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RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crd-
nica que provoca danos sobre los tejidos periodon-
tales y puede llevar a la pérdida de piezas dentarias.
Si bien la enfermedad normalmente se inicia por la
acumulacion de placa bacteriana, que produce efec-
tos nocivos sobre los tejidos, su patogénesis se ve po-
tenciada por varias condiciones individuales entre las
gue se destaca la propia respuesta inmune/inflama-
toria del hospedador, que es capaz de causar efectos
deletéreos irreversibles sobre los tejidos de soporte
y proteccion dentaria. La periodontitis, en todas sus
formas, requiere de intervencion odontoldgica pe-
riddica y de un enfoque multifactorial, por lo tanto, la
comunidad cientifica esta ampliamente dedicada a la
busqueda de métodos coadyuvantes que acompanen
el tratamiento de la placa bacteriana y la eliminacion
del calculo, con el fin de mejorar las condiciones de
salud de los pacientes que padecen esta patologia de
alta incidencia. Las respuestas antiinflamatorias y
osteoprotectoras desencadenadas por activaciéon de
receptores de cannabinoides en distintos tejidos han
llevado a nuestro grupo de investigacion a estudiar al
sistema endocannabinoide como potencial blanco te-
rapéutico para tratar la periodontitis. En este trabajo
se revisan y discuten los resultados obtenidos hasta
el momento en modelos experimentales.

Palabras clave: periodontitis, endocannabinoides,
agonistas de receptores de cannabinoides, antago-
nistas de receptores de cannabinoides, osteoprotec-
cion

ABSTRACT

Periodontitis is a chronic inflammatory disease that
causes damage to periodontal tissues and can lead
to the loss of teeth. Although the disease is usually
initiated by the accumulation of bacterial plaque,
which produces harmful effects on the tissues, its
pathogenesis is enhanced by several individual
conditions, among which the host's own immune/
inflammatory response, which is capable of causing
irreversible deleterious effects on periodontal tissues.
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PARTICIPACION DEL SISTEMA ENDOCANNABINOID EN LA PERIODONTITIS

Periodontitis, in all its forms, requires periodic dental
intervention and a multifactorial approach: therefore
the scientific community is widely dedicated to the
search for adjuvant methods that accompany the
treatment of bacterial plaque and the elimination of
calculus, in order to improve the health conditions of
patients suffering from this high incidence pathology.
The anti-inflammatory and osteoprotective responses
triggered by activation of cannabinoid receptors
in different tissues have led our research group to
study the endocannabinoid system as a potential
therapeutic target to treat periodontitis. In this work,
the results obtained until now in experimental models
are reviewed and discussed.

Keywords: periodontitis, endocannabinoids,
cannabinoid receptor agonists, cannabinoid receptor
antagonists, osteoprotection

INTRODUCCION

LA PERIODONTITIS

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cro-
nica de etiologia fundamentalmente bacteriana, que
afecta los tejidos duros y blandos de soporte y pro-
teccidén dentaria (Slots, 2017). La enfermedad, nor-
malmente se origina a partir de una gingivitis preexis-
tente, que es la inflamacién de la encia producto de la
acumulacidon de biofilm de placa bacteriana y sarro o
calculo (placa mineralizada) en los dientes y en la pro-
pia encia, en zonas linderas al surco gingival. La gingi-
vitis es nociva para el tejido gingival, pero si es trata-
da a tiempo, sus danos son reversibles. Sin embargo,
si la infeccidn y la inflamacidn progresan, comienza
a producirse pérdida de adhesién entre el epitelio de
unién y el diente, lo que provoca la formacidon de una
bolsa periodontal donde, en condiciones de salud, hay
tan solo un surco. La bolsa periodontal subsecuente
se llena de liguido crevicular y se constituye en un
sitio favorable para la acumulacién y la proliferacion
de microorganismos periodonto-patogénicos. Cuan-
do esto sucede, la enfermedad pasa a convertirse en
periodontitis, que se subdivide en diferentes formas
y grados de severidad, pero que en todos los casos
provoca danos irreversibles sobre los tejidos perio-
dontales.

