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1) Resumen

Introduccion: Las resinas acrilicas son utilizadas a menudo en los procedimientos de
restauracion indirecta y proétesis. Frecuentemente, son elaboradas a partir de Metil
Metacrilato (MMA), un compuesto quimico de formula CsHsO2 que presenta toxicidad
sobre distintos tipos celulares. Sin embargo, en el caso de células musculares
esqueléticas la literatura es escasa, pese a que estas células contractiles desempefien
funciones esenciales al movimiento. El propdésito de este estudio es determinar si el
MMA posee efecto citotoxico sobre células musculares esqueléticas, y por consiguiente
afecte la resistencia y fuerza muscular de roedores expuestos aguda y cronicamente al
compuesto.

Material y métodos: Cultivos primarios de fibras musculares esqueléticas del musculo
Flexor digitorum brevis (FDB) de raton fueron expuestos a diferentes concentraciones
de MMA en su forma liquida y sélida. La viabilidad celular se evalué a través del método
del bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiasolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) 2 horas post
tratamiento. Se utilizaron ratones Balb/C de 8 semanas, los cuales se sometieron a la
inhalacién aguda del compuesto durante 3 horas por 4 dias consecutivos. Y crénica,
bajo el mismo régimen, pero durante 4 semanas (28 dias). Tras cada protocolo, se
evaluo la resistencia y fuerza muscular de los ratones a través del Test de natacion
forzada con peso y el Test agarre de pantalla invertida, respectivamente.

Resultados: La adicion al cultivo de fibras musculares del MMA liquido a altas
concentraciones (10% v/v) produce una disminucion masiva de la viabilidad celular, que
alcanz6 un valor 4,0 + 4,1 %. Por otro lado, en su presentacion sodlida a una
concentracion de 9,4 mg/ml, se observé valores de 56 + 8,8 % de viabilidad celular. En
los roedores expuestos aguda y crénicamente a la inhalacion del vapor de MMA liquido,
se observd una disminucion tanto en la fuerza como la resistencia muscular, en
comparacion a los ratones controles (expuestos a agua).

Conclusiones: Los resultados sugieren que la exposicion al MMA (en su forma liquida
y solida), tiene un efecto tdxico y nocivo sobre el musculo esquelético tanto en cultivos
celulares como animales, esto se debe considerar durante su manipulacion, con el fin

de preservar la salud de la comunidad Odontoldgica.



2) Introduccion

Los materiales acrilicos son ampliamente usados en distintas areas desde
la industria textil hasta en las ciencias médicas. En medicina y odontologia, se
utilizan para protesis orales, ortopedia (cirugias de artroplastia), oftalmologia
(lentes intraoculares) y cirugia maxilofacial y plastica (Soykut etal., 2020).
Asimismo, existe un ritmo creciente en el desarrollo de nuevos materiales dentales
disponibles para su aplicacion en la clinica odontologica (Shahi et al., 2019). En
particular, el uso de los materiales restauradores basados en resinas
odontologicas se ha incrementado en el Ultimo tiempo, dadas las mejores
propiedades mecanicas que presentan y la notable resistencia al desgaste
(Ferracane, 2011). Esta amplia diversidad de materiales odontologicos ha llevado
a una mayor consciencia de los riesgos biolégicos y sus limitaciones (Shahi et al.,
2019), realzandose la importancia de tener en consideracion el concepto de
biocompatibilidad al momento de estudiar un biomaterial, término que se refiere a
la capacidad de un material de generar una respuesta apropiada en el huésped al

momento de ser aplicado (Gautam et al., 2012).

La biocompatibilidad de un biomaterial utilizado para la sustitucion o el
relleno de un tejido biolégico como los dientes, es un tema clinicamente relevante
y ha suscitado gran interés por parte de los profesionales, la comunidad cientifica,
y el publico (Schmalz & Galler, 2017). Por lo demas, el personal dental también
corre el riesgo de sufrir efectos adversos con algunos biomateriales. En efecto, en
algunos casos, los riesgos son mayores para el personal que para los pacientes
(Shahi et al., 2019). Por lo mismo, con el fin de proporcionar la informacién
completa sobre la biocompatibilidad de un material dental, existe un conjunto de
pruebas con diferentes puntos a investigar. Algunos de los criterios de prueba y
validacion son similares a los empleados con los materiales utilizados en otros
sitios del cuerpo (Kenneth, 2007), que incluyen la citotoxicidad (in vitro),

genotoxicidad/mutagenicidad (principalmente in vitro), reacciones locales



(animales experimentales o pruebas de simulacion in vitro) y sensibilizacion

(principalmente animales experimentales) (Schmalz & Galler, 2017).

Dado que los materiales dentales estan directamente en contacto con la
cavidad oral, es fundamental conocer a fondo la biocompatibilidad, la toxicidad y
las propiedades fisicoquimicas de los materiales utilizados en odontologia. Entre
ellos, se encuentran las resinas acrilicas, utilizadas con frecuencia en los
procedimientos de restauracion indirecta y protesis dentales (Cimpan MR et al.,
2000; Rakhshan, 2015; Shahi et al., 2019). Usualmente, estos materiales tienen
en su composicion Metil Metacrilato (MMA), un monémero de resina acrilica que
tiene una amplia variedad de aplicaciones dentales, médicas e industriales
(Leggat & Kedjarune, 2003). La exposicion a este material durante el estudio de la
carrera de Odontologia y en otros oficios como Laboratoristas Dentales es alta
(Aalto-Korte et al., 2007; Al-Saadi MA et al., 2019).

Considerando lo anterior, se han planteado preocupaciones sobre la
posible toxicidad del uso dental de MMA tanto para el paciente como para el
entorno en el lugar de trabajo (Leggat et al., 2009). Los pacientes también estan
expuestos al MMA emitido de algunos aparatos dentales vy, los efectos, al menos
in vitro, parecen toxicos para las células y pueden causar irritacion local de la
mucosa o incluso una reaccion alérgica (Aalto-Korte et al., 2007; Leggat &
Kedjarune, 2003). Asimismo, existen reportes en la literatura acerca de la
toxicidad del MMA en distintos tipos celulares tales como fibroblastos, monaocitos,
células endoteliales, entre otros (Dahl et al., 1994; Lai et al., 2004). Frente a ello,
se sugiere el empleo de técnicas para reducir la exposicion de los pacientes y
profesionales al MMA durante los procedimientos dentales, con la finalidad de
reducir los riesgos de posibles complicaciones (Leggat & Kedjarune, 2003).

Recientemente, se ha reportado como recomendacién optimizar la ventilacion de



la sala odontoldgica por parte del personal dental para evitar el contacto directo
con MMA (Bandarra et al., 2019).

En este estudio se propone un disefio experimental para evaluar la
citotoxicidad del MMA tanto in vitro como in vivo, en células musculares de raton,
a fin de obtener evidencia empirica que entregue nuevos hallazgos sobre los
riesgos para la salud que pueda significar el uso clinico sobre este tejido, cuya
funcion es esencial para el desempefio de la profesion, que requiere de destrezas

motoras avanzadas.

3) Marco tedrico:

3.1 Metil Metacrilato: usos y aplicaciones en Odontologia

Normalmente, los materiales sintéticos empleados en la elaboracion de
protesis dentales, estdn compuestos no por un Unico elemento, sino por
multiplicidad de componentes diversos entre si. Dentro de los materiales acrilicos
el méas usado es el MMA, el cual se aplica comunmente a la odontologia
protésica, como las protesis removibles, las restauraciones provisionales de
coronas y puentes, dientes artificiales, la fabricacion de cubetas de impresién
protésicas, aparatos ortopédicos maxilares, entre otros usos (Al-Saadi MA et al.,
2019; Chen MS et al., 1998; Gratton & Aquilino, 2004; Morais et al., 2007).

