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RESUMEN

Se unificaron métodos de la quimica analitica mediante el uso de la espectroscopia
infrarroja y evaluacion gravimétrica de los materiales antes y después de entrar en contacto
con el adhesivo y se evalu6 el resultado estadisticamente mediante el analisis de la varianza
y utilizando la t de Student. Se aprovechd el experimento para evaluar la adhesion e
histotoxicidad sobre el tejido tratado. El objetivo fue implementar un método sensible y
sencillo para evaluar estas interferencias. De los resultados se prevé que estos materiales
no seran utiles para el envase, pues todos presentan variacion significativa del peso. Se
concluyé que el método es sensible y resulta adecuado para posteriores evaluaciones de
otros materiales. El uso de técnicas interdisciplinarias en un mismo experimento permite
integrar resultados y asi obtener mayor informacion con un minimo de animales de expe-
rimentacion. El resultado pudiera ser de utilidad para la toxicologia regulatoria, pues no se
dispone de normas vigentes para este tipo de evaluacion.
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Los alquil cianoacrilatos se han utili-
zado tradicionalmente como adhesivos del
tejido durante mds de 5 décadas en nume-
rosos tipos de intervenciones quirtrgicas,
aunque los fabricantes lo recomiendan so-
bre todo para cirugia estética. La tenden-
cia durante estos largos afios de experien-
cia ha sido aumentar el largo de la cadena
alquilica, prefiriéndose el n-butilo, isobutilo
y n-octilo por sus mejores resultados esté-
ticos y disminuir los riesgos de indole
toxicoldgica. '

En la actualidad se dispone de un pro-
ducto de fabricacion nacional, el tisuacryl,
que obtuvo el registro para uso en piel con
resultados similares a los andlogos interna-
cionales que emplean n-butilo en su compo-
sicion (Cafiizares ME. Tisuacryl, adhesivo
tisular. Tesis de Maestria en Bioquimica
Basica. Facultad de Biologia. Universidad
de La Habana, 1999).° Este producto ha sido
evaluado internamente mediante el uso de
diferentes técnicas bioldgicas que siguen
los patrones establecidos por las normas



internacionales para firmacos, implantables
o materiales estomatoldgicos; sin embar-
go, la caracteristica de ser un adhesivo
impone restricciones y medidas especiales
que hacen novedosas estas evaluaciones.

Un parametro establecido para garan-
tizar la calidad de los productos de la in-
dustria farmacéutica y de alimentos es co-
nocer si existen reacciones quimicas u otro
tipo de interaccion entre el contenido y el
recipiente que los contiene, incluidas sus
tapas, que pueda dafar o variar las propie-
dades del envase o terapéuticas del farma-
co, o introducir elementos toxicos a los pro-
ductos.® Las normativas para evaluar los
envases para equipos médicos no han sito
todavia aprobadas, por lo que no existen
regulaciones vigentes al respecto.

El presente trabajo constituye una pro-
puesta para resolver esta dificultad con
metodologias de facil desarrollo para esti-
mular su validacién. Se desarrollé un mé-
todo que permitié recoger diferentes infor-
maciones en un corto periodo de tiempo, el
cual incluye detecciéon de migrantes por
gravimetria, influencia del envase sobre la
adhesividad, deterioro del material de en-
vase o la aparicién de cuadros toxicos al
nivel del tejido seleccionado.

El objetivo es disponer de un método
aplicable al control de la calidad de los enva-
ses para este tipo particular de adhesivos de
uso farmacoldgico, sobre la base de las nor-
mativas existentes para el estudio de la
biodegradacion de equipos médicos.”

Este tipo de evaluacion es fundamental
cuando no se tienen conocimientos del com-
portamiento del envase frente al producto
que contendrd o en los casos que se cambie
el proveedor de los materiales de envase.

METODOS

En la tabla 1 se ofrecen los datos co-
merciales y la procedencia de los
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polietilenos evaluados como candidatos para
elaborar los envases para adhesivos.

