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RESUMEN

Introduccion: el Cresophene es un medicamento de uso comun empleado como
medicacién intraconducto en Endodoncia. Son escasos los reportes cientificos
sobre sus efectos en la musculatura lisa vascular arterial y la regulacién del flujo
sanguineo local. Objetivo: determinar el efecto del Cresophene sobre la
dindamica contractil del musculo liso vascular arterial segun concentracion y
tiempo de aplicacion. Meétodos: se realizé una investigacion experimental
preclinica, utilizando 30 anillos de arterias cardtidas externas obtenidas de ratas
Wistar. Los anillos se colocaron en bafio de o6rganos, se preactivaron con
sustancias vasoactivas, registrandose luego la tensién desarrollada por el

musculo liso vascular tras la adicion de Cresophene, en diferentes
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concentraciones y durante diferentes intervalos de tiempo. Resultados: el
Cresophene produjo un 49,1 % de relajacién vascular. La mayor disminucion del
tono se produjo con el uso de soluciones al 10 %. Las pruebas de Wilcoxon de
los rangos con signos, evidenciaron diferencias significativas entre la tensién
base inicial y la registrada a los diez minutos de afadido el medicamento para
soluciones del 7 y 10 % respectivamente. Conclusiones: el Cresophene, indujo
“in vitro” relajacién de la vasculatura lisa arterial, a través de un acoplamiento
excitacion contraccidén de tipo farmacomecanico, la cual se incrementé en funcion
del tiempo y la concentracién del medicamento.

Palabras Clave: musculo liso vascular, tension muscular, vasodilatacion, bano

de 6rganos, medicacion intracanal, Cresophene.

INTRODUCCION

La eliminacidn de microorganismos del conducto dentario radicular, ha sido
siempre el propdsito principal del tratamiento pulporradicular (TPR) en un diente
con infeccién pulpar. La preparacion biomecdanica y la irrigacion con sustancias
antisépticas, no siempre es de gran eficacia, debido a la supervivencia de
microorganismos resistentes en los tubulos y canaliculos dentinarios, donde no
es posible aplicar los instrumentos y las diversas sustancias que se utilizan. Se
requiere entonces, el uso de un medicamento no téxico que sea capaz de
destruir los agentes patdgenos, modular y reducir la inflamaciéon, asi como
posibilitar la reparacion tisular.(*- 2

Desafortunadamente, los medicamentos utilizados en el conducto radicular no
han mostrado evidencias de cumplir con todos los aspectos mencionados, se han
utilizado una amplia gama de agentes quimicos diferentes, algunos de forma
empirica o basada Unicamente en pruebas de laboratorio, otros a criterio
personal del profesional. Son escasas las investigaciones clinicas sobre la eficacia
de la mayoria de ellos; sobre todo, de sus efectos indeseados en sitios alejados
de su aplicacion.®

Uno de los antisépticos comunmente empleado en Estomatologia desde el
pasado siglo y que mantiene su uso hasta la actualidad, lo constituye el
Cresophene, mezcla constituida por paraclorofenol, dexametasona, timol y

alcanfor. Es un liquido oleoso y con un olor penetrante caracteristico. El propdsito
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del alcanfor ademas de servir como vehiculo, es reducir la accidn irritante del
paraclorofenol al causar su lenta liberacion, de lo cual resulta un medicamento
con bajo poder de agresién a los tejidos.

El paraclorofenol alcanforado (PCFA), principal agente activo del Cresophene,
constituye un derivado fendlico efectivo contra la variedad de microorganismos
presentes en los conductos radiculares infectados y estrechos, con gran poder
biocida cuando se mezcla con otros farmacos como el hidroxido de calcio. Sin
embargo, se le han senalado algunos inconvenientes que han limitado su uso,
como los enumerados por Canalda et al (*: es citotdxico sobre los fibroblastos
pulpares humanos, inhibe el ADN celular de una manera dependiente de la
concentracién, causa una inflamacién significativa después de 24 horas de
aplicado, actua basicamente por contacto y su efecto se neutraliza en presencia
de materia organica como sangre o pus.

