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RESUMEN

Introduccién: el canfenol plus, es un derivado clorado
del fenol empleado de forma habitual como medicacion
intraconducto durante los tratamientos pulporradiculares en
Estomatologia. Son escasos los estudios en relacién con sus
efectos sobre el musculo liso vascular arterial y la participacion
del endotelio en estos.

Objetivo: determinar la dependencia endotelial del efecto de
canfenol plus 3 % sobre el musculo liso vascular arterial.

Material y Métodos: se realizd unainvestigacion experimental
preclinica utilizando 26 anillos de carétida externa desprovistos
de endotelio vascular. Las preparaciones realizadas se colocaron
en bafio de drganos, registrandose la tensidn desarrollada por el
musculo liso vascular tras la adicion de acetilcolina, asi como de
soluciones de canfenol plus 3 % 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 adicidon de 10 pl de acetilcolina
y canfenol plus 3 %, indujeron una discreta, pero significativa
vasorrelajacién de la musculatura lisa vascular. El modelo de
regresion lineal elaborado, demostrd la dependencia entre las
variables tension producida por acetilcolina y tension producida
por el farmaco al décimo minuto, corroborando la implicacion
del endotelio vascular en dicho efecto relajante.

Conclusiones: el canfenol plus 3 %, produjo in vitro, un efecto
vasorrelajante sobre la musculatura lisa de anillos de carétida
externa, dependiente de endotelio y a partir de un factor
relajante o hiperpolarizante derivado de este.

Palabras claves:
vasodilatacion; musculo liso vascular; tension muscular;
acetilcolina; paraclorofenol alcanforado.
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ABSTRACT

Introduction: Camphenol plus is a chlorinated phenol
derivative commonly used as intracanal medication during
pulporradicular treatments in Dentistry. Studies in relation
to its effects on arterial vascular smooth muscle and the
involvement of the endothelium in them are scarce.

Objective: To determine the endothelial dependence of the
effect of 3 % camphenol plus on arterial vascular smooth muscle.

Material and Methods: A preclinical experimental research
was carried out using 26 external carotid artery rings devoid
of vascular endothelium. The preparations made were placed
in an organ bath, recording the tension developed by the
vascular smooth muscle after the addition of acetylcholine,
as well as 3 % Camphenol plus solutions during different
intervals of time. The dependence between both tensions
was determined through a simple linear regression model.

Results: After pre-activation with Krebs concentrated
potassium ion solution, the addition of 10 ul of acetylcholine
and 3 % camphenol plus induced a discrete but significant
vasorelaxation of the vascular smooth muscle. The linear
regression model developed demonstrated the dependence
between the variables tension produced by acetylcholine
and tension produced by the drug at the tenth minute,
corroborating the involvement of the vascular endothelium in
that vasorelaxant effect.

Conclusions: It is concluded that 3 % Camphenol plus in
vitro, produced a vasorelaxant effect on the smooth muscle of
external carotid rings dependent on endothelium and from a
relaxing or hiperpolarizing factor derived from it.

Keywords:
vasodilation; vascular smooth muscle; muscle tension;
acetylcholine; camphorated parachlorophenol.
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INTRODUCCION

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 llevados al interior de los
conductos dentarios radiculares mediante una punta de papel impregnada en ellos, o la colocacion en la
camara pulpar de una pequefia bolilla de algoddn estéril embebida en el medicamento.

Uno de los antisépticos y antimicrobianos mas utilizados en Estomatologia en Cuba, e internacionalmente en
los tratamientos de endodoncia, es el paramonoclorofenol alcanforado (PMCF, CPK, camphenol), caracterizado
segun el sitio web Drugbank,™ como una sustancia oleosa de color pardo y olor penetrante caracteristico. Con
frecuencia suele asociarse con timol y dexametasona, para formar mezclas de soluciones con perspectivas
antibacterianas y desinfectantes avanzadas como son los medicamentos canfenol plus, cresofeno y dentofar.

A pesar de innumerables investigaciones como las de Rodriguez Guerrero,'? Pedraza Maquera® e
Himadri P.," que avalan la efectividad del PMCF como agente bactericida (farmaco independiente o en
mezclas), otros estudios como el de Canalda C.®) sugieren que sus efectos no se limitan solo al conducto
radicular dentario principal, ya que su baja tensidon superficial puede facilitar la difusidn a través de los
conductos radiculares secundarios y tubulos 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 accién en los vasos sanguineos,
especificamente en el endotelio y musculo liso vascular; asi como sus probables efectos vasomotores
y hemodindmicos aparejados a su accidn antiséptica, 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 tisular.

