de los controles negativos (espectrograma IR en gris)
descrito previamente. Estas bandas se distinguen en los espectrogramas de la hipodermis de los

animales tratados (espectrograma IR en negro), de las bandas de la nueva amida.
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Figura 1. Espectrograma FTIR de la hipodermis de los ratones NMRI controles negativos
(en gris) y de la hipodermis de los animales tratados con CAB sobre la piel (en negro).

DISCUSION

En el espectrograma FTIR de la hipodermis de los animales tratados con CAB sobre la piel
(Figura 1, espectrograma en negro) se pudo observar con claridad la presencia del amino—complejo
de la nueva acrilamida. EI grupo carbonilo de la amida, cuya posicion caracteristica se encontr6 a
1.749 cm* con anterioridad [10], esta presente, lo que no deja dudas de que ocurrié la hidrélisis.
Esta banda fue observada perfectamente, separada del grupo carbonilo de las proteinas de la
hipodermis, que aparece a 1.668 cm™*, al igual que en los espectrogramas de FTIR de los controles
negativos.

Otra evidencia importante se puede observar con claridad (en el espectrograma en negro) por
la presencia de una sefial a 900 cm™, caracteristica de la vibracion de la frecuencia fuera del plano,
tipica de los grupos —NH en los amino—complejos, banda que no aparece en los espectrogramas de
la hipodermis de los animales tomados como control negativo. Esta banda verifica la formacion del
amino—complejo que se buscaba.

Por otra parte, se puede destacar que la intensidad de la banda a 2.875 cm™ aument6 en los
espectrogramas IR de la hipodermis tratada, si se compara con la misma banda en los

espectrogramas de los controles negativos. Ahora esta banda corresponde al estrechamiento
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simétrico de los grupos metilo de la hipodermis, pero también a los de la amida. Como la amida no
es un polimero, la banda se muestra en esta ocasion intensa, aguda y bien definida.

Como es de esperar, no aparecié ninguna banda en la regién entre 2.222 y 2.225 cm ™. Esta
region pertenece a la frecuencia de la vibracion de valencia del estrechamiento caracteristica del
grupo nitrilo.

Pudiera pensarse que la ausencia de esta banda sea una consecuencia de la pequefia cantidad
de monomero que se aplicé sobre la piel de los animales tratados. En el propio espectrograma se
puede verificar que este no es el caso.

Se pudo constatar que en el mondémero (véase la Figura 2) la banda del grupo nitrilo a 2.225
cm ' es de intensidad similar a la banda del estrechamiento simétrico del grupo metilo a 2.875 cm™,
de modo que si el nitrilo estuviera presente en la hipodermis de los animales tratados, se tendria que
observar la banda, tal y como ocurre con la banda con que se compara. Esta es otra evidencia de que

el grupo funcional se hidrolizé.
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Figura 2. Espectrograma del mondmero de cianoacrilato de n—butilo.

Otra evidencia importante que corrobord la hidrolisis consiste en que en el presente
experimento, el producto no se aisl6 de la hipodermis. La banda que corresponde a los grupos
amino cuaternarios de la amida quedaron sumergidos debajo de la banda correspondiente a las
vibraciones de los grupos amino y e hidroxilo de las proteinas, que se encuentran en mayor cantidad
en la muestra. Por esta razon, esta region deberia ser muy intensa. Pero en la préactica lo que ocurre
es que se atenua la sefial. Esto se puede verificar si se compara la intensidad de la banda que esta
centrada en 3.336 cm ™ con la banda que pertenece a la frecuencia de la vibracién de valencia
caracteristica del grupo carbonilo en la hipodermis a 1.668 cm™ dentro de cada espectrograma. Este
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comportamiento es el esperado. Es una consecuencia de la participacién de los grupos amino de las
proteinas en la formacion de amino—complejos con la nueva amida, que provoca que disminuya la

intensidad de la banda correspondiente.

CONCLUSIONES
Con estos resultados fue posible demostrar que el CAB se hidrolizé sobre la piel, al igual que
ocurrid en presencia de aminoacidos y que se absorbi6 a la hipodermis. EI nuevo compuesto posee
caracteristicas quimico—fisicas diferentes al formaldehido. Por ser novedoso no posee estudios
toxicoldgicos previos. Seria prudente que se realizaran antes de atribuirle cualquier uso por sus

previsibles consecuencial toxicologicas.
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