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RESUMEN
Introduccion: el paraclorofenol o 4-clorofenol, constituye el agente antiséptico principal de los
medicamentos Camphenol Plus y Cresophene, derivados clorofendlicos empleados de forma habitual
como cura medicamentosa temporal entre sesiones durante los tratamientos pulporradiculares en
Estomatologia. Son escasos los estudios en relacion con sus efectos sobre el musculo liso vascular y la
participacion del endotelio en los mismos.
Objetivo: determinar la dependencia de endotelio vascular del efecto de paraclorofenol 7 % sobre el
musculo liso vascular arterial.
Meétodo: se realiz6 una investigacion experimental preclinica, utilizando 12 anillos de aorta abdominal
de ratas Wistar con endotelio vascular integro. Las preparaciones realizadas se colocaron en bafio de
érganos, registrandose la tension desarrollada por el muasculo liso tras la adicion de acetilcolina, asi
como de soluciones de p-clorofenol al 7 % durante diferentes intervalos de tiempo. La dependencia
entre ambas tensiones se determind a través de un modelo de regresion lineal simple.
Resultados: tras la preactivacion con solucion Krebs concentrada de iones potasio, la adicion de 10 pl
de acetilcolina y paraclorofenol 7 %, indujeron vasorrelajacion significativa de la musculatura lisa. El
modelo de regresion lineal elaborado demostrd la dependencia entre las variables tension producida por

acetilcolina y tensién producida por el farmaco al décimo minuto.
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Conclusiones: el p-clorofenol 7 %, produjo in vitro, un efecto vasorrelajante sobre la musculatura lisa
de anillos de aorta abdominal, dependiente de endotelio y a partir de un factor relajante o

hiperpolarizante derivado del mismo.

Palabras clave: VASODILATACION: MUSCULO LISO VASCULAR:; TENSION MUSCULAR:
ACETILCOLINA; PARACLOROFENOL

INTRODUCCION
A lo largo de la historia, son disimiles los agentes quimicos que han sido empleados como cura
medicamentosa temporal durante los tratamientos pulporradiculares en Estomatologia. Se destacan
entre ellos los compuestos fendlicos y sus derivados; tales como: eugenol, paraclorofenol,
paraclorofenol alcanforado, cresatina o acetato de metacresilo, cresol, creosota y timol. Son colocados
en el interior de los conductos dentarios radiculares mediante una punta de papel impregnada en ellos,
0 la colocacién en la cdmara pulpar de una pequefia bolilla de algodon estéril embebida en el
medicamento.®
Uno de los antisépticos y antimicrobianos mas utilizados en Estomatologia en Cuba, y a nivel
internacional en los tratamientos de endodoncia, lo constituye el paraclorofenol o 4-clorofenol (PCF, 4-
CF), caracterizado segun el sitio web Drugbank, como una sustancia organica cristalina de color blanco
con fuerte olor a fenol, ligeramente soluble en agua en dependencia del isomero aunque méas densa que
ésta.
Utilizado como intermediario en la sintesis organica de colorantes y drogas, el PCF suele asociarse a
otros farmacos como el alcanfor, timol y algun agente antiinflamatorio de tipo esteroideo como la
dexametasona, para formar parte de mezclas de soluciones con perspectivas antibacterianas y
desinfectantes avanzadas como Camphenol Plus, Cresophene, Dentofar, entre otras.
Investigaciones como las de Rodriguez,) Pedraza® e Himadri® que avalan la efectividad del PCF
como agente bactericida, otros estudios como el de Canalda,® sugieren que los efectos del mismo no se

limitan solo al conducto radicular dentario principal, ya que su baja tension superficial puede facilitar la
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difusion a traveés de los conductos radiculares secundarios y tdbulos dentinarios, e igualmente, sus
vapores atravesar el apice dentario con un efecto potencial en el area periapical.

Hallazgos de su presencia en sangre y orina indican su posible accion en los vasos sanguineos,
especificamente en el endotelio y musculo liso vascular; asi como sus probables efectos vasomotores y
hemodindmicos, modificando el flujo sanguineo tisular, afectando la irrigacion de las estructuras de
soporte del diente, modulando de forma no controlada el proceso inflamatorio en las distintas
afecciones pulporradiculares y retardando los procesos de reparacion.

Por su parte, Rincon-Silva y cols.® sostienen que cuando el PCF es ingerido, produce un aumento en la
presion sanguinea y retarda el pulso, aumenta la glucemia, causa dafios en el &cido desoxirribonucleico,
colapso vascular y puede producir la muerte.