A pesar de la reduccion de la incidencia del edentulismo a nivel global, se
ha mantenido el uso protesis dentales removibles, las cuales satisfacen las
necesidades sociales y fisiolégicas minimas de los pacientes. El material
convencional mas utilizado para la fabricacion de estas prétesis son las resinas de
MMA (Anadioti et al., 2020; Felton, 2016). Estas poseen propiedades generales
satisfactorias, pues incluyen alta resistencia a la flexion, ajuste marginal
aceptable, potencial para mejorar y mantener el pulido, apariencia natural,
durabilidad, y baja absorcion en fluidos orales, ausencia de sabor y olor (Gratton &
Aquilino, 2004; Morais etal., 2007; Young etal., 2001). Sin embargo, la
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contraccion de la polimerizacion, la reaccion de polimerizacidn exotérmica y la
irritacion asociada al monémero son algunas de las desventajas del material
(Young et al., 2001). A pesar de estas desventajas, el alto uso de las resinas de
MMA se debe a su facil manipulacion y reparacion, su bajo costo, buena
estabilidad del color y estética aceptable (Gad etal., 2017; Tapia Silva et al.,
2010; Young et al., 2001).

3.2 Metil Metacrilato: composicidn y caracteristicas

El MMA es el mondmero que se utiliza para la fabricacion del Polimetil
Metacrilato (PMMA) y fue inventado en 1877 (Rakhshan, 2015). La primera
aplicacion de esta resina en odontologia fue en la fabricacion de las bases de
prétesis completas en 1937 (Heying, 2009; Rakhshan, 2015). Gracias a sus
cualidades de biocompatibilidad, fiabilidad, relativa facilidad de manipulacion y
baja toxicidad, pronto fue incorporada por muchas especialidades médicas
(Soykut et al., 2020). Desde su introduccién hasta la actualidad los PMMA se
convirtieron rapidamente en el material mas utilizado de uso protésico (Azhar
et al., 2013; Rakhshan, 2015).

La composicion quimica del MMA corresponde a la férmula CsHsO2. A

continuacion, en la Tabla | se presentan las propiedades quimicas del MMA

(Centers for Disease Control and Prevention, 2007; Leggat & Kedjarune, 2003).
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Propiedad Descripcion

Nombre Quimico 2-Metil-2-acido propenoico, metilo de éster.
IUPAC Nomenclatura 2-metil, propenoato de metilo
Sinénimos Mondmero de metacrilato, éster metilico del

acido metacrilico, 2-metil-2-propenoato de

metilo
Abreviacion MMA
Punto de Ebullicion 100-101°C
Punto de Fusion -48°C
Punto de Inflamabilidad 11°C

La estructura y reaccion de polimerizacion del MMA para obtener

polimetilmetacrilato se muestran en la Figura 1 (Janda, 2009).

lli} CH, CH,
| + Iniciador
H,C C—C—0OCH, + etc = — —CH C—1—CH, C
e | L Polimerizacion - n £
CH, C =0
H,CO O Q OCH,
Metilmetacrilato Polimetilmetacrilato

Figura 1. Polimerizacién del metilmetacrilato para obtener polimetilmetacrilato.

Existen tres mecanismos de activacion de la polimerizacion del MMA:
activacion por calor, activacion quimica y activacion por luz (Alla etal., 2015;
Janda, 2009). Para cada uno de estos mecanismos, se debe utilizar una
presentacion comercial especifica. Para efectos de este trabajo, nos enfocamos
en estudiar el mecanismo de activacion quimica, al ser el método mas utilizado
por los estudiantes de Odontologia de la Universidad de Chile. Al respecto, los
materiales de resina que se polimerizan por activacion quimica se denominan
resinas de curado quimico o auto-curado (Anusavice et al., 2003). En este tipo de
resinas la reaccién de polimerizacion es iniciada por un activador quimico y se

completa a temperatura ambiente (Alla et al., 2015). La polimerizacién de las
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resinas de curado quimico nunca es completa, resultando en una composicion de
un 3 a 5% de mondmero residual, a diferencia del 0,2-0,5% de las resinas de
curado por calor. EI monémero residual puede ser liberado a la dentadura e irritar
los tejidos orales, generando diversas reacciones adversas (Alla etal., 2015;
Bahrani et al., 2012; de Andrade Lima Chaves et al., 2012).

La reaccion de polimerizacion del PMMA es exotérmica e involucra dos
reactivos: el polvo y el liquido. El polvo esta compuesto de perlas de polimetilo de
metacrilato (PMMA), puesto que se trata del constituyente principal, junto con
colorantes y peroxido de dibenzoilo. Por una parte, las perlas de PMMA sirven
como componentes estructurales en la resina polimerizada y los colorantes
simulan la pigmentacion de la base de protesis o de resina temporal de corona.
Por otra parte, el peroxido de dibenzoilo sirve como iniciador para la
polimerizacion. La parte liquida contiene mayoritariamente MMA (mondmero),
ademas de glicol dimetacrilato e hidroquinona. EI monémero de MMA es un
liqguido con las siguientes caracteristicas: incoloro, volatil a temperatura ambiente,
irritante, aromatico e inflamable (Chen MS et al., 1998; Leggat et al., 2009). El
MMA proporciona las bases para polimerizacién, mientras que la GDMA sirve
como agente de union. La hidroquinona es afiadida como inhibidor para prevenir

polimerizacion espontanea del liquido (Leggat & Kedjarune, 2003).

3.3Citotoxicidad del Metil Metacrilato

Varios estudios han investigado la citotoxicidad de este compuesto, en
diferentes lineas celulares (Leggat & Kedjarune, 2003). Dahl y colaboradores en
1994, reporta una citotoxicidad en monocitos, granulocitos y células endoteliales
(Dahl et al., 1994). Es mas, varios autores sugieren citotoxicidad de fibroblastos
de distintos tejidos (Bandarra et al., 2019; Cimpan etal.,, 2000; Sreekumar &
Pradeep, 2012). Lo interesante es que también se ha reportado citotoxicidad en
células de la cavidad oral, como son las células epiteliales, células de la pulpa

dental, y fibroblastos del ligamento periodontal (Cimpan et al.,, 2000; Gautam
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et al., 2012; Lai et al., 2004).

En el afio 2000, Cimpan y colaboradores reportdé un aumento de la
apoptosis y/o necrosis en la linea celular promonocitica del linfoma histiocitico
humano U-937, sugiriendo que los compuestos emitidos a partir de las resinas
usadas en protesis a base de PMMA activan vias de sefializacion involucradas en
la regulacion de la muerte celular (Cimpan et al., 2000). En este mismo estudio,
los autores reportaron que los niveles de apoptosis y necrosis reflejan el grado de
citotoxicidad de la base de protesis basada en PMMA. En otra investigacion,
demostraron que los fibroblastos expuestos a PMMA mueren principalmente por
apoptosis y en menor proporcion por necrosis (Cimpan etal., 2000).
Contrariamente, en el afio 2004, Lai y colaboradores expusieron que la mayoria
de las células gingivales y del ligamento periodontal tratadas con MMA, murieron
por necrosis, mientras que una pequefia parte de las células murié por apoptosis,
donde sefialan que podria deberse al uso de distintos cultivos celulares y

componentes de las resinas utilizadas (Lai et al., 2004).

Se ha reportado que la generacion de cantidades excesivas de especies
reactivas de oxigeno (ROS) causa efectos biolégicos adversos, no sélo al dafiar
directamente los componentes celulares, sino también al regular indirectamente
las vias de sefalizacion que inducen a la muerte celular (Yamada et al., 2009).
Algunos trabajos han demostrado que los monémeros de MMA reducen los
niveles del glutation (GSH), el principal antioxidante endogeno, encargado de
proteger las estructuras celulares del dafio causado por ROS, contribuyendo asi a
la toxicidad, debido a que el aumento de los niveles de ROS puede activar las vias
de sefializacién que conducen a la apoptosis (Aradjo et al., 2013; Aydin et al.,
2002). En cambio, en el estudio de Soykut y colaboradores del 2017, uno de los
hallazgos mas llamativos fue un aumento de los niveles de GSH de los técnicos
dentales de unas tres veces en comparacion con los controles. Segun los

resultados de este estudio, el organismo puede desarrollar una respuesta
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adaptativa para contrarrestar esta condicion de estrés oxidativo (Soykut et al.,
2017).