La periodontitis provoca el deterioro de los tejidos
periodontales de proteccién (encia libre e insertada
y epitelio de unién) y de insercién dentaria (cemento
radicular, ligamento periodontal y hueso alveolar), lo
que la lleva a constituir una las causas mas importan-
tes de la pérdida de piezas dentarias en el adulto. Si
bien la enfermedad normalmente se inicia por la acu-
mulacién de placa bacteriana, que produce efectos
nocivos sobre los tejidos bucales mediados por enzi-
mas hidroliticas, sustancias acidas y toxinas, su pato-
génesis se ve potenciada por varias condiciones indi-
viduales entre las que se destaca la propia respuesta
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inmune/inflamatoria del hospedador, que es capaz de
causar efectos deletéreos sobre los tejidos periodon-
tales. Los lipopolisacaridos (LPS), toxinas producidas
por especies bacterianas gram-negativas del biofilm
de la cavidad bucal, conducen a un infiltrado de leu-
cocitos en el tejido mucogingival, lo cual incrementa
la sintesis y liberacién de citoquinas proinflamatorias
como las interleuquinas 1 (IL-1) y 6 (IL-8), y el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-o<), de prostaglandinas
(PG), especialmente la PGE2, de especies reactivas
del oxigeno y de enzimas hidroliticas con actividades
proinflamatorias y catabdlicas (Page, 1991). Eviden-
cias experimentales senalan a las prostaglandinas vy
al éxido nitrico (NO) como mediadores de la resorcion
dsea (Offenbacher et al., 1993; Lappin et al., 2000;
Brennan et al., 2003). Niveles elevados de PGE2 de-
tectados en el liquido crevicular de los pacientes con
periodontitis han sido relacionados con un incre-
mento en la severidad de la enfermedad (Preshaw y
Heasman, 2002). La NO sintasa inducible (NOSI), cuya
actividad esta incrementada en el tejido gingival afec-
tado por periodontitis, desempena un papel clave,
tanto en la patogénesis de la enfermedad como en la
pérdida dsea subsiguiente. EI NO producido durante
la respuesta inflamatoria posee un efecto dual, por
un lado, contribuye a la destruccion bacteriana, y por
otro, cuando alcanza altas concentraciones, posee un
efecto deletéreo sobre los tejidos del hospedador. El
NO es sintetizado en exceso en respuesta a citoqui-
nas proinflamatorias, generando un efecto inhibitorio
en la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos,
gue lleva a una disminucion de la osteogénesis (Sau-
ra et al.,, 2010), sumado a un efecto colagenalitico y
anticolagenogénico que provoca la destruccion de los
tejidos del hospedador (Park, 2013).

El equilibrio entre la formacion de hueso inducido
por los osteoblastos y la resorcidon ésea a cargo de
los osteoclastos determina el nivel de la masa dsea.
La pérdida dsea aparece por un desequilibrio a favor
de los mecanismos de reabsorcion. El ligando de re-
ceptor activador para el factor nuclear o«<B (RANKL),
su receptor RANK, y el receptor senuelo osteopro-
tegerina (OPG), son moléculas clave en la regulacion
de la diferenciacion de los osteoclastos, su recluta-
miento y funcionamiento (Udagawa et al., 1999; Suda
etal, 1999). RANKL es esencial para la diferenciacion
completa de células precursoras de osteoclastos vy
desempena un papel fundamental en la resorcion
Osea periodontal (Lacey et al., 1998; Nagasawa et al.,
2007). Un estudio realizado en cultivos de precurso-
res de osteoclastos concluyd que el TNFe< aumenta
potentemente la proliferaciéon/diferenciacion de os-
teoclastos en presencia de RANKL (0’'Gradaigh et al.,
2004). Ademas, se informd que IL-1y LPS estimulan la
osteoclastogénesis a través de dos eventos paralelos:
incremento directo de la expresion de RANKL y supre-
sién de la expresion de OPG, molécula que interfiere



con la interacciéon RANK-RANKL, necesaria para la
activaciéon de pre-osteoclastos. Ademas, la supresion
de la expresidon de OPG esta mediada por PGE2 (Suda
et al., 2004).

