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RESUMEN

Introduccion: Uno de los derivados de los clorofenoles
mas utilizado en Estomatologia, lo constituye el p-clorofenol
(4-clorofenol), empleado como agente antibacteriano en la
desinfeccion del conducto radicular durante el tratamiento
pulporradicular. Son escasos los reportes cientificos sobre sus
efectos en la musculatura lisa vascular arterial y la regulacion del
flujo sanguineo local.

Objetivo: Determinar el efecto del 4-clorofenol sobre el
musculo liso vascular de aorta abdominal de ratas Wistar.

Material y Métodos: Se realizé unainvestigacion experimental
preclinica, utilizando 30 anillos de aorta abdominal (porcion
superior) obtenidos de ratas Wistar adultas. Las preparaciones
de unos 5 mm se colocaron en bafio de 6rganos, registrandose
la tension desarrollada por el musculo liso vascular tras la
adicién de 4-clorofenol en diferentes concentraciones y durante
diferentes intervalos de tiempo.

Resultados: El 4-clorofenol, tras la preactivacion del musculo
liso vascular de anillos de aorta abdominal, indujo relajacién del
vaso, la que se incrementd durante todo el tiempo de estudio
y al aumento de la concentracién del medicamento. Existieron
diferencias significativas entre los valores de tensiéon promedios
registrados en los diferentes intervalos de tiempo con los de la
tension base inicial.

Conclusiones: El p-clorofenol indujo in vitro, relajacion del
musculo liso vascular de aorta abdominal de ratas Wistar.

Palabras claves:
musculo liso vascular, tono vascular, vasodilatacion,

aorta, contraccion, 4-clorofenol
-

ABSTRACT

Introduction: In Dentistry, p-chlorophenol (4-chlorophenol)
is one of the most widely used derivatives of chlorophenols.
It is used as an antibacterial agent in root canal disinfection
during pulp-radicular treatment. There are few scientific
reports on its effects on vascular smooth musculature and the
regulation of local blood flow.

Objective: To determine the effect of 4-chlorophenol on
vascular smooth muscle of abdominal aorta from Wistar rats.

Material and Methods: A preclinical experimental research
was carried out using 30 abdominal aortic rings (upper
portion) obtained from adult Wistar rats. The preparations
of about 5 mm were placed in an organ bath, recording the
tension developed by the vascular smooth muscle after the
addition of 4-chlorophenol at different concentrations and
during different time intervals.

Results: The results demonstrate that 4-Chlorophenol
induced vasorelaxation after the preactivation of the
vascular smooth muscle of the abdominal aortic rings, which
increased during the entire study time and with increased
drug concentration. There were significant differences among
average tension values registered at different intervals of time
in relation to the initial base tension.

Conclusions: In vitro, p-chlorophenol induced relaxation of
abdominal aorta vascular smooth muscle in Wistar rats.

Keywords:
vascular smooth muscle, vascular tone, vasodilation,
aorta, contraction, 4-Chlorophenol.
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INTRODUCCION

os clorofenoles son un grupo de sustancias quimicas producidas por halogenacién electrofilica de fenol
con cloro. Existen cinco tipos basicos y diecinueve especies diferentes. Algunos son usados como pesticidas y
herbicidas, otros como antisépticos y desinfectantes.

De acuerdo con Carey® vy los resimenes publicados por la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de
Enfermedades® (2016), los clorofenoles constituyen un grupo de compuestos orgdnicos téxicos, incoloros
y débilmente 4cidos, la mayoria de sus aplicaciones se basan en su toxicidad y se utilizan para controlar
bacterias, hongos, insectos, entre otros.