En base a lo anterior, Bandarra y colaboradores en 2019, sefial6 que el
MMA ha mostrado toxicidad en cultivos de neuronas humanas en un mecanismo
aparentemente mediado por la formacion de radicales libres (Bandarra et al.,
2019). En el estudio de Chen y colaboradores (1998) se indicé que el superoxido
y/u otros radicales libres fueron, al menos parcialmente, responsables del dafio
neuronal inducido por el MMA en las neuronas corticales primarias (Chen MS
et al.,, 1998). Tempranamente, se ha reportado una disminucion de la actividad
locomotora y efectos sobre el aprendizaje y comportamiento en ratas expuestas
por via oral a este compuesto, donde el efecto del MMA sobre las aminas

biogenicas tiene correlacion con los cambios conductuales (Husain et al., 1985).

Cabe sefialar que la estructura quimica que comparten tanto el PMMA y el
MMA puede reaccionar con nucleéfilos como el GSH, el ADN y las proteinas,
siendo similares los mecanismos de toxicidad de los distintos derivados del
metacrilato (Soykut et al., 2020). Las diferentes pruebas experimentales que
miden la citotoxicidad varian considerablemente, sin embargo, indican cambios
inducidos por el MMA en las estructuras celulares basicas, como la integridad de
la membrana celular y en las funciones celulares, como actividades enzimaticas o
sintesis de macromoléculas (Gautam et al., 2012; Sreekumar & Pradeep, 2012).
Por lo demas, algunos estudios evidencian que la exposicion aguda a los vapores

de MMA puede desencadenar dafio cromosomico (Araujo et al., 2013).

Por ultimo, si bien existen reportes del efecto citotoxico del MMA, es
importante evaluar la potencial induccion de muerte en diferentes lineas celulares
excitables, considerando que diferentes tipos de células pueden exhibir un amplio
espectro de respuestas al mismo estimulo toxico en funcion de la susceptibilidad,

la cinética del efecto toxico o el modo de muerte celular (Cimpan et al., 2000).
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3.4Células musculares esqueléticas

Las células musculares pueden excitarse por medios quimicos, eléctricos y
mecanicos para producir un potencial de accion que se transmite a lo largo de sus
membranas celulares. En este sentido, la propiedad fisiologica fundamental de las
células musculares es que responden a estimulos mediante la activacion de un

mecanismo contractil (Barret, 2016).

El musculo esquelético representa aproximadamente 40% del peso
corporal y es fundamental para la locomocion, movimiento, apoyo y la salud
metabdlica (Brook etal., 2016; Chal & Pourquié, 2017). Los musculos
esqueléticos pueden ser controlados voluntariamente por el organismo (Chal &
Pourquié, 2017). Desde un punto de vista mecéanico, la funcion principal del
muasculo esquelético es convertir energia quimica en energia mecanica para
generar fuerza, poder mantener la postura y producir un movimiento que influye
en la actividad, permitiendo la participaciéon en actividades sociales y entornos
ocupacionales, manteniendo o mejorando la salud, y contribuyendo a la
independencia funcional (Frontera & Ochala, 2015). La fuerza generada por un
musculo depende de muchos factores que incluyen el grado de activacion por
parte del sistema nervioso, su arquitectura, el tamafio del musculo, entre otros
(Frontera & Ochala, 2015).

Con respecto a la citotoxicidad del MMA en células musculares
esqueléticas, el unico estudio reportado hasta la fecha corresponde al articulo de
Martin y colaboradores en 1981, el que indagd los efectos sobre el musculo
esquelético de anfibios a partir de la inhalacién del vapor de MMA. En efecto, se
indica en este estudio que una inhalacion de vapor de MMA a una concentracion

de 2000 ppm puede alcanzar una concentracién en la sangre que es suficiente
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para alterar el rendimiento de los musculos esqueléticos de los anfibios (Martin
et al., 1981).

Por otro lado, existen reportes del MMA en los otros tipos de muasculo, por
ejemplo, sobre el muasculo liso vascular, donde se han observado sus efectos
hipotensores a través de diferentes mecanismos, como la liberacion de Oxido
nitrico y prostanoide(s)/prostaciclina, y la activacion de los canales Katp (Abebe
etal.,, 2016; Karlsson etal., 1995; Maddux et al.,, 2002). Mientras que en el
muasculo cardiaco, se sugiere que el MMA ejerce una inhibicion directa de la
captacion de Ca*? del reticulo sarcoplasmico del cardiomiocito, de forma dosis
dependiente, generando como consecuencia una menor fuerza contractil (Kim
et al., 2003).

A pesar de que el MMA no estd en contacto directo con las células
musculares, como otros tejidos de la cavidad oral, es importante estudiar y
analizar el efecto sobre estas células excitables, asi como en modelos animales,
dado que el musculo esquelético es fundamental para la destreza motora
requerida por los odontdlogos. Ademas, el tejido forma parte del sistema

masticatorio, cuya funcion es vital para la salud y bien estar del paciente.

3.5Efectos sistémicos y manejo del compuesto

Los efectos adversos de cualquier material que entre en contacto con el
cuerpo humano pueden ser tanto locales como sistémicos (Restrepo Ospina &
Ardila Medina, 2010). En relacion al segundo, los efectos sistémicos de los
materiales dentales dependen de la distribucion de sustancias liberadas por los
mismos. Estas Ultimas pueden entrar al organismo mediante la ingestion vy
absorcion en el intestino, la inhalacion de vapores, la difusién a través del 4pice
del diente o la absorcion a través de la mucosa oral. En cuanto a la respuesta
bioldgica sistémica, ésta depende de tres factores: el grado de disolucién en el
cuerpo (duracién y concentracion de la exposicién), la via de exposicion (venosa,
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respiratoria, dérmica, oral) y la tasa de excrecidn de la sustancia (Anusavice et al.,
2003; Restrepo Ospina & Ardila Medina, 2010).

En Medicina y Odontologia, la principal via de exposicién profesional es la
respiratoria, ocurrida a través de la inhalacién del compuesto (Aydin et al., 2002;
Parizi et al., 2005). De acuerdo a la literatura, el MMA se metaboliza rapidamente
en ratas in vivo por hidrélisis a acido metacrilico (MAA), mediada por la enzima
carboxilesterasa y, en ultima instancia, a dioxido de carbono (Bratt & Hathway,
1977; Mainwaring et al., 2001), siendo el acido metacrilico un agente irritante y
guimicamente corrosivo para los tejidos (Mainwaring et al., 2001; Parizi et al.,
2005). En distintos estudios se postulan dos posibles vias del metabolismo del
MAA: |la primera, que puede ser similar a la ruta de la metabolizacién de la valina,
donde puede ser metabolizado a L-malato y en pasos posteriores a COz2, y la
segunda, por la via de los epoxidos, donde el MAA puede metabolizarse en
piruvato y posteriormente a CO2 (Bratt & Hathway, 1977; Durner et al., 2010; Seiss
et al., 2009). Se ha sefialado que este metabolismo localizado en el tejido nasal
conduce a la acumulacion de MAA en el mismo, lo que podria inducir la
degeneracion del tejido si alcanza una concentracion suficientemente alta
(Pemberton et al., 2013). Por su parte, las carboxilesterasas, miembros de la clase
de proteinas esterasas, estan ampliamente distribuidas por todo el cuerpo y se
localizan en el lumen del reticulo endoplasmico, catalizando la escision de ésteres
carboxilicos en el correspondiente alcohol y acido carboxilico (Redinbo & Potter,
2005; Wang et al., 2017). Las carboxilesterasas se expresan principalmente en los
tejidos que mantienen una funcidbn de barrera y que probablemente estén
expuestos a xenobiéticos®; esto incluye los epitelios del pulmén y del intestino, el
higado, el rifidn, la piel, la sangre y el tracto gastrointestinal (Hatfield et al., 2016;
Pemberton etal., 2013). En la Figura 2 se presenta un esquema de la ruta

metabdlica propuesta a partir de la literatura existente.