Abd Gami et al ® refieren que el fenol y sus derivados son irritantes para la piel,
incluso en solucién diluida; pueden causar necrosis, estimulacién transitoria del
Sistema Nervioso Central (SNC) y depresidn que puede llevar al coma. Se
pueden acumular en bazo, rifidn, higado, corazén, cerebro y tejido adiposo,
afectando la homeostasis de dichos érganos.

Ambikathanaya UK ® y Tingting G et al ) coinciden en que los derivados
fendlicos al incrementar sus concentraciones en los liquidos extracelulares,
penetran al interior de las células y son capaces de desacoplar la fosforilacién
oxidativa de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria,
provocando disrupcidn en los mecanismos de obtencion de energia (ATP), la
produccion de especies reactivas del oxigeno (EROs); ademas de la peroxidacion
de lipidos de la membrana plasmatica por activacién del sistema citocromo P450.
Otros autores como Syed et al,® Bergantin® y Aiello,(!® 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 enddégenos y algunos farmacos.
Escasos articulos cientificos citan el vinculo de estos canales con el mecanismo
de accion de los fenoles clorados.

En Cuba, al igual que en otros paises se emplea el Cresophene, colocandolo en la
entrada del conducto radicular (cdmara pulpar) mediante bolillas de algodén

embebidas, sin una norma estandarizada de las mismas, en cuanto al tamafo de
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la bolilla y dosis a aplicar de dicho agente quimico. Es posible que este proceder
terapéutico sea la causa de que, en un gran numero de pacientes con TPR
realizados en pulpa no vital, persista la inflamacién, el dolor y la irritacién de los
tejidos periapicales. Téngase en cuenta ademas, que la accién antibacteriana del
PMCF contenido en Cresophene, desaparece en un 90 % durante las primeras 24
horas, cuando se coloca en la cdmara pulpar mediante un algodén embebido con
el medicamento.®

Aunque la literatura contiene numerosos estudios sobre las caracteristicas y
accion del Cresophene con base en el PCFA sobre los microrganismos, son
escasos los reportes cientificos de su efecto sobre el endotelio vascular, la
musculatura lisa y la regulacion del flujo sanguineo tisular local. Este ultimo,
como proceso fisioldgico imprescindible para el control de los diferentes eventos
morfofisioldgicos, que tienen lugar en la expresién de los signos clinicos de las
diferentes afecciones pulporradiculares, y que pueden retardar o impedir la cura
de los procesos infecciosos e inflamatorios a nivel pulporradicular. Lo anterior se
sustenta en lo planteado por Canalda et al * que cuando el medicamento se
deposita en el interior de los conductos radiculares, su efecto no se limita a ellos,
se ha demostrado su distribucion sistémica al difundir hacia los tejidos
adyacentes a través del apice radicular, detectandose en sangre y orina, aunque
se desconoce la posible repercusion de estos hallazgos en el organismo.

A partir de lo expresado se define como problema cientifico: équé efecto ejercera
el Cresophene sobre la dindmica contractil del musculo liso vascular arterial?
Para dar respuesta a esta interrogante surge la necesidad de realizar el presente
estudio, que tiene como objetivo, determinar el efecto del Cresophene en la
dindmica contractil del mdusculo liso vascular arterial, en funcién de la

concentracién y el tiempo de aplicacion.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé una investigacion experimental preclinica en el Instituto de Fisiologia
“Oscar Langerdorff”, Universidad de Rostock, Alemania, entre octubre vy
diciembre de 2018, con el propdsito de determinar el efecto del Cresophene
sobre la dinamica contractil del musculo liso vascular arterial en funcién de la

concentracién y el tiempo de aplicacion.
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La unidad de analisis la constituyeron arterias carétidas externas de ratas Wistar
de ambos sexos, con un peso entre 200-250 gramos. A través de un muestreo
probabilistico aleatorio simple de seleccioné una muestra (n=10).