El sitio web Drugbank, al referirse a las propiedades fisico-quimicas de los fenoles clorados, plantea
que su mecanismo de accién parece ser el desacoplamiento de la fosforilaciéon oxidativa de la cadena
transportadora de electrones en la mitocondria, cuya fuerza del efecto esta relacionada con el grado de
cloracion; el 4-clorofenol es considerado el inhibidor mas fuerte.” Aunque se posee poca informacién sobre
su farmacodinamia, volumen de distribucidn en los liquidos corporales y enlace a proteinas plasmaticas, es
conocido que se absorbe por el tracto gastrointestinal y que su metabolismo a través de ensayos en animales
de experimentacion produce: p-cloroanisol en cobayos; 4-clorocatecol, p-clorofenil-beta-D-glucorénido y
p-clorofenil sulfato en conejos, asi como sulfato de p-clorofenilo en ratas.®

En Estomatologia, uno de los derivados de los clorofenoles mds utilizado es el p-clorofenol (4-clorofenoal,
4-CF), empleado como agente antibacteriano en la desinfeccion del conducto radicular durante el tratamiento
pulporradicular. Ejemplos de productos antisépticos y antimicrobianos fendélicos comercializados y utilizados
en Endodoncia como medicacion intracanal: Cresophene, Camphenol, Dentofar, etc., contienen 4-clorofenol
mezclado con alcanfor (p-clorofenol alcanforado), este ultimo, ademas de servirle como vehiculo, reduce su
accion irritante tisular, al permitir la liberacién lenta de los iones cloro del anillo bencénico.

Aun asi, el 4-CF se considera como citotdxico; estudios realizados por la Agencia de Proteccién Ambiental
de los Estados Unidos,® confirman reportes de signos y sintomas en seres humanos que evocan la necesidad
de emplear estos productos de manera racional, dosificdndolos adecuadamente en funcién del tiempo y su
concentracidn, pues se utilizan en la practica clinica estomatoldgica de forma empirica, mediante un cono de
papel o bolilla estéril de algoddn embebidos en el producto, y colocados en la entrada del conducto radicular
(cdmara pulpar).

De acuerdo con la literatura, los clorofenoles y en especial el p-clorofenol, representan un serio problema
de salud publica debido a sus efectos disruptores del sistema endocrino, mutagénicos y/o cancerigenos.
Kadmi et al.® (2015), Ge et al.”’ (2017) y Anku et al.® (2017), aseveran que cuando el p-clorofenol no se diluye
adecuadamente, blanquea y cauteriza la piel y membranas mucosas, produce dafio a una concentracion
umbral de 0,75 % y su acumulacion crénica en humanos puede daiar a érganos como higado, cerebro, tracto
gastrointestinal, tracto respiratorio superior y sistema nervioso central (SNC).

Rincon Silva et al.® (2016) sostienen por su parte, que el p-clorofenol cuando es ingerido produce
un aumento en la presidén sanguinea y retarda el pulso, aumenta la glicemia, causa dafios en el acido
desoxirribonucleico (ADN), colapso vascular y puede producir la muerte.

A pesar de innumerables investigaciones como las de Guerrero*? (2018), Pedraza Maquera™? e Himadri®*?
(2019), que avalan sin duda alguna la efectividad del p-clorofenol como agente bactericida, otros estudios
como el de Canalda*® (2019), sugieren que sus efectos no se limitan solo al conducto radicular principal,
su baja tension superficial puede facilitar la difusidn a través de los tubulos dentinarios y de los conductos
secundarios, sus vapores atraviesan el apice dentario con un efecto potencial en el drea periapical.

Hallazgos de su presencia en sangre y orina, como expresara dicho autor, indican su posible accion en otros
organos distantes como los vasos sanguineos y en especial el musculo liso vascular arterial, ejerciendo quizds
efectos vasomotores y hemodinamicos que modifican 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.

Teniendo en cuenta lo expresado anteriormente y los escasos reportes cientificos en relaciéon con el
efecto del p-clorofenol sobre la musculatura lisa vascular arterial, nos propusimos como objetivo de esta
investigacion determinar el efecto del 4-clorofenol sobre el musculo liso vascular arterial.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé una investigacion experimental preclinica en el Instituto de Fisiologia “Oscar Langerdorff”,
Universidad de Rostock, Alemania, con el propdsito de determinar el efecto del p-clorofenol sobre el musculo
liso vascular arterial.