1 Xenobidtico: término genérico que se asigna a sustancias quimicas a las que esta expuesto un
organismo y que son extrinsecas al metabolismo normal de ese organismo (Croom, 2012).
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Figura 2. Ruta metabdlica del Metil Metacrilato.

Debido a su rapido metabolismo, la medicion del MMA y sus metabolitos es
dificil de detectar en la sangre y en la orina (Soykut et al., 2020). EI MMA que se
ha detectado en el suero, ha sido de pacientes sometidos a reemplazos
articulares totales (Homlar et al., 2013). So6lo un estudio en animales detect6 con
éxito el MMA en el suero tras una exposicion por inhalacion, al exponer grupos de
cuatro ratas macho a aire que contenia 100 ppm de MMA. La concentracién de
MMA fue determinada por cromatografia de gases y resulté ser de 11,14 + 1,05
mg % en la sangre (Homlar et al., 2013). El estudio de Crout y colaboradores
(1979) midieron los niveles plasmaticos del MMA a partir de pacientes que fueron
sometidos a una artroplastia de caderas utilizando cemento de PMMA. En esta
investigacion, se llegd a la conclusion que los niveles plasméaticos de MMA eran
seguidos de cerca por el perfil de niveles plasméticos de MAA, detectandose
ambos en cantidades significativas en la sangre circulante de cuatro pacientes y
MMA en la sangre de los otros cuatro pacientes. La mayoria de las medidas de
concentraciones de los dos compuestos se encontraban en el rango de 0-1,5
pg/cc, aunque el nivel mas alto medido de MMA fue de 15,1 pg/cc y del MAA fue
de 6,1 pg/cc (G. Crout et al., 1979). Por otra parte, se sugiere que el monémero
residual para entrar al sistema circulatorio debe atravesar la mucosa oral y los
tejidos subyacentes, estas barreras disminuyen significativamente el volumen de
mondmero que llega al torrente sanguineo, donde se estima que la vida media del
MMA en la sangre circulante es de 20 a 40 minutos (Anusavice et al., 2003). Con
respecto a las vias de excrecion del MMA, se demostro que hasta el 65% se
expira como CO2 en 2 horas, asi como también se menciona que los metabolitos

intermedios pueden excretarse en la orina (Bratt & Hathway, 1977).
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Los cirujanos y el personal de odontologia estan ocupacionalmente
expuestos casi a diario a este compuesto, la mayoria de ellos no son conscientes
que el vapor del monémero es conocido por su efectos nocivos en la salud,
especialmente, cuando se usa frecuentemente en areas con escasa ventilacion
(Al-Saadi MA et al., 2019; Aydin et al., 2002). Dentro de los efectos mencionados,
podemos identificar la irritacion de la piel, los ojos y las membranas mucosas del
tracto respiratorio, dermatitis, estomatitis y neuropatia (Al-Saadi MA et al., 2019;
Aydin et al., 2002; Donaghy et al., 1991; Sadoh et al., 1999). Al respecto, otros
estudios han evaluado los dafios en las vias respiratorias, especificamente, en la
cavidad nasal, e informan de inflamacion, atrofia glandular, hiperplasia focal de las
células basales y metaplasia escamosa del epitelio de la cavidad nasal
(Mainwaring et al., 2001; Parizi et al., 2005).

Por lo demas, se ha reportado que el personal dental, como los dentistas,
los asistentes dentales, los rehabilitadores orales, tienen un alto riesgo de
sensibilizacion alérgica al MMA y otros acrilicos, sobre todo, en el personal técnico
dental (Aalto-Korte et al., 2007; Al-Saadi MA et al., 2019; Sasseville, 2012). En la
revision de Sasseville (2012), plantean varios informes y series de casos que han
documentado dermatitis de contacto alérgica ocupacional por MMA y otros
compuestos, la que afecta principalmente a la pulpa de los dedos, y es
caracterizada por descamacion y fisuras dolorosas que puede llegar a ser
incapacitante. En este mismo estudio se ha reportado también estomatitis alérgica
de contacto y dermatitis perioral en pacientes debido al uso de este compuesto en

reparaciones de protesis dentales (Sasseville, 2012).

Dado que el MMA se considera generalmente de baja toxicidad, las normas
de exposicion profesional para los niveles de vapor aceptables en el lugar de
trabajo se han establecido histéricamente con respecto a la tolerancia de los
trabajadores a la irritacion aguda de las vias respiratorias superiores (Pemberton

et al., 2013). Existen diversas normas internacionales que establecen limites de
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exposicion laboral para el MMA, por ejemplo, el Cddigo de Seguridad y Salud
Laboral de Brasil establecidé la media de 8 horas permitidas a la exposicion de
MMA a 100 ppm (Araujo et al., 2013). En Suecia, el valor para el MMA es de 200
mg/m*® basado en los efectos irritantes (Hagberg et al., 2005). Los limites de
exposicion recomendados por el National Institute for Occupational Safety
(NIOSH) indica una concentracion de 100 ppm de MMA, considerando una media
ponderada en el tiempo para una jornada laboral de hasta 10 horas durante una

semana laboral de 40 horas (Centers for Disease Control and Prevention, 2007).

Los efectos sefialados hasta ahora han demostrado ser lo suficientemente
nocivos para dentistas y otros miembros del personal dental, como para
asegurarse de tomar medidas que tiendan a evitar el contacto directo con el
monomero, como es la inhalacibn del vapor de MMA o manipulacion sin
proteccion (Aalto-Korte et al., 2007; Leggat & Kedjarune, 2003). Es importante
mencionar que los estudiantes de odontologia estan expuestos a MMA de forma
aguda en determinados periodos durante la formaciéon de pregrado. Dado que la
concentracion de su vapor no puede ser estimada con exactitud, los estudiantes y
también la comunidad odontolégica son usuarios secundarios con una gran
probabilidad de desarrollo de algun tipo de hipersensibilidad (Al-Saadi MA et al.,
2019). Por estas razones, se sugiere que una buena ventilacion en el lugar de
trabajo puede reducir el nivel de exposicibn ocupacional para el personal de
odontologia (Aalto-Korte et al., 2007). En consecuencia, se han establecido
multiples medidas para disminuir el contacto con MMA, entre ellas, se destacan
guantes, mascarillas y ventilacion adecuada, no obstante, esto todavia no es
suficiente para limitar la exposicion al MMA y detener su inhalacion (Al-Saadi MA
etal.,, 2019; Leggat et al.,, 2009). En la literatura, ademas se destaca que el
monomero de MMA es capaz de permear los guantes en tres minutos, sugiriendo
una correcta seleccién de guantes en cuanto a material y grosor, ademas de un
recambio frecuente al momento del contacto con el monémero (Lonnroth et al.,
2003). De igual forma, se hace indispensable poder establecer medidas minimas

necesarias para reducir la exposicibn a este compuesto. En la Tabla Il se

21



muestran algunas de las posibles medidas a considerar (Leggat & Kedjarune,
2003).