Rincdn-Silva et al.,'® sostienen que cuando el PMCF penetra al interior del organismo, ya sea a través de la
piel o el sistema digestivo, produce aumento transitorio de la presién sanguinea, retarda el pulso, aumenta la
glucemia, causa dafios en el dcido desoxirribonucleico, colapso vascular y puede producir la muerte.

Un estudio realizado por Low et al.”y publicado por la British Journal of Pharmacology en 2009, demostrd
que el 4-cloro-3-etil-fenol, derivado fendlico clorado, deprime la respuesta contractil muscular lisa vascular a
una variedad de vasoconstrictores, sugiriendo una accion inespecifica probablemente a lo largo del proceso
de generacién de fuerza, un efecto que aparentemente no era evidente en el musculo esquelético. Por su
interferencia reversible con el proceso contractil mas alla de los canales de calcio, dicho farmaco se catologd
solo como herramienta farmacoldgica util en el estudio del calcio citosdlico en células no contractiles como
las endoteliales.

En la bibliografia consultada, son escasas las evidencias cientificas relacionadas con efectos farmacolégicos
producidos por canfenol plus 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 dependiente o no
del endotelio vascular no estan dilucidados, situacién 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 canfenol plus 3 % sobre el musculo liso
vascular arterial.

MATERIAL Y METODOS

Se realizd una investigacion experimental preclinica en el Instituto de Fisiologia Oscar Langerdorff, Facultad
de Medicina, Universidad de Rostock, Alemania, entre octubre y diciembre de 2018.

Se emplearon para el estudio 14 arterias carotidas externas obtenidas de 7 ratas Wistar, de ambos sexos y
comprendidas entre 200-250 gramos de peso.

Cada arteria fue seccionada en tres anillos concéntricos de 5 mm cada uno para un total de 42. Se
emplearon 26 en los experimentos y 16 como grupo control para probar reactivos, sustancias preactivadoras
y soluciones del medicamento antes de la experimentacion.

Con el empleo de un microscopio dptico estereoscopico marca Olympus, modelo SZ61 de fabricacidn
alemana y un fino tubo plastico rugoso de 2,5 mm de didmetro, se les retiré con sumo cuidado el endotelio
vascular a los 26 anillos que sirvieron de muestras bioldgicas. A todos luego, se les practicd un corte helicoidal
siguiendo la organizacion histolégica de las células de musculo liso vascular.

Para cumplir con el objetivo trazado, se midieron las siguientes variables:

1. Tension basal espontanea (TBE): tension alcanzada por el musculo liso vascular tras la adicién en soluciéon
Krebs fisioldgica.

2. Tensién base inicial (TBI): tension maxima alcanzada por el muasculo liso vascular tras la preactivacion
con solucion Krebs concentrada en iones potasio (K*=80 mmol/L). Se registré al minuto cero.

3. Tensién inducida por acetilcolina (Tl Ach): tensién alcanzada por el musculo liso vascular (previamente
activado con K*=80 mmol/L), tras la adicion de 10 ul de acetilcolina (10° mol/L). Se registré al minuto seis.

4. Tension inducida por solucién de canfenol Plus 3 %: tensidn alcanzada por el musculo liso vascular
(previamente activado con K*=80 mmol/L), tras la adicion de 10 ul de canfenol Plus 3 %.
Se registro al minuto uno, tres, cinco, siete y diez.
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Técnicas y procedimientos
Obtencidn del registro de la tension basal espontanea:

Para medir la TBE, los anillos arteriales se colocaron en un bafio de 6rganos [Tissue Bath Station, BIOPAC™]
con 30 mL de solucién Krebs fisiologica (NaCl: 112; NaHCO,: 25; KH,PO,: 1,2; KCI: 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
carbogeno (95 % de O, y 5 % de CO,). Posteriormente, se estandarizé dicha tension mediante un peso de
traccion de 1 g, realizando ajustes de calibracion y, para garantizar su estabilidad, los anillos se lavaron con
solucién Krebs cada 15 minutos durante una hora.

Obtencidn del registro de la tensién base inicial e inducida por acetilcolina y canfenol plus:

PararegistrarlaTBI, las muestras bioldgicas se preactivaron con solucién Krebs concentrada eniones potasio
(K* =80 mmol/L) hasta alcanzar la maxima constriccién (meseta). Luego, se adiciond 10 ul de acetilcolina (10
mol/L) para medir la tensién inducida por dicha sustancia a los seis minutos. Tras obtener dicho registro, se
lavaron las preparaciones de 2-3 veces con solucion Krebs fisioldgica fresca, se esperd la recuperacién de la
TBE de las muestras y se volvieron a preactivar con solucidon Krebs K*= 80 mmol/L. Seguidamente, se adiciond
10 pl de la solucién de canfenol al 3 %. En la preparacion de dicha solucién se utilizd como solvente organico
el dimetilsulféxido al 0,95 % (DMSO), dada la naturaleza oleosa del medicamento. En 10 anillos del grupo
control previo a la experimentacién, se comprobd que el DMSO 0,95 % no ejercié efecto alguno sobre la
dinamica contractil espontanea del musculo liso vascular de los anillos de cardtida externa.