Un estudio realizado por Low y cols.® demostré que el 4-cloro-3-etil-fenol, derivado fenélico clorado,
deprime la respuesta contréactil muscular lisa vascular a una variedad de vasoconstrictores, sugiriendo
una accién inespecifica, probablemente, a lo largo del proceso de generacion de fuerza, un efecto que
aparentemente no era evidente en el masculo esquelético. Por su interferencia reversible con el proceso
contractil mas alla de los canales de calcio, dicho farmaco se catologé solo como herramienta
farmacoldgica Util en el estudio del calcio citosélico en células no contractiles como las endoteliales.

En la bibliografia consultada, son escasas las evidencias cientificas relacionadas con efectos
farmacoldgicos producidos por soluciones de PCF in vivo e in vitro, sobre el musculo liso de los vasos
sanguineos; asi como, la participacion del endotelio en dichos efectos. Los mecanismos de un supuesto
efecto vasorrelajante dependiente o no del endotelio vascular no estan dilucidados, situacion que
constituye el problema cientifico de la presente investigacion. Motivados por lo antes planteado, los
autores proponen como objetivo, determinar in vitro, la dependencia de endotelio vascular del efecto de

soluciones de paraclorofenol 7 % sobre el musculo liso vascular arterial.

METODO
Se realiz6 una investigacion experimental preclinica en el Instituto de Fisiologia Oscar Langerdorff,
Universidad de Rostock, Alemania, entre octubre y diciembre de 2018, para determinar in vitro la
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dependencia de endotelio vascular del efecto de soluciones de paraclorofenol 7 % sobre el masculo liso
vascular arterial.

La unidad de analisis la conformaron segmentos de la porcion superior de aorta abdominal de ratas
Wistar (ambos sexos, peso entre 200-250 gramos Yy sacrificadas mediante decapitacion previa anestesia
con pentobarbital sédico a razén de 100 mg/kg). Mediante un muestreo probabilistico aleatorio simple
se selecciond una muestra (n=8).

Cada segmento de aorta abdominal fue seccionado en 3 anillos concéntricos de aproximadamente 5
mm cada uno para un total de 24. Se emplearon 12 para los experimentos e igual cantidad como grupo
de prueba o control. A todos los anillos, empleando un microscopio Optico estereoscopico, se les
realiz6 un corte helicoidal cuidadoso para la preservacion de la integridad del endotelio vascular y de
las células del musculo liso vascular.

Para cumplir el objetivo trazado se operacionalizaron las siguientes variables:

1. Tensién basal espontanea (TBE): tension alcanzada por el masculo liso vascular tras la adicion en
solucion Krebs fisioldgica.

2. Tension base inicial (TBI): tension maxima alcanzada por el musculo liso vascular tras la
preactivacion con sustancias vasoactivas. Se registrd al minuto cero.

3. Tensién inducida por acetilcolina (Ach): tension alcanzada por el musculo liso vascular
(previamente activado con sustancias vasoactivas), tras la adicion de 10 pl de acetilcolina (10 mol/L).
Se registro al minuto seis.

4. Tension inducida por solucién de paraclorofenol 7 %: tension alcanzada por el masculo liso
vascular (previamente activado con sustancias vasoactivas), tras la adicion de 10 pl de PCF 7 %. Se
registro al minuto uno, tres, cinco, siete y diez.

Para medir la TBE, los anillos arteriales se colocaron en un bafio de 6rganos [Tissue Bath Station,
BIOPAC™] con 30 mililitros de solucion Krebs fisiologica (NaCl: 112; NaHCOs: 25; KH2PO4: 1,2;
KCI: 4,7; MgCl2 + 6H20: 1,2; CaCl> + 2H,0: 3,6; Glucosa: 11,5 milimoles respectivamente), a 36,5
°C, manteniendo un suministro continuo de carbogeno (95 % de O2 y 5 % de COy). Posteriormente, se
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estandarizo dicha tensién mediante un peso de traccion de 1 g, realizando ajustes de calibracién y, para
garantizar su estabilidad, los anillos se lavaron con solucion Krebs cada 15 minutos durante una hora.
Para medir la TBI, se realiz6 preactivacion con solucion Krebs concentrada en iones potasio (K™ = 80
mmol/L) hasta alcanzar la méxima constriccion (meseta). Luego, se adiciond 10 pul de acetilcolina para
medir la tension inducida por dicha sustancia. Seguidamente, para medir la tension inducida por PCF,
se adicion6 10 pl de solucion del farmaco al 7 %, utilizando como solvente organico el
dimetilsulfoxido (DMSO). Dicho solvente fue utilizado previamente en el grupo control de muestras
bioldgicas, donde se comprob6 que no ejercid ninguna accion sobre el musculo liso vascular.