Para desarrollar el estudio se tomaron como biomodelos 10 ratas Wistar de ambos sexos, con un peso
entre 200-250 gramos, las que fueron sacrificadas mediante decapitacion previa anestesia con pentobarbital
sédico por via inhalatoria.

La muestra bioldgica estuvo constituida por 30 anillos arteriales de unos 5 mm cada uno, obtenidos de
aortas abdominales (porcion superior) a los cuales se les realizé un corte helicoidal cuidadoso, preservando
la integridad endotelial y de las células del musculo liso vascular (MLV).

Para dar cumplimiento al objetivo trazado se midieron las siguientes variables:

1. Tensién basal espontanea (TBE): tensidn alcanzada por el musculo liso vascular tras la adicién en solucidn
Krebs fisioldgica.
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2. Tension base inicial (TBI): tension maxima alcanzada por el musculo liso vascular tras la preactivacion
con sustancias vasoactivas. Se registré al minuto cero.

3. Tensién inducida por 4-clorofenol: tensidn alcanzada por el musculo liso vascular (previamente
activado con sustancias vasoactivas), tras la adicion de diez microlitros de 4-clorofenol a diversas
concentraciones. Se registré al minuto uno, tres, cinco, siete y diez.

Para medir la TBE, los anillos arteriales se colocaron en un baio de 6rganos [Tissue Bath Station, BIOPACTM]
con 30 mililitros de solucidn Krebs fisioldgica (NaCl: 112; NaHCO,: 25; KH,PO,: 1,2; KCl: 4,7; MgCl, + 6H,0: 1,2;
CaCl, + 2H,0: 3,6; Glucosa: 11,5 milimoles respectivamente), a 36,5 2C, manteniendo un suministro continuo
de carbdgeno (95 % de O, y 5 % de CO,). Posteriormente, se estandarizé dicha tension mediante un peso de
traccion de un gramo, realizando ajustes de calibracidn y, para garantizar su estabilidad, los anillos se lavaron
con solucidon Krebs cada 15 minutos durante una hora.?4%)

Se prepararon para la investigacion tres soluciones de 4-clorofenol a concentraciones del 3, 7 y 10 %,
utilizando como solvente orgdnico el dimetilsulféxido (DMSO). Dicho solvente fue afiadido previamente a un
grupo control de 15 muestras bioldgicas, donde se comprobd que no ejercié accion alguna sobre el muasculo
liso vascular.

Para medir la TBI, se realizd una primera preactivacion de los anillos arteriales con vasopresina -ADH- (108
mol/L en bafio de 6rgano) hasta alcanzar la tension maxima (meseta) aproximadamente a los 10 minutos. A
continuacion, se afiadieron 10 microlitros de solucion de 4-CF, registrandose los niveles de tensién muscular
resultante de manera continua durante diez minutos, tomandose para su estudio los registros al minuto 1, 3,
5,7y 10.

Seguidamente, se lavaron de dos a tres veces las preparaciones con nueva solucidn Krebs fisioldgica, se
permitié al musculo liso vascular recuperar su tension basal espontdanea y se esperd 45 minutos, tiempo
tras el cual se realizdé una segunda preactivacién con solucidn Krebs concentrada en iones potasio (K*= 80
mmol/L), repitiendo el mismo procedimiento descrito para la vasopresina.

Para obtener los registros graficos de la actividad contractil espontanea e inducida del musculo liso vascular,
se empled el software LabChart 7.2 de ADInstruments. Tales registros se almacenaron en soporte digital para
su posterior andlisis e interpretacion. La informacion obtenida se procesé con el paquete estadistico SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) versidén 22.0. Se empled la media aritmética y desviacion estandar.

El porcentaje del efecto inducido por el farmaco sobre el musculo liso vascular en cada intervalo de tiempo
de estudio, se calculé mediante la expresion matematica:%

(Tensién Maxima Constriccion — Tension Inducida)
% del efecto inducido = — — — - x 100
(Tension Maxima Constriccion — Tension Basal Espontanea)

Se compararon los valores promedios de tension registradas en los diferentes intervalos de tiempo con los
de la tensidén base inicial, a través de comparaciones de media relacionadas calculando la t de Student. Los
valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

La investigacion se realizd segln las normas éticas y regulaciones alemanas en relacién con el cuidado, uso
y manejo de animales de experimentacion.