Cada arteria fue seccionada en 3 anillos concéntricos de 5 mm cada uno
aproximadamente, para un total de 30. A cada anillo, se le practicé un corte
helicoidal cuidadoso preservando la integridad del endotelio y la capa de fibras
musculares lisas.

Para dar cumplimiento al objetivo planteado se tuvieron en cuenta las variables:
tensién basal espontanea (TBE), tensidn base inicial (TBI) y tensién inducida por
Cresophene, las que se operacionalizaron de la siguiente forma:

1. Tension basal espontdanea (TBE): tensién alcanzada por el musculo liso
vascular tras la adicién en 30 ml de solucion Krebs fisioldgica. Se registré en
mN/g de musculo y se evalué de minima (menor de 5), promedio (entre 5y 10)
y maxima (igual o mayor de 10).

2. Tensidén base inicial (TBI): tension maxima alcanzada por el musculo liso
vascular tras la preactivacion con vasopresina (10® mol /L) y solucién Krebs
concentrada en iones potasio (K*=80 mmol/L). Se registrd al minuto 0.

3. Tensién inducida por Cresophene: tensidn desarrollada por el musculo liso
vascular (previamente preactivado), tras la adicién de 10 pl de solucion de
Cresophene en diferentes concentraciones. Se registré al minuto 1, 3, 5, 7 y 10.
Las preparaciones bioldgicas para medir la TBE, se colocaron en un bafio de
organos [Tissue Bath Station, BIOPAC™] con 30 ml de solucién Krebs fisioldgica
(NaCl: 112; NaHCOs: 25; KH.PO4: 1,2; KCI: 4,7; MgCl, + 6H;0: 1,2; CaCl, +
2H;0: 3,6; Glucosa: 11,5 milimoles respectivamente), a 36,5 °C, se mantuvo un
suministro continuo de carbdgeno (95 % de O, y 5 % de CO;). Posteriormente,
se estandarizé dicha tensién mediante un peso de traccién de 1 g, con ajustes de
calibracidon y, para garantizar su estabilidad, los anillos se lavaron con solucién
Krebs cada 15 minutos durante una hora.(%:12)

Se prepararon para la investigacidn tres soluciones de Cresophene a
concentraciones del 3, 7 y 10 %, se utilizd como solvente organico el
dimetilsulfoxido (DMSO). Este Uultimo fue anadido previamente a 15
preparaciones control, donde se comprobd que no ejercid efecto alguno sobre el

musculo liso vascular de los anillos.
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Para medir la TBI, las muestras bioldgicas se preactivaron en un primer
momento del experimento con 10 pl de vasopresina (10® mol/L en bafio de
organos), y en una segunda parte con 30 ml de solucién Krebs concentrada en
iones potasio (K*=80 mmol/L) hasta alcanzar la maxima vasoconstriccidon
(meseta) aproximadamente a los 10 minutos. A continuacién, se afiadieron 10 pl
de solucion de Cresophene y se determinaron los niveles de tensién muscular
resultante de manera continua durante diez minutos, se registraron para su
estudio los minutos 1, 3, 5, 7 y 10.

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

El porcentaje de relajacion vascular inducido por Cresophene para cada uno de

los intervalos de tiempo, se calculd mediante la expresion matematica:

Por ciento de relajacién vascular = [(Tensiéon Maxima Constriccién - Tensién Inducida) / (Tension
Méaxima Constriccion - Tensién Basal Espontanea)] x 100

Se compararon los valores promedios de tensidn registrados en los diferentes
intervalos de tiempo con los de la tensién espontanea basal y tensién base
inicial, a través de comparaciones de media relacionadas, con la aplicacion de la
prueba de Wilcoxon de los rangos con signo. Los valores de p < 0,05 se
consideraron estadisticamente significativos.