En los Ultimos anos, y en base a estudios epidemiold-
gicos, la periodontitis ha sido ampliamente asociada
con la enfermedad cardiovascular y los accidentes
cerebro-vasculares (Pussinen et al., 2007). Aparen-
temente, el punto de vinculacidon entre ambas patolo-
gias esla inflamacidn. Si bien la periodontitis constitu-
ye una infeccidon predominantemente local, al tratarse
de una enfermedad inflamatoria crdnica puede con-
ducir a alteraciones sistémicas con repercusion en
distintos érganos vitales tales como el corazény los
rinones. Estudios en humanos mostraron que los pa-
cientes que se encuentran bajo tratamiento de la en-
fermedad periodontal presentan una disminucién en
el contenido sérico de proteina C reactiva e IL-6, dos
parametros inflamatorios sistémicos (Pussinen et al.,
2007). Por lo tanto, el tratamiento de la enfermedad
periodontal, no solo es importante para el manteni-
miento de la salud bucal, sino que también lo es para
la prevencion de enfermedades inflamatorias sistémi-
cas que pueden conducir a infarto miocardico o acci-
dentes cerebro-vasculares (Davé y Van Dyke, 2008).

EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE (SEC)

El SEC es una red de senalizacion intercelular que
modula un espectro diverso de procesos fisiolégicos
incluyendo la nocicepcidn, el comportamiento, el ape-
tito, el control motor, la reproduccién, la formacidon
de la memoria, el metabolismo dseo y la inflamacidn.
Comprende ligandos enddgenos como la anandamida
(AEA) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG), una serie de
mecanismos para su sintesis y degradacién, y recep-
tores de membrana acoplados a proteina G, siendo
CB1ryCB2rlos principales receptores especificos de
cannabinoides (CBr) y el receptor de potencial transi-
torio vainiloide tipo 1 (TRPV1), el receptor inespecifico
de mas amplia distribucién en el organismo. Por su
parte, la hidrolasa N-acil fosfatidiletanolamina fos-
folipasa D (NAPE-PLD) y la amida hidrolasa de &cidos
grasos (FAAH), son las principales enzimas encarga-
das de la sintesis y degradacion de AEA, respectiva-
mente, mientras que la diacilglicerol lipasa (DAGL) y
la monoacilglicerol lipasa (MAGL), hacen lo propio con
el 2-AG. Aunqgue los receptores de cannabinoides es-
tan presentes en diferentes tipos de células y tejidos,
el CB1r es altamente expresado en el tejido nervio-
so, mientras que CB2r se expresa principalmente en
células inmunes tales como monocitos, macrdfagos,
linfocitos y en células déseas (Fine y Rosenfeld, 2013;
Kohnz y Nomura, 2014; Ahn et al., 2008).

Los cannabinoides pueden actuar como potentes
agentes anti-inflamatorios ejerciendo sus efectos a
través de la supresion de la produccién de citoqui-
nas, la inhibicién de la proliferacion celular, induccion
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de apoptosis y la induccién de células T reguladoras
(Nagarkatti et al., 2009). Los receptores CB1r y CB2r
también han sido descritos en el tejido gingival (Naka-
jima et al., 2008). Se ha reportado que la AEA inhibe la
inflamacion periodontal excesiva y que el cannabidiol,
un cannabinoide extraido de la planta de marihuana,
disminuye la pérdida ¢sea inducida por periodonti-
tis experimental (PE), disminuyendo la produccién de
TNFoc g IL-10o< (Nakajima et al., 2006; Napimoga et al.,
2009). Sin embargo, se han reportado efectos opues-
tos entre AEA y 2-AG, antiinflamatorios y proinflama-
torios, respectivamente, en estudios con células de
ligamento periodontal (Ozdemir et al., 2014).