Tabla Il: Posibles medidas para reducir la exposicién al monémero de MMA

en el lugar de trabajo dental (Cooley modificado por Leggat)

Aumentar la conciencia entre el personal dental sobre los riesgos asociados al
uso del MMA

Asegurar una buena ventilacion en la clinica dental

Uso apropiado de proteccién ocular

Uso apropiado de guantes

Eliminacién rapida de cualquier derrame del monémero

Limpiar el monémero del exterior del contenedor

Higiene general de la clinica dental o del laboratorio

No exponer el monémero al fuego

Limpieza o lavado inmediato de las areas afectadas como la piel

Existen otros factores que influyen en la citotoxicidad de los materiales de
base acrilica, entre ellos, la relacidbn polimero: mondémero, el tiempo de
almacenamiento del material e inmersién en agua. Cuanto menor sea la relacion
polimero: mondémero, mayor serd la cantidad de mondmero residual y, por lo
tanto, mas potencial citotéxico (Alla etal., 2015). A su vez, el tiempo de
almacenamiento es otra caracteristica que juega un papel importante, donde el
efecto citotoxico de las resinas acrilicas era mayor en las primeras 24 horas
posterior a la polimerizacién y disminuia con el tiempo (Janaina Habib et al.,
2003). Con respecto a la inmersién en agua, los autores concluyeron que cuanto
mas tiempo se empapa en agua una proétesis, menos efecto citotoxico tiene la
prétesis. Al respecto, se sugiere que la disminucion de la cantidad de monémero
residual después de este procedimiento puede deberse a una polimerizacion

complementaria (Janaina Habib et al., 2003; Lefebvre et al., 1994).
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Por su amplio uso y manipulacion en el area odontoldgica y en vista de las
complicaciones y controversias anteriores en relacion al MMA, se hace
imprescindible investigar a fondo la biocompatibilidad de este material con la
finalidad de establecer un adecuado y seguro manejo de este compuesto (Gautam
et al., 2012; Sreekumar & Pradeep, 2012).

A la luz de estos antecedentes, resulta pertinente analizar el efecto de este
compuesto sobre el tejido muscular, puesto que es un territorio escasamente
investigado, cuya funcion es esencial para las habilidades motoras requeridas por
los profesionales de la odontologia, y que ademéas es parte del sistema
masticatorio.
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4) Hipotesis y Objetivos:
4.1 Hipétesis.
Metil Metacrilato, en sus dos formas de presentacion, monomero y
polimero, produce toxicidad en cultivos de células del masculo esquelético de

ratén y disminuye la funcion muscular en roedores expuestos a la inhalacion del

compuesto liquido.

4.2 Objetivo General.

Evaluar si el Metil Metacrilato en sus dos formas de presentacion,
monomero y polimero, ejerce efecto citotoxico sobre los cultivos primarios
celulares de musculo esquelético de raton, y evaluar el efecto sobre la fuerza y
resistencia muscular en roedores expuestos a la inhalacion aguda y crénica de

este compuesto.

4.3 Objetivos Especificos.

1. Evaluar in vitro la viabilidad celular de cultivos primarios de musculo esquelético
ante la exposicion de diferentes concentraciones de MMA en sus dos formas de
presentacion.

2. Determinar los efectos in vivo de la inhalacion del Metil Metacrilato aguda o

cronica en la fuerza y resistencia muscular de roedores.
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5) Materiales y Métodos:
5.1 Reactivos.

Los reactivos que se utilizaran durante el desarrollo de este trabajo fueron
proporcionados por el Laboratorio de la Dra. Paola Llanos (Laboratorio de
Metabolismo Muscular; con financiamiento aportado por el Proyecto FONDECYT
1190406, ANID-CHILE). Todos los reactivos aplicados en este estudio son de
grado analitico. El Metil Metacrilato fue adquirido en la tienda dental Clandent,
utilizandose la marca Marche®, Felix Martin y Cia Ltda., cuya eleccion se justifica
al ser la marca comercial mas ampliamente utilizada en las practicas de la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

5.2 Consideraciones Bioéticas y de Biosequridad.

Los animales fueron utilizados de acuerdo al protocolo de uso y cuidado de
animales CBA 1197 FMUCH aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile. La investigacion cumplié
con los requerimientos basicos de bioseguridad para ser desarrollado, y se
adecula a las exigencias establecidas por los manuales: CONICYT Bioseguridad,
primera edicién, 1994, Manual de Normas de Bioseguridad, segunda edicion,
2008, Centro de Control y Prevencion de Enfermedades, CDC, y el Manual de
Bioseguridad en Laboratorios, Organizacion Mundial de la Salud OMS, Ginebra
2005.

5.3Tipo de estudio, Poblacion y seleccidén de la muestra.

Estudio experimental in vitro e in vivo. La poblacién que participé en este estudio
corresponden a células musculares esqueléticas aisladas desde modelos
experimentales de roedores. La muestra del estudio fueron cultivos celulares
primarios de fibras musculares de raton. Los ratones machos Balb/C de ocho
semanas se obtuvieron del Animal Facility de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile.
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5.4 Cultivo de fibra muscular a partir del musculo FDB.

Fibras musculares adultas aisladas desde el Flexor digitor brevis (FDB), las cuales
fueron obtenidas por digestion enzimética del musculo completo de ratén, tal y
como ha sido reportado por Llanos y colaboradores, 2015 (Llanos et al., 2015).
Brevemente, el musculo completo fue disectado e incubado con 450-500
unidades/ml de colagenasa tipo 2 (Worthington Biochemical, Lakewood, NJ, USA)
por 90 min a 37°C. Posteriormente, el musculo fue disociado mecénicamente con
pipetas Pasteur de diferentes didmetros hasta obtener fibras Unicas. Las fibras
aisladas fueron sembradas en cubreobjetos pre-tratados con gel ECM (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) en medio de cultivo (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium — DMEM, 10% suero de caballo y 1% penicilina/estreptomicina, Gibco,

Grand Island, NY, USA) hasta el dia siguiente que se realizan las pruebas.

5.5Ratones.

En el estudio se utilizaron dieciséis ratones macho de la cepa Balb/C de ocho
semanas, quienes contaban con un peso que oscilaba entre 25 y 35 gramos. Este
tamafio muestral de n=8 para el andlisis de la viabilidad se basa en estudios
reportados previamente por Kinoshita 2019; n=8 (Kinoshita et al., 2019), para
analisis de inhalacion del compuesto MMA como fue reportado por Araujo 2013
donde se determind el numero necesario para evaluar diferencia entre la
condicién control y expuestos a MMA. Se mantuvieron en un ciclo de luz y
oscuridad de 12:12 con acceso ilimitado a la comida estandar para roedores y
agua en un ambiente a una temperatura de 21°C + 2°C. Los ratones utilizados en
este estudio provienen del Bioterio del Campus Norte de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile, bajo el Proyecto FONDECYT 1190406, ANID-CHILE.
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5.6 Mediciéon de viabilidad celular.

Los cultivos celulares primarios de fibras musculares esqueléticas aisladas desde
el musculo FDB de ratén fueron expuestos durante dos horas, a diferentes
concentraciones del compuesto Metil Metacrilato, en sus dos presentaciones
liquido y sélido, tal y como se detalla a continuacion:

e MMA presentacion liquido: Los cultivos celulares musculares fueron
expuestos a diferentes concentraciones del mondmero de
autopolimerizacion liquido de MMA (1; 2,5; 5y 10% v/v) en el medio de
cultivo, (Marche®, Felix Martin y Cia Ltda) por un periodo de incubacion de
2 h.

e MMA presentacion soélido: Los cultivos celulares musculares fueron
expuestos a diferentes concentraciones del acrilico rosado de
autopolimerizacion veteado solido de MMA (9,4; 18,8; 32,5y 75 mg/ml) en
el medio de cultivo, (Marche®, Felix Martin y Cia Ltda) por un periodo de

incubacién de 2 h.

La viabilidad celular fue evaluada por método del bromuro de 3-(4,5-dimetil-
2-tiasolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Bandarra etal., 2019). ElI ensayo
colorimétrico MTT es un método sensible, cuantitativo y seguro que mide el
metabolismo celular. Este se basa en la reduccion de la sal de MTT de color
amarillo, realizada por enzimas oxidorreductasas, mitocondriales y citosolicas
capaces de metabolizar el MTT a su forma insoluble de color azul o cristales de
formazan, permitiendo de esta forma determinar la viabilidad de las células
tratadas. Dado que la cantidad de formazan producida es presumiblemente
directamente proporcional al numero de células vivas (Bahuguna et al., 2017; Riss
et al., 2013), se sembraron las células musculares en una placa de 96 pocillos de
una densidad de 1x10° células/pocillo, durante 12 horas a 37°C en una
incubadora al 5% CO2. Brevemente, las células se trataron con distintas
concentraciones del compuesto MMA durante dos horas a 37°C en una

incubadora al 5% CO:2. Posteriormente, el sustrato del MTT se prepar0 en una
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solucion fisiologicamente equilibrada, afadiéndose a las células en cultivo,
normalmente, a una concentracion final de 0,2 - 0,5 mg/ml e, incubandose durante
dos horas. Una vez transcurrido ese periodo de tiempo, se aspird6 el MTT
cuidadosamente de las placas con células, donde la cantidad de formazan fue
directamente proporcional al nimero de células viables. Se midi6 registrando los
cambios en la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm mediante un
espectrofotometro de lectura de placa. EI MTT fue expresado como porcentaje de
viabilidad celular con respecto al control. Por ultimo, se utilizd Metanol (MeOH)

como control positivo de muerte (Kruse, 2012; McMartin et al., 2016).