El estudio constituye parte de los resultados de la investigacién doctoral del
primer autor, derivada de un proyecto institucional 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.
Todo el disefio experimental se realizd de acuerdo a las normas éticas alemanas

relacionadas con el cuidado, uso y manejo de animales de experimentacion.

RESULTADOS
Las tensiones musculares y sus cambios por la accién del Cresophene, son

ilustradas en la figura 1. Como se aprecia, el medicamento produjo un descenso
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gradual de la fuerza muscular, el cual fue proporcional al incremento de la

concentracién y el tiempo de aplicacion.
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Figura 1. Tension desarrollada por el musculo liso vascular tras la adicion de Cresophene segun
concentracion y tiempo (las lineas discontinuas horizontales representan la tensién media general

para cada concentracion).

La mayor variacidn experimentada por el tono muscular se registré a
concentracién del 10 %, con una disminucién al minuto diez de 2,96 mN en
relacién a la tensidn base inicial y 1,34 mN con respecto a la media general que
fue de 13,18 = 0,10 mN/g de musculo liso vascular.

Durante el primer minuto, los cambios en el tono muscular fueron discretos y
variables con respecto al valor registrado durante la maxima vasoconstriccién. A
concentracién de Cresophene 3 %, la tensiéon disminuyd solo 0,05 mN; sin
embargo, este descenso fue mayor con el uso de soluciones al 10 %, con un
valor de 0,33. Con el empleo del medicamento al siete por ciento, a diferencia
del resto de las concentraciones, la fuerza muscular experimentd un ascenso
ligero en 0,02 mN.

Los valores de tensidon inducidos por soluciones de Cresophene al 7 y 10 %,
disminuyeron por debajo de la media general para cada concentracién respectiva
(lineas discontinuas roja y verde), a partir del minuto 3 (sefialado con linea
discontinua vertical de color negro). Para soluciones del 3 %, las cifras

tensionales lo hicieron aproximadamente a los dos minutos y medio.
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Fueron apreciables los cambios que sufrié la tension muscular lisa entre el primer
y tercer minuto con el uso de solucion de Cresophene al 10 %. Durante este
corto intervalo de tiempo, la fuerza muscular disminuyé un 43,9 % (1,3 mN) con
respecto a la tension base inicial.

Los valores de desviacién estandar y coeficiente de variacion, evidenciaron poca
dispersién de los datos con respecto a la media, las cifras mas altas de ambas
variables, se obtuvieron con el empleo de solucidn de Cresophene al 10 %
durante los minutos uno y tres respectivamente.

Los efectos en término de porcentaje de relajaciéon vascular se muestran en la

figura 2.
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Figura 2. Efecto del Cresophene sobre el musculo liso vascular de anillos de cardtida externa

segun concentracion y tiempo.

Obsérvese como la vasodilatacion se incrementd de forma escalonada en funcién
de la concentracién y el tiempo. El porcentaje de relajacién de la musculatura
lisa vascular para todas las soluciones del medicamento empleadas, fue notable
durante el minuto tres; sobre todo, a concentracién del 7 %, donde se
incrementd unas ochenta y cuatro veces con respecto al minuto inicial.

Después del minuto tres y hasta el diez, los valores porcentuales durante los
diferentes intervalos de tiempo mostraron discretas diferencias, aunque la

tendencia general al final fue al incremento. En el caso de solucidon de
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Cresophene al 3 %, apenas sobrepasd dos unidades porcentuales. Al final del
estudio el Cresophene produjo una relajacion vascular de un 49,1 %.