CONSUMO DE CANNABIS Y SALUD
PERIODONTAL

Distintos reportes de la literatura describen efectos
nocivos del consumo de cannabinoides sobre la sa-
lud periodontal (Liu et al., 2019), aunque la mayoria de
ellos son inespecificos y estan vinculados a la ingesta
de cannabis por via inhalatoria (el acto de fumar ma-
rihuana), producto de la combustion de la hierba y el
papel que la contiene. Los efectos deletéreos inespe-
cificos mas conocidos sobre la cavidad bucal son los
siguientes: irritacién de mucosas por efecto del humo
inhalado; condiciones favorables para el desarrollo
de microorganismos debido al calor que produce la
combustion; dano tisular adicional debido a la inhala-
cion de quimicos no cannabinoideos presentes en la
planta; malos habitos de higiene bucal de los consu-
midores de cannabis. Sin embargo, existe un efecto
nocivo especifico desencadenado por los cannabi-
noides presentes en la planta, principalmente los te-
trahidro-cannabinoides y el cannabidiol, que actuan
sobre receptores del SEC localizados en diferentes
estructuras de las glandulas salivales, y que median
acciones que conducen a la hipofuncién de tales glan-
dulas y a la consecuente hiposalivacion. Dado que
la saliva constituye una barrera primaria contra las
infecciones en la cavidad bucal, su déficit conduce al
incremento en la predisposicion a la acumulacion de
placa bacteriana sobre las superficies dentariasy pe-
riodontales, y por ende al desarrollo de periodontitis
(Ambrdsio et al., 2017).

SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

EN LAS GLANDULAS SALIVALES

En el ano 2006, con nuestro grupo de trabajo, demos-
tramos la presencia de receptores de cannabinoides
en la glandula submaxilar de rata, determinando la
presencia de los CB2r en zonas periféricas de las cé-
lulas acinares y en estructuras ductales, mientras
que los CB1r se vieron circunscriptos a las estructu-
ras ductales (Prestifilippo et al., 2006). En ese mismo
trabajo también demostramos que la administracion
intraglandular del endocannabinoide anandamida
(Lug/50ul) inhibe la secrecion salival estimulada por
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distintas dosis tanto del agonista colinérgico meta-
colina (1, 3y 10 ug/Kg de rata) como de noradrena-
lina (1, 3, 10 y 30 ug/Kg de rata), pero que la admi-
nistracion previa de los antagonistas de CB1ry CB2r,
AM251 (15ug/50ul) y AMB30 (1ug/50ul), respectiva-
mente, previno el efecto inhibitorio en todos los casos.
Estos resultados en su conjunto demostraron por pri-
mera vez la presencia de los receptores especificos
de cannabinoides en las glandulas submaxilares y su
funcion bioldgica como moduladores de la secrecion
salival. A su vez, contribuyeron a la comprensién de
por qué fumar marihuana produce xerostomia (sen-
sacion de boca seca), producto de la interacciones
de los cannabinoides inhalados con sus receptores
presentes en las glandulas salivales. En un trabajo
publicado mds adelante, demostramos que los endo-
cannabinoides son incrementados en las glandulas
submaxilares frente a situaciones inflamatorias sis-
témicas inducidas experimentalmente por la admi-
nistracion intraperitoneal de LPS (5 mg/kg) y que los
CB1lryCB2r median, al menos en parte, los efectos in-
hibitorios de la secrecién salival observados en tales
condiciones (Fernandez-Solari et al., 2010). De hecho,
la administracion intraglandular de los antagonistas
de CB1ry CB2r previno la hiposalivacion inducida por
la administracion sistémica de LPS.

MATERIALES Y METODOS - RESULTADOS
SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