5.7Medicion de la resistencia y fuerza muscular.

Se expuso a los ratones a la inhalacion del compuesto MMA de forma aguda y
cronica, segun se detalla a continuacion:
e Exposicion aguda: Los ratones fueron expuestos a la inhalaciéon de Metil
Metacrilato durante 3 horas por 4 dias consecutivos.
e Exposicion cronica: Los ratones fueron expuestos a la inhalacion de Metil
Metacrilato durante 3 horas por 4 dias consecutivos a la semana, durante

un periodo de 4 semanas.

Para ello, se utilizaron caracteristicas similares al estudio de Araujo (2013),
donde en la jaula se sujeté un vaso precipitado con 20 ml de MMA liquido con una
tapa perforada, cada perforacién de 1 cm de didmetro, que permitié el paso del
vapor del MMA. Para los ratones controles se utilizé el vapor de agua como
control, se consideraron ambientes separados para las jaulas de los ratones
controles y de los expuestos para evitar asi la filtracion del vapor del MMA que
pudiese contaminar a los ratones controles. Los operadores se protegieron a la
inhalacion del MMA con el uso adecuado de mascarilla, sala ventilada y uso de
guantes. EI MTT fue descartado en una botella hasta su posterior entrega en

bioseguridad.
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Para evaluar la fuerza muscular y la resistencia de los ratones se realizaron
dos test: de agarre de pantalla invertida y de nado forzado con peso
respectivamente. En las Figuras 3 y 4 se presentan las lineas temporales de los
experimentos realizados. La prueba de la fuerza de agarre, corresponde a una
prueba no invasiva in vivo que puede evaluar el rendimiento muscular y tiene un
valor considerable como prueba fenotipica (Castro & Kuang, 2017). Este test
interpreta los cambios en la fuerza de agarre como evidencia de neurotoxicidad
muscular y pertenece al conjunto de pruebas estandar del Functional
Observational Battery (FOB) para estudios de toxicidad, y esta enfocada en medir

la capacidad y coordinacion neuromuscular (Moser, 2011).

Dia 1: Peso inicial Dia 5: Peso Final
de ratones de ratones
Dialad Dia 5: Prueba de
Exposicién por 3 Agarre de Pantalla
horas cada dia Invertida y Nado

Forzado con peso

Figura 3. Linea de tiempo experimental exposicién aguda.

Peso de ratones al Peso de ratones al
inicio de cada final de cada
semana semana

Exposicion por 3 Prueba de Agarre
horas cada dia por de Pantalla
4 dias a la semana Invertida

por 4 semanas

Figura 4. Linea de tiempo experimental exposicion crénica.
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Test Agarre de Pantalla Invertida. En primera instancia, los ratones control y
expuesto fueron pesados al inicio de la semana. Una vez efectuado este primer
paso, se procedid a poner al raton de prueba sobre la parte superior de la red,
permitiendo que el animal agarre la cuadricula de alambre de 43x43 cm? con las
cuatro patas, o con la base de la cola. Manteniendo el torso del raton paralelo a la
rejilla, se gird6 suavemente la rejilla en 180° hasta que el raton quedd por debajo
de ella, agarrandose con sus extremidades. Cada raton fue sometido a tres
pruebas con un periodo de descanso entre ellas. Se registr6 el tiempo que
persistid el raton agarrado hasta que se liber6 de la red. Al respecto, se
recomienda utilizar la media de los mejores valores registrados para el analisis de
datos. Para cerrar esta evaluacién, se pes6 nuevamente al raton al final de la
semana de pruebas, siendo devuelto a su jaula y, limpiandose la rejilla con etanol
al 70%.

La prueba de natacion forzada con peso es uno de los test utilizados para
la evaluacion individual de la capacidad fisica y resistencia en los roedores y es
comunmente aplicado tanto en experimentos bioguimicos como de
comportamiento (Chen et al., 2005; Wu et al., 2014). En esta prueba, el tiempo de
natacion con un peso cargado se considera como una escala adecuada para

medir el nivel de fatiga de forma objetiva y cuantitativa (Tanaka, 2003).

Test de nataciéon forzada con peso. Brevemente, los ratones fueron puestos en
una piscina llena de agua dulce a 25 = 1°C, de aproximadamente 30 cm de
profundidad para que los ratones no se sostuviesen tocando el fondo con sus
patas traseras. A continuacion, se incorpor6 un peso de un 5% del peso corporal
del ratbn amarrado en la raiz de su cola. Esto ultimo, obligd al ratbn a mantener
un continuo y rapido movimiento de patas (Wei et al., 2017). Para efectos de este
estudio, el periodo de natacién fue considerado como el tiempo que pasa el ratén

nadando en el agua hasta su agotamiento. En este sentido, se consideraran
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agotados cuando no fueron capaces de subir a la superficie del agua para respirar
en un plazo de 7s. Al final de la sesion, los ratones fueron removidos del agua, se

secaron con toallas de papel, y se devolvieron nuevamente a sus jaulas.

5.8 Analisis de Resultados.

Los datos son presentados como promedio + error estandar de la media
(SEM). Las diferencias significativas entre grupos multiples fueron examinadas
usando Kruskal-Wallis de distribucion no paramétrica. Se utilizd el test Mann
Whitney para comparacion entre dos variables. Se fij6 un intervalo de confianza
del 95% aceptando diferencias estadisticamente significativas cuando p<0,05 el
cual fue considerado para la significancia estadistica. Para el analisis estadistico
de la evidencia recopilada se usé el software GraphPad Prism 6 (GraphPad

Software Inc, San Diego, CA).
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6) Resultados:

6.1 Efectos de Metil Metacrilato sobre la viabilidad celular en cultivos
primarios de células musculares esqueléticas de raton.

Para establecer si la exposicion de diferentes concentraciones de MMA en
sus dos formas de presentacion, liquido y sélido, afectaban la viabilidad celular de
los cultivos primarios de musculo esquelético, se aplicé el método del MTT. Con
respecto al efecto de Metil Metacrilato liquido (Figura 5), las células mostraron una
una reducciéon del MTT siendo significativa a 10% v/v alcanzando valores de 4 +
4,1%. Tras una exposicion de dos horas al compuesto (n=3). Se us6é metanol
(MeOH) como control positivo de muerte, alcanzando valores de 24,3 + 7,8% en la
viabilidad.

Metil Metacrilato liquido
100+

B0+ ns

ns *

Reducccion de MTT
(% del Control)

w

0 1 25 5 10 MeCH

Metil Metacrilato
Acrilico rosado autocurable (pl)

Figura 5. Efectos de Metil Metacrilato, en su presentacién liquida sobre la
viabilidad en células musculares de raton. Los cultivos celulares fueron expuestos
por 2 h al compuesto, tras la incubacion, las células mostraron una reduccién de la
viabilidad a altas concentraciones del compuesto: 63 + 9,4%; 44 + 10,8%; 22 + 6,7%; 4
+ 4,1% a las concentraciones probadas (n=3). MeOH: metanol como control positivo
de muerte a una concentracion de 20%. Promedio + SEM; * p <0.05; ** p <0.001; ns:
no significativo. (Test Kruskal- Wallis, Test Dunn para correccion de multiples
comparaciones).
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De igual modo y bajo las mismas condiciones anteriormente mencionadas,
se midi6 el efecto de Metil Metacrilato solido. Como se muestra en la Figura 6, se
encontr6 una reduccion del MTT estadisticamente significativa a una
concentracion de 9,4 mg/ml alcanzando valores de 56 + 8,8 % (n=5). Estos datos
sugieren que a bajas concentraciones el compuesto en su forma sdlida genera

una reduccion del MTT.