Los registros graficos de la actividad contractil espontanea e inducida del masculo liso vascular, se
obtuvieron con el uso del software LabChart 7.2 de ADInstruments. Tales registros se almacenaron en
soporte digital para su posterior analisis e interpretacion. La informacién obtenida se procesé con el
paquete estadistico SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versidon 22.0. Se emple6 la media
aritmética y desviacion estandar. El porcentaje de vasorrelajacion del masculo liso vascular inducido
por acetilcolina y PCF 7 % al minuto seis y diez, respectivamente, se calcul6 mediante la expresion
matematica:

Por ciento de relajacion vascular = [(Tension Méaxima Constriccién — Tension Inducida) / (Tension
Maxima Constriccién — Tension Basal Espontanea)] x 100

Los valores promedios de tensién registrados por accion del PCF 7 % en los diferentes intervalos de
tiempo, fueron comparados con los de TBI a traves de test de Wilcoxon de los rangos con signo con un
nivel de significacion de 0,05. Para la determinacion de la existencia o no de correlacion entre las
variables tension inducida por acetilcolina y tension inducida por PCF 7 % a los diez minutos, se
determind el coeficiente de correlacion Rho de Spearman.

A partir de los supuestos de relacion lineal, independencia, normalidad multivariante,
homocedasticidad y multicolinealidad entre dichas variables, se elabordé un modelo de regresion lineal
simple con el fin de predecir la existencia o no de dependencia entre las mismas. ( Los valores de p <

0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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Este trabajo, constituye parte de resultados de la investigacion doctoral del primer autor, derivada de un
proyecto institucional con colaboracién internacional, aprobado por el Consejo Cientifico y Comité de
Etica de Investigaciones en Salud, Facultad de Estomatologia, Universidad de Ciencias Médicas de
Santiago de Cuba, 2018. Todos los experimentos se realizaron segin las normas éticas y regulaciones

alemanas en relacion con el cuidado, uso y manejo de animales de experimentacion.

RESULTADOS
Los valores obtenidos de TBE, TBI, tension inducida por 10 pl de Ach 10° mol/L y 10 pl de p-

clorofenol 7 % en el tiempo, se ilustran en la figura 1.
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Figura 1. Tensiones registradas en el masculo liso vascular bajo la accion de acetilcolina 10° mol/L y
soluciones de 4-clorofenol al 7 % segln tiempo (T1 Ach-tension inducida por acetilcolina; Tl 4-CF 7

%-tension inducida por paraclorofenol 7 %, m-minutos)
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Se pudo constatar que, tras la preactivacion, la acetilcolina redujo a los seis minutos el tono muscular
en un 30,9 %, con una diferencia de 1,51 mN/g de masculo liso vascular con respecto a la TBI. A los
diez minutos de afadido el farmaco, el 44,7 % de la musculatura lisa vascular se relajo de forma
significativa (Z< -1,96; p<0,05), con una caida en la fuerza muscular de 2,41 mN/g de musculo con
respecto a la tension registrada durante la maxima vasoconstriccion.

El modelo de regresién lineal simple elaborado en busca de dependencia entre las variables tension
inducida por acetilcolina y tensién inducida a los diez minutos de afiadido el PCF 7 %, revel6 los
siguientes resultados:

1. Coeficiente Rho de Spearman = 0,96

2. Coeficiente de determinacion (r?) =0,93

3. El estadigrafo F (Fischer) fue significativo (p<0,05), lo que dio validez al modelo hipotético
elaborado. F (1,10) = 131,392, p < 0,001.

4. El coeficiente Durbin-Watson obtenido de 1,418, confirmd correlaciones entre los residuos.

El grafico de regresion lineal del modelo propuesto (figura 2), mostré de forma general poca dispersion
de los datos con respecto a la diagonal, lo que evidenci6 que los supuestos de normalidad y linealidad

no fueron violados.
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Variable dependiente: Tono MLV tras 4-Chlorophenol 7 % Minuto 10
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Figura 2. Correlacion lineal entre tension inducida por acetilcolina y tension inducida por 4-clorofenol

7 % al minuto 10
El modelo final quedd de la siguiente forma y=-1,856 + 1,080 x, de modo que:

Tension Inducida por 10 pl de 4-Clorofenol 7 % al minuto 10 = -1,856 + 1,080 x Tension Inducida por
10 pl de acetilcolina 10-6 mol/L.