TABLA 1. Diferentes polietilenos evaluados

Namero  Pais Denominacion

1 México PEAD 65050 (PADMEX)
2 USA PEBD EF-412 5M

3 México PEBD PEMEX 170 70L
4 USA PEAD CHERON 9412

5 USA PEAD hay-012

6 USA Formolene LH-012

7 USA PEBD DOW 7008

8 USA PEAD DOW plastics

9 México  PEBD Pemex 98 3200 351 loteM
10 México  PEAD Rigidex

—_
=

México  PEAD Cheron 60 R texas.

Ampolletas certificadas de paredes
neutras de vidrio blanco de primera clase
hidrolitica con ensayo de alcalinidad entre
5,8y 6,0, que fueron previamente evalua-
dos por diferentes ensayos preclinicos®y se
acepta como apropiado.

Se erosiond cada polietileno con una
lima para obtener muestras pulverizadas que
permitieran la evaluacion espectroscopica
infrarroja por la técnica de transmision y
se prepararon pastillas de KBr que conte-
nian entre 0,5 y 1 mg de muestra, las cua-
les se analizaron en un espectrofotémetro
FT/IR ATI NASSON en la zona compren-
dida entre 4 000 y 400 cm!. Para la evalua-
cion gravimétrica, las muestras se pesaron
previamente hasta la cuarta cifra en balan-
za analitica Sartorius Analytic A 120 de 4
cifras; se prepararon 6 réplicas para cada
muestra y cada una se colocd dentro de una
ampolleta de vidrio, se cubrieron con 2 mL
del adhesivo y se dejaron permanecer se-
lladas en frio (entre 4-8 °C) por espacio de
1 mes. Pasado este tiempo, las ampolletas
se abrieron, se extrajo la muestra de
polietileno, que se lav) exteriormente con
dietil acetona Merk pura para anlisis y se
secd con papel de filtro. Se pesé y seco en



desecadora de vacio a temperatura ambien-
te hasta peso constante.”:8

Para la evaluacién bioldgica se emplea-
ron 72 ratas Wistar machos de 200 g de
peso corporal procedentes del Centro Na-
cional para la Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB) con sus certifi-
cados de calidad y se mantuvieron durante
6 d en el vivario, cumpliéndose las normas
establecidas por la institucion, acerca del
cuidado y el uso de los animales de experi-
mentacion.

Se utilizaron 6 animales para cada tipo
de envases, conformandose 12 grupos, 11 ex-
perimentales y un grupo control. Previo
pesaje de los animales, se anestesiaron con
pentobarbital sdico a razén de 60 mg/kg
de peso por via intraperitoneal y se rasura-
ron en la region ventral del abdomen en un
area de 4 x 4 cm, desinfectandose la zona
con etanol 70 %.

Los animales fueron marcados con cui-
dado de forma individual con 4cido picrico
en regiones visibles para evitar confusio-
nes. A todos los grupos, se les practic6 una
incision en la piel en la linea media abdo-
minal de aproximadamente 3 cm de longi-
tud y se procedi6 de inmediato a cerrar la
herida utilizando para cada grupo el adhe-
sivo envasado en los diferentes polietilenos
a evaluar, desplazando por encima de los
bordes de la herida, la punta roma de un
agitador de vidrio disefiado al efecto des-
pués de su inmersion en cada adhesivo. Se
evaluaron a diario el estado general,
dehiscencias, infecciones de la herida y
cambios de conducta, por un periodo de 1
mes. Se midié la evolucion del aspecto
macroscopico de las heridas, adaptacién de
los bordes, resistencia a las infecciones o
formacion de edema o eritema. Al cabo de
este tiempo los animales fueron sacrifica-
dos por sobredosis de anestesia y se tom6
una muestra del tejido de la piel que se
conserv) en formol neutro 10 % para su

evaluacion histolgica. Se eximieron del
estudio bioldgico aquellos materiales que
presentaron hinchamiento en la evaluacion
quimica porque no tenian posibilidades como
candidatos para el envase.