Los registros graficos de la actividad contractil espontanea e inducida del musculo liso vascular, se
obtuvieron con el uso del software LabChart 7.2 de ADInstruments. Tales registros se almacenaron en soporte
digital para su posterior andlisis e interpretacion. Se emplearon como medida de resumen la media aritmética
(X), desviacion estandar (DE) y el porcentaje.

El porcentaje del efecto sobre el musculo liso vascular inducido por acetilcolina y canfenol plus 3 % al
minuto seis y diez, respectivamente, se calculé mediante la expresion:

. (tension base inicial - tensidn inducida minuto x)
% de efecto producido = x 100

(tension base inicial - tension basal espontanea)

Los valores promedios de tension registrados por accion del canfenol plus 3 % en los diferentes intervalos,
fueron comparados con los de TBI a través de test de Wilcoxon de los rangos con signo.

Para la determinacién de la existencia o no de correlacion entre las variables tensidn inducida por
acetilcolina y tensién inducida por canfenol plus 3 % a los diez minutos, se determind el coeficiente de
correlacion de Pearson.

A partir de los supuestos de relacidn lineal, independencia, normalidad multivariante, homocedasticidad
y multicolinealidad entre dichas variables, se elabord un modelo de regresion lineal simple con el fin de
predecir la existencia o no de dependencia entre ellas.®

Los datos obtenidos se procesaron de forma computarizada utilizando el paquete estadistico SPSS version
22.0. El nivel de significacion utilizado en todas las pruebas estadisticas fue de a = 0,05. Los valores de p < 0,05
se consideraron estadisticamente significativos.

Este articulo cientifico, constituye parte de los resultados de la investigacion doctoral del primer autor,
derivada de un proyecto institucional con colaboracidn 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 segln las normas éticas y regulaciones
alemanas en relacion con el cuidado, uso y manejo de animales de experimentacion.

RESULTADOS

Los valores obtenidos de TBE, TBIy tension inducida por 10 pl de Ach 10° mol/L tras la primera preactivacion
de los anillos se resumen en la Tabla.

Tabla- Valores promedios de tension basal espontdnea, tensidn base inicial
e inducida por acetilcolina en anillos desprovistos de endotelio vascular

(n=26) TBE TBI Ti (Ach 10° mol/L)
Medicamento X + DE X + DE X + DE Vasorrelajacion (%)
canfenol 3 % 6,62 £0,24 11,3+0,41 10,9 £ 0,52 8,5

Fuente: registros de tensién LabChart 7.2 ADInstruments
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Obsérvese como tras la preactivacion, la adicién de 10 ul de acetilcolina produjo discreta relajacion de la
musculatura lisa vascular, con una disminucion de tension a los seis minutos de solo 0,4 mN/g. En promedio,
el porcentaje de relajacién no alcanzo el 10 %.

Los valores promedios de TBE, TBI (segunda preactivacién) y la inducida por canfenol plus 3 % en el tiempo,
se representan en la Figura 1.
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Fig. 1- Tension basal espontdnea, tensidn base inicial e inducida por solucion de Camphenol Plus
3 % en el tiempo (anillos de carétida externa desprovistos de endotelio vascular).

De forma similar al efecto producido por la acetilcolina, la adiciéon de 10 pl de solucién al 3 % de canfenol
plus, solo produjo un ligero descenso de la tension muscular; con una diferencia registrada al minuto diez, de
0,5 mN con respecto a la tensidn base inicial. En término de porcentaje de vasorrelajacion, solo el 10,2 % de
la musculatura lisa vascular fue inhibida por el medicamento.

El modelo de regresion lineal simple elaborado en busca de dependencia entre las variables tensidn
inducida por acetilcolina y tensién inducida a los diez minutos de afiadido el canfenol plus 3 %, reveld los
siguientes resultados:

1. Coeficiente de Pearson (r) = 0,91

2. Coeficiente de determinacién (r?) = 0,83

3. El estadigrafo F (Fisher) fue significativo (p<0,05), lo que dio validez al modelo hipotético elaborado.
F(1,24) = 117,531 p < 0,001.