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra las variaciones experimentadas por la tension muscular tras la preactivacion con
vasopresina y la adicién de p-clorofenol. Como se observa, la fuerza muscular disminuyé con cada una de
las soluciones empleadas del farmaco. La mayor variacién con respecto a la TBI, se registré a concentracion
del 7 %, con una disminucién de 4,18 mN/g a los diez minutos de adicionado el derivado clorofendlico.

Tabla 1 - Tensién desarrollada por el musculo liso vascular de anillos de aorta abdominal tras
preactivacién con vasopresina y la adicién de 4-clorofenol
Concentracion 3 % Concentracion 7 % Concentracion 10 %
Variable (n=5) (n=6) (n=5)
X + DE CV. (%) X + DE CV. (%) X + DE CV. (%)
TBI 15,4 0 11,8 0 11,6 0
Tens1m 15,2+0,12 0,79 8,9+0,27 3,03 11,4+0,13 1,14
Tens3m 14,7 £ 0,08 0,54 8,08 £ 0,05 0,62 10,8 £ 0,06 0,55
Tens 5 m 14,3 £ 0,09 0,63 7,84 £0,03 0,38 10,5+ 0,03 0,28
Tens 7 m 14 £ 0,08 0,57 7,71£0,02 0,26 10,3+£0,02 0,19
Tens 10 m 13,7 £ 0,06 0,44 7,62 +0,01 0,13 10,2+0,01 0,10
Leyenda: X-media; DE-Desviacién estandar;
C.V--coeficiente de variacidn; Tens-tension
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Las cifras de desviacion estandar mostraron poca dispersion de los datos con respecto a la media y los
valores de los estadigrafos t calculados fueron significativos (p<0,05) (t >2,13 para 4 grados de libertad e
intervalo de confianza del 95 %).

El efecto inducido por el 4-clorofenol sobre el musculo liso vascular tras la preactivacion con ADH se
representa en la figura 1, notese el grado de relajacion y vasodilatacion resultante producida de forma
escalonada desde el primer minuto en funcidn de la concentracion y el tiempo.

100
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Fig. 1 - Efecto del 4-clorofenol sobre el musculo liso vascular de anillos de aorta
abdominal tras la preactivacidn con vasopresina

Se destacan igualmente, los valores porcentuales de relajacién vascular producidos al tercer minuto, los
cuales a excepcion de concentracion del 7 %, se triplicaron y aumentaron unas seis veces con respecto al
minuto inicial, para concentraciones del 3y 10 % respectivamente.

Los valores de tension desarrollados por el musculo liso vascular tras la preactivacién con solucién Krebs
K*=80, aparecen resumidos en la tabla 2. El tono muscular practicamente no experimentd cambios apreciables
en ninguna de las concentraciones empleadas, solo varié en 0,06 mN con respecto a la TBI a los diez minutos
de aplicado el farmaco a concentracidn del 7 %.

Tabla 2 - Tensidn desarrollada por el musculo liso vascular de anillos de aorta abdominal tras
preactivacién con solucién Krebs K*=80 mmol/L y la adicion de 4-clorofenol

Concentracion 3 % Concentracion 7 % Concentracion 10 %

Variable (n=6) (n=6) (n=6)
X + DE C.V. (%) X + DE C.V. (%) X + DE C.V. (%)

TBI 16,4 0 15,1 0 16,3 0
Tens 1 m 16,5+ 0,06 0,36 149+0,11 0,74 16,5 £ 0,09 0,54
Tens3m 16,5+0,01 0,36 14,7 £ 0,02 0,14 16,4+ 0,01 0,06
Tens5m 16,5+ 0,01 0,36 14,6 £ 0,02 0,14 16,3+0,01 0,06
Tens 7 m 16,5+ 0,01 0,36 14,6 £ 0,01 0,07 16,3+ 0,01 0,06
Tens 10 m 16,5+0,01 0,36 14,5+0,01 0,07 16,3+0,01 0,06

De forma similar a los resultados obtenidos tras la preactivacidén con vasopresina, las cifras de desviacion
estandar evidenciaron poca dispersién de los datos; sin embargo, los estadigrafos t calculados no fueron
significativos (p>0,05) para concentraciones del 7 y 10 %.