Las muestras del tejido tratado se in-
cluyeron en parafina, se cortaron a 1 mm,
se colorearon con hematoxilina/eosina y se
analizaron al microscopio binocular de luz,
Olympus BH-2, con lente 100x. La técnica
de histomorfometria, para el examen de las
muestras, se llevo a cabo a ciegas por el
mismo anatomopat6logo.

RESULTADOS

En el estudio espectroscdpico se en-
contraron muy pocas sefiales. En todos los
polietilenos aparecia una sefial en 1 600 cm~
1, asi como una sefal en 2 900 cm™. En los
polietilenos marcados como 2, 9, 10y 11 se
encontr6 una sefial en 3 400 cm™. No se
encontraron otras sefiales indicativas de
otros grupos funcionales.

En cuanto al estudio gravimétrico,
como puede apreciarse en la tabla 2, en
todos los casos la t calculada resultd supe-
rior a la t critica para un error a de 5 %,
manifestdndose como hinchamiento o diso-
lucién del polimero en el liquido que cons-
tituye el producto.

La incorporacion de algin componente
del material de los envases al adhesivo re-
percuti6 en la adhesion del producto, lo cual
se reflej6 en la aparicion de dehiscencias
de las heridas. De todos los materiales es-
tudiados (tabla 1), solo se mantienen sella-
das las heridas de los animales tratados con
las muestras 2, 10 y el control.

La evaluacion macroscépica de las he-
ridas fue satisfactoria en los casos donde
no se produjeron dehiscencias. Los bordes
quedaron bien adaptados sin aparicién de
edemas, eritemas o infecciones en ninguno
de los casos. En la evaluacion histoldgica
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TABLA 2. Resultados del estudio gravimétrico del polietileno como material para el envase de tisuacryl. Cada muestra se refiere al promedio

entre 6 replicas, t crit. = 2,57 paraunerrorade 5 %

Muestra P, P, T de Student calculada Dehiscencia
de las heridas

1* 0,0485 + 0,008 0,0559 + 0,006 2,82 No procede
2 0,0571 + 0,004 0,0514 + 0,007 2,66 0

3 0,1009 + 0,003 0,0887 + 0,017 2,89 4

4 0,0504 + 0,006 0,0361 + 0,01 4,69 6

5 0,051 + 0,010 0,0370 + 0,018 2,81 4

6 0,0631 + 0,007 0,0546 + 0,007 3,37 4

7* 0,0846+ 0,008 0,1025 + 0,013 4,86 No procede
8* 0,0800 + 0,012 0,0913 + 0,009 3,13 No procede
9* 0,0638+ 0,003 0,0752 + 0,003 1.4 No procede
10 0,0569 + 0,003 0,0515 + 0,004 4,32 0

n* 0,0630 + 0,0006 0,0560 + 0,004 6,54 2

control - - - 0

*: materiales que presentaron hinchamiento, **: material semipolarizado en el envase, P,: peso de lamuestra, previo al experimento, P,: peso

de lamuestra, después del experimento.

no se encontraron dafios al tejido que in-
dicaran rechazo al material en la zona
evaluada.

DISCUSION

Las sefiales que se encontraron en el
IR son esperables en el material que se esta
evaluando. La sefial en 1 600 cm™ corres-
ponde a los grupos vinilo residuales de la
polimerizacién del polietileno y la sefial en
2 900 cm! es caracteristica de las vibra-
ciones de valencia de los enlaces carbono-
hidrégeno del esqueleto de la cadena car-
bonada. La sefal en 3 400 cm, tipica de la
frecuencia de estrechamiento -NH de
aminas puede deberse a los residuos incor-
porados del par amina-perdxido iniciador
de la polimerizacién radicalica, mediante
la cual se obtienen estos polimeros. No se
encontraron otras sefiales indicativas de
otros grupos funcionales presentes, por lo
que cualquier otro aditivo en los polietilenos
debe estar por debajo de 3 % en la muestra
y no se detecta por este método. Casual-
mente se encontrd que aquellos polietilenos
que no interfirieron con la adhesién, coin-
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ciden con los que presentan mayor concen-
tracién de amina en su composicion.