4. El coeficiente Durbin-Watson obtenido de 1,154 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 evidencid que los supuestos de normalidad y linealidad no
fueron violados.
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Fig. 2- Correlacion lineal entre tensidn inducida por acetilcolina
y tension inducida por canfenol plus 3 % al minuto 10.

El modelo de regresidn obtenido se planted de la siguiente forma:
y =0,547 + 0,911x; por lo que: Tensidon 10 min canfenol plus 3 % = 0,547 + 0,911 x Tension Ach 10° mol/L
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DISCUSION

La disminucidn de la tension muscular lisa al afiadir acetilcolina (10 mol/L) tras la preactivacién de los
anillos de carétida externa, asi como el porcentaje de relajacion vascular observado, confirma lo descrito por
Furchgott y Zawadski, citado por Marcelo Campos,® al afirmar que es necesario la presencia de endotelio
para que un anillo vascular previamente constreiido con fenilefrina u otro agente vasoconstrictor, responda
a la vasodilatacion de la acetilcolina, por medio de la liberacion de un factor o factores producidos llamados
en su conjunto factor relajante derivado de endotelio (EDRF).

Este autor® también 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
oxido nitrico (ON), sugiriendo que se trataba del mismo compuesto o un compuesto nitroso muy labil que
rapidamente lo liberaba.

Expertos en Farmacologia del Sistema Cardiovascular como Brown JH. et al.*?y Flérez J.,* aseguran que la
vasodilatacién generalizada producida por la administracion de acetilcolina exdgena, se debe a la estimulacién
de receptores muscarinicos M, localizados en el endotelio vascular, su ocupacion activa la via proteina Gq -
fosfolipasa C - inositol-3-fosfato, lo que lleva a la activacion de Ca?*- calmodulina dependiente de la sintasa de
oxido 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 acetilcolina (K*-Ach), asi como el
cierre de canales de calcio dependientes de voltaje de tipo L (Cav1.2), mediante un mecanismo dependiente
de guanosin monofosfato ciclico (GMPc); como consecuencia, se hiperpolariza la membrana y se produce
una marcada vasorrelajacion,'21314151617) hallazgo no observado en la investigacion por la ausencia de un
endotelio vascular integro y funcional.

La discreta relajacion vascular producida por canfenol plus 3 % tras la segunda preactivacién de los anillos,
podria estar asociada de forma similar a la ausencia 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 P450). Cualquiera de estos mediadores produciria el efecto vasorrelajante a través del control de
canales de potasio y calcio en el musculo liso vascular adyacente.

Autores como Syed AU et al.,"*® Bergantin LB®® y Ajello AE,?% 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
enddgenos 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).

A pesar de la escasa relajacién vascular producida por canfenol plus 3 %, 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
el medicamento al 3 % produce una vasorrelajacion significativa del musculo liso vascular in vitro tras la
preactivacién con K*=80 (Z< -1,96; p< 0,05), hecho a tener en cuenta a la hora de su empleo como medicacion
intraconducto, por la posible implicacion en alteraciones vasomotoras locales y sistémicas responsables del
edema, el dolory lairritacion de los tejidos periapicales durante el manejo terapéutico del conducto dentario
radicular infectado.

El modelo de regresién lineal mostré que la correlacidon entre las dos variables fue positiva y considerable;
por su parte, el coeficiente de determinacidn evidencio que el 83 % de los cambios de la variable dependiente
(tensién inducida por canfenol plus 3 % 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 variacién de tension del musculo liso de anillos de carétida
externa producida por adicién de 10 pl de acetilcolina (Ach) 10 mol/L, puede predecir de forma significativa,
la variacién de tensidn producida por igual dosis de canfenol plus al 3 %, tras preactivacion de los anillos con
solucion Krebs K*=80. Se corrobora de esta forma, la posible implicacidn del endotelio vascular y el factor de
relajacion endotelial (EDRF), en el efecto vasorrelajante producido por el medicamento.

Como limitacion del estudio declaramos el bajo nUmero de muestras y vasos sanguineo estudiados.

CONCLUSIONES

Se concluye que soluciones de canfenol plus al 3 %, producen in vitro, un discreto, pero significativo efecto
vasorrelajante del musculo liso vascular de anillos de carétida externa. Dicho efecto es dependiente de
endotelio vascular, a partir de un factor relajante o hiperpolarizante derivado de este.

RECOMENDACIONES

Se recomienda para futuras investigaciones abarcar otras arterias mas cercanas y relacionadas con la
irrigacion del diente y sus estructuras de soporte, con el fin de establecer parametros de comparacién con los
hallazgos encontrados.
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