El p-clorofenol produjo igualmente inhibicidn del musculo liso vascular tras la preactivacién con soluciéon
Krebs K*=80 como se observa en la Fig. 2.
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Fig. 2 - Efecto del 4-clorofenol sobre el musculo liso vascular de anillos de aorta abdominal tras la
preactivacion con solucion Krebs K+=80 mmol/L

A diferencia de la preactivacion con vasopresina, la relajacién vascular fue discreta, no superé el 10 % al
final del estudio con ninguna de las soluciones empleadas, y practicamente fue nula a concentracion del 3 %.

DISCUSION

La principal funcién del musculo liso vascular (MLV) es la regulacién de la presion arterial, la cual depende
de la fuerza impulsora del corazdn vy la resistencia miogénica o tono vascular. Este ultimo, segun Aiello*®
y Syed,*” modulado sobre la base de cambios en el ciclo contraccidn-relajacion, determinado de forma
primaria por la concentracién intracelular de calcio [Ca?*]i y mantenido por la dindmica de los canales de
calcio operados por voltaje tipo L, tipo T, asi como por cuatro canales de potasio: K_(rectificador anémalo),
K,.» (sensible a ATP), K_?* (activado por calcio)y el K, (rectificador tardio).

Los anillos de aorta abdominal al ser preactivados inicialmente con ADH 10® mol/L, experimentaron
un estado de “madaxima contraccién” como resultado de la apertura integrada de cuatro clases de canales
de calcio (Ca?*) operados en el sarcolema. Dichos canales, caracterizados en investigaciones como las de
Cheng,"® Jensen™ y Feng®®” incluyen: los de tipo L abiertos por voltaje, de reservorios (IP,y Rianodina), de
potencial transitorio o abiertos por estiramiento (TRPV) y de receptores inotrépicos (AVPR ). Complementa
este proceso de vasoconstriccion, la inhibicion de los canales de potasio anteriormente mencionados.

La relajacién del vaso creciente que experimentd el MLV arterial en funcién del tiempo y la concentracion
del 4-clorofenol (figura 1) podria estar determinada por la conjugacién de dos mecanismos de accion:
los clorofenoles al desacoplar la fosforilacion oxidativa de la cadena transportadora de electrones a nivel
mitocondrial como afirman Carey? y Ge,"” reducen la produccién de trifosfato de adenosina (ATP) por
debajo de un valor critico de 1 mol/L. El incremento del difosfato de adenosina (ADP) activa los canales
de potasio sensibles a ATP, produce una salida significativa de iones potasio al exterior, que conlleva a la
hiperpolarizacidn del sarcolema, bloqueo de los canales de calcio, reduccién de la concentracidn intracelular
de este ion e inhibicién de los ciclos de puentes cruzados de actina-miosina, produciendo relajacion muscular
y vasodilatacion.

Autores como Amado Pifia®®? confirma la teoria anterior, y afiade que la actividad desacoplante es diferente
segun la estructura del derivado fendlico, y que al parecer estd asociado a la capacidad del grupo hidroxilo
fendlico (OH") de disociarse al pH de la membrana mitocondrial y actuar como grupo protonéforo, dado que
los sustituyentes influyen en el valor del pKa.

En la homeostasis vascular como describe Cantu,?? el sistema de la gran familia del citocromo P.so
(CYP450), enzimas ancladas a la membrana celular y que contienen un grupo hemo en su estructura,
catalizan la conversién de &cidos grasos, como el Acido Araquidénico (AA) en derivados epoxilados, acidos
epoxieicosatrienoicos (EETs), e hidroxilados, acidos hidroxieicosatetranoicos (HETEs).