Metil Metacrilato solido

100 -
ns
I: ns ns T
—_ 80+
=3 . T T
3 e
[ 300 -
St 60 T
Q0
U —
40+
§ o
v & . * ok
& 20+ T
D L] L]

0 94 188 325 75 MeOH

Metil Metacrilato
Acrilico Rosado Autocurable (mg/ml)

Figura 6. Efectos de Metil Metacrilato, en su presentacién sélida sobre la
viabilidad en células musculares de ratén. Los cultivos celulares fueron expuestos
por 2 h al compuesto, tras la incubacién se obtuvieron los siguientes resultados 56 +
88% ;71+55%;71+75%; 79+ 7,4 % (n=5). Se utiliz6 metanol como control de
muerte. Promedio + SEM; * p <0.05; *** p <0.0001; ns: no significativo. (Test Kruskal-
Wallis, Test Dunn para correccién de multiples comparaciones).
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6.2 Efecto agudo de Metil Metacrilato liguido en el rendimiento fisico
en ratones.

Tempranamente, se ha sugerido que la inhalacién del vapor de Metil
Metacrilato genera efectos inhibitorios sobre la tension muscular en musculo
esquelético de anfibios (Martin etal., 1981). Para determinar si la inhalacion
aguda del MMA afecta la fuerza y resistencia muscular de ratones, realizamos los
test de agarre y de nado forzado respectivamente. Con la finalidad de caracterizar
si esta exposicion afecta el peso corporal de los animales, se midio el peso inicial
y final de los ratones, no hubo variaciéon del peso en los animales expuestos
(datos no mostrados), sugiriendo que este compuesto no altera el peso corporal.
Por otro lado, la Figura 7 entrega datos sobre el tiempo de agarre del animal
normalizado por su peso corporal. Al respecto, los animales expuestos a la
inhalacion aguda se sostuvieron 1,2 + 0,1 segundos, mientras que los animales
controles se sostuvieron 2,1 + 0,3 segundos (n=4). Con respecto a la resistencia
muscular, la cual fue evaluada por el efecto de la inhalacibn aguda sobre el
tiempo de nado forzado del animal normalizado por su peso corporal de los
ratones, ésta alcanzé valores de 7,9 segundos, disminuyendo a un 9,7%
comparado con el animal control (Figura 8). Lamentablemente, los datos
presentados corresponden a un experimento, puesto que los otros tres animales
de experimentaciéon murieron tras la medicion del proceso, sugiriendo que el
animal sometido a la inhalacion del compuesto tiene menor resistencia fisica a

esta prueba.
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Efecto de la exposicion aguda a Metil Metacrilato
sobre el agarre
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Figura 7. Efecto agudo del Metil Metacrilato en la fuerza muscular. Los ratones fueron
expuestos durante 3 horas por 4 dias a la inhalacion de Metil Metacrilato. El grafico muestra el
tiempo de agarre del animal normalizado por su peso corporal. (n=4, * p <0.05, Test Mann
Whitney).

Efecto de la exposicidén aguda a Metil Metacrilato
sobre el nado

m 100 =

=]

0

8 80+

(=]

(2]

a — 604

I's) I

o o

© 2 4p-

L]

]

o 204

(ol

5 ———

= 0- T
Y
o 0
& &

1§ 3
Qj’

Figura 8. Efecto agudo del metil metacrilato en la resistencia muscular Exposicion aguda

de Metil Metacrilato en el nado de roedores. Los ratones fueron expuestos durante 3 horas po

r

4 dias a la inhalacién de Metil Metacrilato. El grafico muestra el tiempo de nado del animal

normalizado por su peso corporal.
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6.3 Efecto cronico del Metil Metacrilato liquido en la fuerza muscular
en roedores.

La pareja de animales que sobrevivio tras la prueba de nado forzado fue
sometida a la inhalacion cronica del MMA por 4 semanas. A ellos se les aplico el
test de agarre de pantalla invertida para medir los efectos sobre la fuerza
muscular de la pareja de animal. En esta ocasion, se registro la variacion del peso
corporal de los animales durante cada semana, como se muestra en la Figura 9.
En ella se observa como el animal expuesto mantiene un alza de peso al pasar
las semanas en comparacion con el control. La cuantificacion del tiempo de
agarre del roedor fue normalizada por el peso corporal (n=1, Figura 10). De
interés, la fuerza muscular del animal expuesto disminuye en comparacion al
control, alcanzando los valores 1,01 y 3,2 segundos respectivamente, a la cuarta

semana de exposicion.

Exposicion Croénica MMA

35.0
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345490 ®=- Expuesto
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Semanas

Figura 9. Diferencia del peso corporal del raton a la exposicién crénica de Metil
Metacrilato. El animal control disminuye en un 1% del peso original, mientras que el animal
expuesto aumenta un 2% de su peso corporal inicial.
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Efecto de la exposicion cronica a Metil Metacrilato
sobre el agarre
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Figura 10. Exposicion cronica de Metil Metacrilato en roedores. Los ratones fueron
expuestos 4 dias a la semana por 4 semanas durante 3 horas cada dia. La cuantificacion del
tiempo de agarre del raton fue normalizado por el peso corporal (n=1).

7) Discusién:

En esta investigacion, se utilizé el ensayo de citotoxicidad MTT para
estudiar los efectos sobre la viabilidad de células musculares a distintas
concentraciones de MMA. Se encontraron diferencias significativas en la viabilidad
celular, que se redujo a altas dosis del MMA en presentacién liquida, y a bajas
dosis en presentacion sélida. Estos resultados van de acuerdo con la literatura
existente, donde los reportes indican citotoxicidad del MMA utilizando otras
presentaciones. Por una parte, Bandarra y colaboradores el afio 2019, utilizaron el
extracto de la resina polimerizada en base a MMA en un medio de cultivo durante
24 horas, donde los fibroblastos expuestos a este extracto mostraron una pérdida
de viabilidad dependiente de la dosis en el ensayo de MTT (Bandarra et al., 2019).

Por otro lado, en el estudio de Campaner y colaboradores en el afio 2020, se
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incubaron los fibroblastos gingivales de ratones macho Balb/C sobre los discos de
resinas de autopolimerizacion de MMA a 24, 48, 72 horas. Esta exposicion directa

fue citotoxica en todos los periodos analizados (Campaner et al., 2020).

A pesar de que en nuestra investigacion no se trabajé con la resina
polimerizada, sino que, con los componentes de ésta, el polvo y el liquido, los
datos obtenidos indican que el MMA en ambas presentaciones producen una
reduccion de la viabilidad de células musculares. En el estudio de Kedjarune y
colaboradores 1999, expusieron a fibroblastos orales a concentraciones del orden
de 1 mg/ml de MMA, ellos obtuvieron que la viabilidad celular fue reduciéndose a
medida que la concentracion aumentaba (Kedjarune et al., 1999). Por nuestra
parte, encontramos que en la presentacion sélida (polvo), a bajas
concentraciones, 9,4 mg/ml, las células musculares expuestas mostraron los
niveles mas bajos de viabilidad celular. Esto podria deberse a que la presentacion
liguida estd compuesta mayoritariamente por el monémero del MMA, mientras que
la presentacion sdlida, se compone principalmente por cadenas cortas de
polimero de MMA. Entonces a bajas concentraciones de la presentacion sdlida,
probablemente, se tiene una mayor cantidad de mondémero libre que a altas
concentraciones, donde se habran formado mas cantidad de polimeros. En ese
sentido, es importante mencionar que el inhibidor de la polimerizacion espontanea
se encuentra en la parte liquida, por ende, es posible que exista polimerizacion
espontanea en la parte sélida. En consecuencia, se sugiere que posiblemente el
estado monomérico del MMA es el que genera mayor muerte celular tras la
incubacion. Pese a que este estudio no contempla dilucidar cuales son los
mecanismos involucrados en la reduccion de la viabilidad, una de las razones
puede ser que, como se sefala en el estudio de Bereznowski 1994, el MMA
producia una alteracion de la membrana de las mitocondrias aisladas de higado
de rata, a su vez, se evidencié que el MMA produjo inhibicibn de la cadena
respiratoria. Por lo tanto, se puede suponer que el efecto del MMA in vitro afecta