La evaluacién gravimétrica puso de
manifiesto la pérdida o ganancia del peso
de la muestra de polietileno en contacto con
el adhesivo, lo cual indic6 que algin com-
ponente del envase migr6 al adhesivo o que
el adhesivo penetra e hincha el envase. El
hinchamiento constituye una limitante im-
portante a considerar, porque refleja la fil-
tracién del producto a través de los poros
del envase con derrame de liquido al exte-
rior. Aunque la pérdida del peso también
pudiera llegar al extremo del deterioro a
largo plazo del envase utilizado, se prefiri6
continuar el estudio con estos materiales.
Este resultado es solo un aviso negativo,
pero no definitorio. Se hace necesario con-
feccionar un lote pequefio de envases para
verificar este pardmetro antes de tomar una
decisién definitiva en cuanto al uso o no de
estos 2 tipos de polietilenos como envases
del adhesivo.

En la evaluacién histolégica microsco-
pica no se manifestaron sintomas de toxici-
dad al nivel evaluado. La morfologia del
tejido tratado fue normal al nivel de la der-



mis, que es la zona de interés para un adhe-
sivo cutaneo. Aunque pudieran utilizarse los
polietilenos 2 y 10 para confeccionar los
envases, es indispensable continuar investi-
gando otros materiales poliméricos hasta
encontrar alguno donde no se detecte pérdi-
da de peso debido al contacto con el adhesi-
vo, ni afecte ninguno de los otros parametros
considerados.

Se concluy6 que la toxicologia
regulatoria para equipos médicos cuenta con
el juego de normas ISO 10993, pero no apa-
rece aprobada ain ninguna para la evalua-
cion de los envases, por lo que el presente
trabajo es una propuesta para salvar esta
deficiencia entre tanto se apruebe la nor-
mativa.

La metodologia seleccionada requiere
pocos recursos para su montaje, por lo que
puede aplicarse con facilidad en diferentes
laboratorios y permite evaluar los casos que

SUMMARY

cambie el proveedor del envase. Al incor-
porar el estudio histoldgico, no requiere de
gran nimero de animales de laboratorio para
obtener resultados confiables y permite en
una primera aproximacion si los envases son
utiles o no.

Hace posible resolver en un mismo
ensayo diferentes aspectos de importancia
practica, como son la deteccién de
migrantes, hinchamiento o degradacién del
envase, interferencias con la adhesion y
aparicion de sintomas primarios de toxici-
dad del tejido tratado, debido a la incorpo-
racion de los migrantes.

Se sugiere validar la metodologia para
utilizarla siempre que se cambien los pro-
veedores del envase, porque la metodologia
industrial para la obtencién de los polimeros
puede ser diferente, con el uso de diferen-
tes plastificantes u otros aditivos que pue-
dan modificar los resultados.

Analytical chemistry methods were unified by using infrared spectroscopy and gravimetric evaluation of the
materials before and after getting in touch with the adhesive. The results were statistically evaluated by analyzing
the variance and using the t student test. The experiment was availed to evaluate the adhesion and histotoxicity in
the treated tissue. The objective was to implement a sensitive and simple method to assess these interferences.
According to the results, these materials are not useful for the container, since they all present a significant weight
variation. It was concluded that the method is sensitive and adequate for further evaluations of other materials.
The use of interdisciplinary techniques in the same experiment allows to integrate results and obtain more
information with a minimum of lab animals. The result could be useful for the regulating toxicology, since there
are no standing norms for this type of evaluation.

Key words: Cyanoacrylates, adhesives, histotoxicity, and containers.
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