Un resumen estadistico inferencial, sobre comparacion de valores promedios de
tensién espontanea (TBE) y tension base inicial (TBI), con la tensién desarrollada
por el musculo liso vascular al minuto diez tras afadir diez microlitros de

Cresophene, se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Pruebas de Wilcoxon de los rangos con signos para Cresophene

Variables emparejadas Valor del P

estadigrafo Z

TBE - Tensidon Cresoph 3 % 10 m -2,201 0,028
TBI - Tension Cresoph 3 % 10 m -1,782 0,075
TBE - Tension Cresoph 7 % 10 m - 2,981 0,003
TBI - Tensién Cresoph 7 % 10 m -2,981 0,003
TBE - Tension Cresoph 10 % 10 m - 3,061 0,002
TBI - Tensién Cresoph 10 % 10 m - 3,059 0,002

Leyenda: TBE-tension espontanea basal; TBI - tension base inicial; Cresoph - Cresophene

Z, (0,05) = - 1,96; Z< Z, (p<0,05)
A excepcion de solucién de Cresophene al 3 %, cuyo valor del estadigrafo Z
calculado (Z= -1,782> -1,96; p>0,05), no evidencié variacién apreciable de la
tension a los diez minutos de afiadido el medicamento con respecto a la TBI, el
resto de las pruebas de Wilcoxon de los rangos con signo, mostraron diferencias

significativas con un margen de error del 5 %.

DISCUSION

Las evidencias experimentales observadas sobre el efecto en el musculo liso
vascular arterial del Cresophene, son a razonamiento de los autores de esta
investigacion, la integracion de multiples procesos bioquimicos y fisiolégicos
acoplados: mecanismo de accién de clorofenoles, canales de iones potasio y de
calcio, derivados del metabolismo del acido araquidénico por enzimas del sistema
citocromo P450, especies reactivas del oxigeno, asi como factores relajantes e
hiperpolarizantes derivados del endotelio vascular.

Los clorofenoles, al desacoplar la fosforilacion oxidativa de la cadena

transportadora de electrones a nivel mitocondrial como afirman Downs y Wills,(*3)
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Carey® y Ge,*> pueden reducir la produccion de trifosfato de adenosina (ATP)
por debajo de un valor critico de 1 mmol/L.

El incremento del difosfato de adenosina (ADP) resultante, activa los canales de
potasio sensibles a ATP (KATP),(% 19 produce salida significativa de iones potasio
al exterior, que conlleva a la hiperpolarizacién del sarcolema, bloqueo de los
canales de calcio operados por voltaje tipo L (Cavl.2) y de potencial transitorio
(TRP), reduccién de la concentracion intracelular de calcio e inhibicién de los
ciclos de puentes cruzados de actina-miosina, produciendo relajacion muscular y
vasodilatacion.

Investigadores como Amado Pifia*”) confirma lo expresado por Downs y Wills,(*3)
anade que la actividad desacoplante es diferente segun la estructura del derivado
fendlico, al parecer asociada a la capacidad del grupo hidroxilo (OH-) de
disociarse al pH de la membrana mitocondrial y actuar como grupo protondéforo
(aceptor de electrones).

En la homeostasis vascular como describe Cantu,*® las epoxigenasas de la
familia 2 del sistema citocromo P450, catalizan la conversién del acido
araquidonico (AA) en derivados epoxilados e hidroxilados: acidos
epoxieicosatrienoicos (EETs) y acidos hidroxieicosatetranoicos (HETEs), ambos
con importantes roles en el mantenimiento y equilibrio del tono vascular, junto a
otros metabolitos como el éxido nitrico, prostaciclina y endotelina-1.

Los EETs producidos en el endotelio vascular se han sugerido segun afirma
Fernandez Agudelo y colaboradores,*®) como factores hiperpolarizantes derivados
del endotelio (EDHF) con accién  vasodilatadora. El  acido-20-
hidroxieicosatetranoico (20-HETE) obtenido por una w-hidroxilasa en el musculo
liso vascular, produce vasoconstriccién.

Con el incremento de la concentracion intracelular de calcio y la constriccidon
resultante por accion de las sustancias preactivadoras empleadas, Cresophene
podria estimular la actividad de las monooxigenasas endoteliales CYP2C y CYP2]
dependientes de oxigeno y de NADPH, peroxidar lipidos y proteinas de forma no
controlada (stress oxidativo), incrementar la produccién de peréxido y sulfuro de
hidrogeno, iones superdxido y otros derivados epoxilados, que actuarian en

conjunto como EDHF e independientes de éxido nitrico y prostaciclina.