la sintesis de ATP, lo que puede ser causante de la citotoxicidad inducida por el
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MMA (Bereznowski, 1994). Por otra parte, Hattori y colaboradores 2008, utilizando
células HepG2, indicé que el mondmero de MMA a una concentraciéon de 10 mM
regula la expresion genética de enzimas de fase Il, como las glutation S-
transferasas (GST), encargadas de catalizar la conjugacion de GSH, el cual
funciona como un importante agente reductor intracelular, manteniendo el entorno
intracelular en un estado reducido, al mismo tiempo que actia como barredor para
las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Hattori et al., 2008). Por consiguiente, al
disminuir la cantidad de GST, se acumula ROS generando dafio celular. Se ha
visto que el agotamiento de la cantidad de glutation puede predisponer a las
células a la apoptosis o desencadenar directamente la muerte celular (Franco &
Cidlowski, 2009). El estudio de Yamada y colaboradores 2009, determiné que las
células tipo odontoblastos expuestas al extracto de resina autopolimerizable, a
base PMMA, mostraron una fuerte tendencia a la apoptosis asociada al aumento
de ROS y a la disminucion del GSH intracelular, y que N-acetil-cisteina (NAC)
previno significativamente los efectos citotoxicos restaurando los niveles del
glutation de forma dosis dependiente (Yamada et al., 2009). Futuros experimentos
podran esclarecer si estos mecanismos estan presentes en la célula muscular, al
realizar experimentos en condiciones reductoras incubando las células con el
MMA.

El entorno laboral esta lleno de diferentes tipos de contaminantes, pero el
efecto exacto de estos contaminantes depende de su concentracion, el tiempo de
exposicion y las circunstancias de la exposicion. El Metil Metacrilato representa el
vapor toxico mas utilizado en el campo de la odontologia (Al-Saadi MA et al.,
2019). Ello significa que los estudiantes de odontologia se encuentran expuestos
igualmente a la inhalacién de este compuesto durante el estudio del pregrado. Por
ello, con el objeto de simular las condiciones de inhalacion del MMA, se expuso
ratones a la inhalacion aguda y cronica de este compuesto, a fin de evaluar los
efectos sobre dos caracteristicas importantes de la funcion muscular: la fuerza y

resistencia muscular. En la investigacion in vivo, la exposicion al MMA fue a
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temperatura ambiente y se control6o el tiempo de exposicion del animal al
compuesto, previo a realizar los test para medir la fuerza y la resistencia muscular,
midiéndose ademas el peso corporal de los ratones. Es interesante observar que
los animales expuestos agudamente a MMA, mantienen su peso corporal, en
tanto que en el animal expuesto crOnicamente se observa una tendencia al
aumento de peso a la cuarta semana en comparacion al control (ver Figura 9).
Estos hallazgos, se diferencian de los reportados en la literatura general, donde el
peso corporal de las ratas macho expuestas tanto a altas como a bajas
concentraciones del MMA, durante largos periodos de tiempo (81 y 104 semanas),
disminuye en comparacién a las ratas controles (Lomax et al., 1997; National
Toxicology Program (NTP), 1986). Esta diferencia podria deberse a diversos
factores, tales como una adaptacion inicial al efecto téxico, las diferencias entre
las especies utilizadas, los diferentes niveles de concentracién del compuesto y el
tiempo de exposicion. Se recomienda entonces, realizar futuros experimentos en
condiciones controladas, considerando la concentracion del compuesto en partes

por millon para poder contrastar nuestros datos con la evidencia.

Con respecto al efecto del MMA sobre la actividad muscular, el reporte de
Martin y colaboradores de 1981, indicé una alteracién en la tension muscular de
anfibios posterior a la inhalaciéon del vapor de MMA a 2000 ppm durante 30
minutos. En concordancia, en nuestro estudio se observé una disminucion, tanto
de la fuerza muscular como de la resistencia, ante una exposicion aguda del
compuesto. En una primera aproximacion pudimos observar una reduccion de la
fuerza muscular a las cuatro semanas de inhalacion del compuesto, se necesitan
mas experimentos de exposicion cronica a futuro para poder comprender mejor el
efecto del MMA.

Los resultados obtenidos sefialan que la funcién muscular esta disminuida
en los animales expuestos a la inhalacién del compuesto. Estos efectos del MMA

sobre la actividad muscular pueden deberse a una alteracibn del musculo
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propiamente tal, dafios sobre la placa neuromotora o dafios neuronales. Como
indican los resultados in vitro, existe reduccion de la viabilidad de células del
musculo esquelético ante la exposicion del MMA. Interesante seria investigar los
efectos en animales a la inhalacién de este compuesto sobre el sistema nervioso.
En la literatura se han encontrado reportes a nivel celular del dafio neuronal
inducido por el MMA, se ha sefalado que los responsables parciales del dafo
sobre las neuronas corticales primarias fueron el anién superoxido y/u otros
radicales libres, y que la neurotoxicidad del MMA fue atenuada por el
pretratamiento con SOD/catalasa o vitamina C (Chen MS etal.,, 1998). En
estudios en animales sobre la inhalacion del MMA y sus efectos sobre el sistema
antioxidante, Aydin y colaboradores, en el afio 2002, encontrd una disminucion de
GSH en ratas expuestas a la inhalacién del MMA de una concentracion de 1000
ppm, por seis horas al dia durante cinco dias a la semana en un periodo total de
cuatro semanas, ello, en un ambiente de escasa ventilacion (Aydin et al., 2002).
Nuevamente se postula el estrés oxidativo promovido por el MMA como un posible

mecanismo implicado en el efecto toxico bioldgico.

Por otra parte, el estudio de Verkkala y colaboradores 1983, encontrd
respuestas musculares anormales ante la estimulacién de los nervios motores de
la cola de rata expuesta al MMA liquido luego de cuatro semanas. En este estudio
se sugiri6 que era poco probable que esta respuesta muscular encontrada se
deba a un efecto directo sobre la membrana de las células musculares, sino mas
bien que se debia a las ramas del nervio motor que estaban implicadas (Verkkala
et al., 1983). Sin embargo, como se ha dado a conocer en esta investigacion, las
células musculares esqueléticas si son afectadas por el MMA. Nuestros resultados
son aun incipientes para dilucidar los mecanismos por los cuales el vapor del
MMA produce estos efectos in vivo, por lo que se necesitan ain mas estudios en

esta linea de investigacion.
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A pesar de que en esta investigacion el tamafio muestral es pequefio, de
todas formas, entrega indicios de que existe una tendencia a la disminucion de la
funcidon muscular ante una exposicion aguda y una disminucion de la fuerza ante
una exposicion cronica. Seria conveniente entonces aumentar el niumero de
animales en proximos estudios, que permitirian dar mayor robustez al trabajo
experimental aqui realizado. A su vez, seria interesante investigar si se mantiene
esta tendencia al prolongar el tiempo de exposicion cronica mas alla de las cuatro

semanas estipuladas en esta investigacion.

8) Conclusiones:

Metil Metacrilato, tanto en su presentacion liquida como sdlida, produce
citotoxicidad en células musculares esqueléticas de raton. La inhalacién del vapor
de MMA por ratones ante una exposicion aguda disminuye su funcion muscular,
afectando la fuerza muscular. Por esto y los demas efectos adversos reportados
en la literatura, se sugiere que uso sea controlado y supervisado, con la finalidad

de mantener el estado de salud de la comunidad Odontoldgica.
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