DISCUSION
La disminucion de la tension muscular lisa vascular al afadir acetilcolina (10® mol/L) tras la
preactivacion de los anillos de aorta abdominal, asi como el porcentaje de relajacion vascular
observado, confirma lo descrito por Furchgott y Zawadski, citado por Campos,® al afirmar que es
necesario la presencia de endotelio para que un anillo vascular previamente constrefiido con fenilefrina

u otro agente vasoconstrictor, responda a la vasodilatacion de la acetilcolina, por medio de la liberacion
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de un factor o factores producidos Ilamados en su conjunto factor relajante derivado de endotelio
(EDREF).

Marcelo® hace referencia a Palmer y Moncada, quienes demostraron que las células endoteliales in
vitro, producian EDRF y que este compartia las mismas propiedades fisico-quimicas con el 6xido
nitrico (ON), sugiriendo que se trataba del mismo compuesto o un compuesto nitroso muy l&bil que
rapidamente lo liberaba.

Expertos en Farmacologia del Sistema Cardiovascular como Brown y cols.® y Florez!® aseguran que
la vasodilatacion generalizada producida por la administracion de acetilcolina exdgena, se debe a la
estimulacion de receptores muscarinicos M3 localizados en el endotelio vascular, la ocupacion de los
mismos activa la via proteina Gq - fosfolipasa C - inositol-3-fosfato, lo que lleva a la activacion de
Ca?*- calmodulina dependiente de la sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS) y la produccion de ON.
Este ON producido por el endotelio, difunde a las células de musculo liso vascular, donde estimula la
guanilciclasa, promueve la apertura de canales de potasio subordinados a Ach (K*-Ach), asi como el
cierre de canales de calcio dependientes de voltaje de tipo L (Cavl.2), mediante un mecanismo
dependiente de guanosin monofosfato ciclico (GMPc); como consecuencia, se hiperpolariza la
membrana y se produce vasorrelajacion,**6) hallazgo observado en la investigacion por la presencia
de un endotelio vascular integro y funcional.

La relajacion vascular producida por PCF 7 %, tras la preactivacion de los anillos, podria estar asociada
de forma similar a la presencia de endotelio vascular y de un posible EDRF, que podria ser el propio
ON u otro de origen endotelial (prostanoides, leucotrienos o derivados epoxilados del sistema
citocromo P4so). Cualquiera de estos mediadores produciria el efecto vasorrelajante a traves del control
de canales de potasio y calcio en el musculo liso vascular adyacente.

Algunos autores®’1® han profundizado en el funcionamiento de los canales de iones de potasio y
calcio en la musculatura lisa vascular, asi como su control por agonistas endogenos y algunos
farmacos, pero aun son escasos los articulos cientificos que citan el vinculo de estos canales con el

mecanismo de accion de los fenoles clorados utilizados en Estomatologia (Endodoncia).
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Las pruebas de Wilcoxon de los rangos con signos, permitié a los autores de la investigacion afirmar
con un margen de error del 5 %, que PCF al 7 % produce una vasorrelajacion significativa del masculo
liso vascular tras la preactivacion con K*=80, hecho a tener en cuenta a la hora del empleo de
medicamentos intracanales que contengan a este farmaco en su composicion quimica, por la posible
implicacion en alteraciones vasomotoras locales y sistémicas responsables del edema, el dolor y la
irritacion de los tejidos periapicales durante el manejo terapéutico del conducto dentario radicular
infectado.

El modelo de regresion lineal mostrd que la correlacion entre las dos variables fue positiva y muy
fuerte; por su parte, el coeficiente de determinacion evidencié que el 93 % de los cambios o variaciones
de la variable dependiente (tension inducida por PCF 7 % al minuto 10) pueden ser explicados por
cambios en la variable independiente, en este caso, tension inducida por acetilcolina al sexto minuto.
Los hallazgos observados, demuestran que la variacion de tension del musculo liso de anillos de aorta
abdominal producida por adicion de 10 pl de acetilcolina (Ach) 10 mol/L, puede predecir de forma
significativa, la variacion de tension producida por igual dosis de paraclorofenol al 7 %, tras
preactivacion de los anillos con solucién Krebs K*=80. Se corrobora de esta forma, la posible
implicacion del endotelio vascular y el factor de relajacion endotelial (EDRF), en el efecto

vasorrelajante producido por el paraclorofenol 7 %.

CONCLUSIONES
Se concluye que soluciones de 4-clorofenol al 7 %, producen in vitro, un efecto vasorrelajante
significativo del musculo liso vascular de anillos de aorta abdominal. Dicho efecto es dependiente de
endotelio vascular, a partir de un factor relajante o hiperpolarizante derivado del mismo.
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