&
£~ Segundo Congreso Virtual de Eﬁ >
=, Bsasnelo Ciencias Basicas Biomédicas en Granma.
Manzanillo.

2021

La hiperpolarizacion de la célula endotelial, por incremento del flujo de iones
potasio al espacio mioendotelial a través de canales de potasio sensibles a calcio
(BKCa), asi como la transmisién de esta a la célula muscular lisa vascular por
uniones gap, proporciona una via eléctrica de baja resistencia, cuya presencia en
la pared vascular se incrementa al disminuir el diametro de la arteria, para
finalmente producir relajacion del musculo liso, al activar canales de potasio y/o
la bomba ATPasa sodio-potasio.(?9

En condiciones de hiperpotasemia (concentracidén extracelular de potasio mayor
de cinco miliequivalentes por litro) como la inducida con Krebs aumentada en
potasio (K*=80 mmol/L), soluciones concentradas al 3 % de Cresophene (ver
figura 2), fueron incapaces de permitir la apertura de suficientes canales de
potasio en funcién del tiempo, para revertir el estado de maxima contraccidon
producido.

Bajo estas circunstancias, se produce una disminucion del gradiente de iones
potasio desde el interior de la membrana, por incremento de su concentracién en
el liquido extracelular (80 mmol/L). Los canales de calcio no son bloqueados de
manera efectiva, persiste la vasoconstriccién inducida en el tiempo por
incremento de la concentracion intracelular de calcio y el bloqueo de BKCa.

Al aumentar las concentraciones (7 y 10 %), una cantidad mayor de canales
KATP y BKCa son activados en el tiempo, se produce hiperpolarizaciéon con la
consiguiente relajacion y vasodilatacion resultante.

De modo general, cada una de las posibles vias descritas que explican el efecto
inhibidor de la vasoconstriccion producido por el medicamento, el objetivo final
va ser el mismo: apertura de canales de potasio, cierre de canales de calcio tipo
L y no selectivos, disminucion de la concentracidén intracelular de calcio,
hiperpolarizacion de la membrana, disminucién del ciclado de puentes cruzados
de actina-miosina, relajacion muscular y vasodilatacién.

Basado en las evidencias experimentales observadas, los autores de este estudio
consideran que los mecanismos de transduccién de sefiales intracelulares, la
apertura y cierre de canales idnicos, asi como la activacion y/o inhibiciéon de
determinadas enzimas, son procesos que requieren algunos segundos o minutos
para manifestar expresiones funcionales. Tal hecho podria explicar el por qué

durante el minuto uno, la disminucion de la tensidon y los porcentajes de
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relajacion vascular, son minimos en casi todas las soluciones empleadas de
ambos medicamentos.

Los estadigrafos Z calculados a través de las pruebas de Wilcoxon de los rangos
con signo, permitieron afirmar con un intervalo de confianza del 95 %, que el
Cresophene modific6 de forma significativa la tension muscular lisa en esa
muestra de anillos de carétida externa en funcion del tiempo y la concentracion.
Estos resultados revelan, la necesidad de estandarizar las dosis de este
medicamento cuando se emplee como medicaciéon intracanal durante los
tratamientos pulporradiculares entre sesiones, para asi evitar efectos
vasomotores no deseados que conduzcan al fracaso terapéutico. Se sugiere para
futuras investigaciones dadas las limitaciones del estudio, incrementar el nUmero
de muestras y explorar otros sectores vasculares, con el fin de contrastar los

resultados con los hallazgos observados.

CONCLUSIONES

Se concluye que el Cresophene indujo “in vitro” relajacién de la vasculatura lisa
arterial, a través de un acoplamiento excitacidn contraccién de tipo
farmacomecanico, la cual se incrementd en funcion del tiempo y la concentracion

del medicamento.
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