En el endotelio vascular el AA es convertido a EETs con accidn antiinflamatoria y antiagregante plaquetaria
mientras que en el MLV es hidroxilado y convertido en 20-HETE con accidn vasoconstrictora.?? De esta
manera, la produccion endotelial equilibrada de ambos metabolitos mantiene el tono vascular, cooperando
junto a la produccién de Oxido Nitrico (ON), Prostaglandina I, (PGL,, Prostaciclina) y Endotelina-1.

Tras el incremento de la [Ca?*]i potenciado por la accidn de la ADH, el 4-CF podria actuar también como
agonista a nivel endotelial y potenciar la produccion de los acidos 5,6y 11,12-eicosatrienoicos por activacion de
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las monoxigenasas CYP2Cy CYP2J dependientes de oxigeno y NADPH.?? Ambos EETs actuarian como factores
hiperpolarizantes del endotelio (EDHF) e independientes de ON y PGl,, produciendo la hiperpolarizacién de
la célula endotelial por incremento del flujo de iones K* al exterior (espacio mioendotelial) a través de K_*,
la transmisidn de dicha hiperpolarizacion a la célula muscular lisa vascular (via uniones gap), proporcionando
una via eléctrica de baja resistencia y cuya presencia en la pared vascular se incrementa al disminuir el
didmetro de la arteria, para finalmente producir relajacion del MLV al activar canales de K* y/o la bomba
ATPasa sodio-potasio (Na*-K*-ATPasa).?®

En condiciones de hiperpotasemia [K*] e > 5 meqg/L como la inducida con solucién Krebs (K*=80 mmol/L),
concentraciones del 3 % de 4-Clorofenol (figura 2), fueron incapaces de permitir la apertura de suficientes
canales de potasio en funcién del tiempo para revertir el estado de “maxima contraccion” producida, ya
que en estas condiciones se produce una disminucion del gradiente de iones potasio desde el interior de la
membrana por incremento de su concentracién en el liquido extracelular (LEC). Los canales de calcio no son
bloqueados de manera efectiva por los iones potasio y persiste la vasoconstriccién inducida en el tiempo por
incremento de la [Ca%]i.

Al aumentar las concentraciones (7-10 %), una mayor cantidad de canales de K*, 'y KCa®* son activados en
el tiempo, se produce hiperpolarizacidn con la consiguiente relajacion vascular y vasodilatacion resultante.

Al comparar los valores promedios de tension registrados en los diferentes intervalos de tiempo, con los
de la tension base inicial en ambas preactivaciones, se comprobd que existieron de modo general diferencias
significativas a un intervalo de confianza del 95 %, lo que evidencia que el 4-clorofenol produce relajacién del
vaso y modifica la tensién muscular en funcion del tiempo y la concentracién.

Los resultados demuestran la necesidad de estandarizar el uso de medicamentos que contengan este
agente antiséptico en Estomatologia, pues a pesar de que son bien conocidos sus efectos bactericidas, se
tiene poca informacidn relacionada con sus acciones sobre el musculo liso vascular, asi como su implicacién
en la regulaciéon del flujo sanguineo local; no solo en condiciones fisioldgicas, sino también fisiopatoldgicas
como la inflamacién.

Téngase en cuenta ademas, que estas sustancias colocadas dentro del conducto radicular durante los
tratamientos pulporradiculares, difunden hacia los tejidos adyacentes a la raiz dentaria (periapicales), con
potencialidad para ejercer efectos locales y sistémicos.

Atendiendo a las limitaciones del estudio en cuanto al nimero de muestras y vaso sanguineo estudiado, se
recomienda para futuras investigaciones, abarcar otras arterias mas cercanas y relacionadas con la irrigacion
del diente y sus estructuras de soporte, asi como incrementar el nimero de preparaciones.

CONCLUSIONES

El p-clorofenol indujo in vitro, relajacion de la vasculatura lisa de anillos de aorta abdominal en ratas Wistar.
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