EN LOS TEJIDOS PERIODONTALES

En el anho 2006, Nakajima et al., demostraron, por téc-
nicas inmunohistoquimicas, la presencia de CB1r y
CB2r en fibroblastos y células endoteliales de tejido
periodontal inflamado proveniente de biopsias hu-
manas. A su vez, a partir del liguido crevicular que
se acumula en las bolsas periodontales de estos pa-
cientes, determinaron la presencia de AEA en una
concentracion promedio de 4,63 ug/ml. En ese mismo
trabajo, realizando la técnica de reaccién en cadena
de la polimerasa en tiempo real (QPCR), determinaron
la expresion de los ARN mensajeros que codifican
para CB1r en fibroblastos gingivales humanos (FGH)
provenientes de pacientes sanos, y que tal expresion
se vio incrementada en pacientes con gingivitis y mas
aln en pacientes con periodontitis. En el caso de los
CB2r, practicamente no se detectd expresion en FGH
de pacientes sanos, pero si en paciente con gingivitis,
en tanto que el incremento de la expresién fue muy
importante en pacientes con periodontitis. Cuando
estudiaron el grado de expresién proteica de CB1ry
CB2r en FGH por la técnica de Western blot en los dis-
tintos grupos de pacientes, observaron un incremen-
to de la expresion de ambos receptores conforme se
agravaba la enfermedad.

Los resultados de Nakajima et al., nos motivaron a
desarrollar un protocolo experimental para intentar
estudiar el potencial terapéutico del tratamiento con
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ligandos de receptores de cannabinoides en ratas so-
metidas a periodontitis experimental (PE). En un prin-
cipio, comenzamos realizando pruebas piloto con AEA
y su analogo sintético no hidrolizable, la meta-AEA, en
ratas sometidas a PE inducida mediante la colocacion
de una ligadura de algoddn alrededor de los prime-
ros molares inferiores de la rata durante 7 y 14 dias.
Sin embargo, no obtuvimos resultados satisfactorios
dado que la ligadura no solo acumula bacterias pe-
riodonto-patogénicas, sino que adicionalmente gene-
ra un efecto traumatico lesivo sobre los tejidos perio-
dontales que es muy dificil de contrarrestar con un
tratamiento farmacoldgico local. Por lo tanto, recurri-
mos a la literatura en busca de un modelo de PE mas
receptivo a la modulacién farmacoldgica local. Fue
asi que descubrimos los trabajos de Llavaneras et al.
(2001), sobre los cuales basamos la puesta a punto de
nuestro propio modelo de PE inducido por la inyeccion
gingival de LPS. El protocolo que desarrollamos con-
siste en inyecciones periddicas de 20ul de LPS (1mg/
ml) en las encias vestibulares y linguales/palatinas de
los primeros molaresy en el espacio interdental entre
el primer y el segundo molar de ambos lados, de los
maxilares superiores e inferiores, en losdias 1,3y 5
de cada semana, durante 6 semanas (Figura 1). Por
su parte, los tratamientos con ligandos de receptores
de cannabinoides consistieron en una aplicacion topi-
ca diaria de las drogas de estudio, embebidas en una
torunda de algoddn, durante las 6 semanas que dura
el experimento.

Existe amplia evidencia que muestra que los endo-
cannabinoides y sus receptores estan implicados en
el metabolismo dseo, regulando los procesos de re-
modelaciéon (Bab y Zimmer, 2008). A su vez, se ha in-
formado que los CB2r se expresan en osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos; y que estas células sinte-
tizarian endocannabinoides. Los cannabinoides tam-
bién promueven la proliferacion de FGH a través de
CB1lry CB2r en procesos de cicatrizacion periodon-
tal y, por lo tanto, puede suponerse que el SEC tenga
un papel modulador importante en dichos procesos
(Kozono et al., 2010). Partiendo de la premisa que
ciertas células del ligamento periodontal pueden dife-
renciarse en osteoblastos, extractos de ligamento pe-
riodontal de piezas dentarias extraidas de humanos
fueron tratados con HU308, un agonista altamente
selectivo de CB2r. El resultado fue un incremento en
la expresion de genes osteogénicos y una disminucion
de la expresion de los osteoclastogénicos (Qian et al.,
2010). Adicionalmente, el tratamiento con HU308 pro-
dujo un incremento de la mineralizacion de células de
ligamento periodontal humano. Por otro lado, otros
tratamientos con agonistas de CB2r han mostrado
disminuir la pérdida dsea asociada a osteoporosisy a
cancer de hueso (Lozano-Ondoua et al., 2010). A pesar
de la existencia de trabajos que reportan la participa-
cion del SEC en procesos patolégicos orales basados



Procedimiento experimental
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FIGURA 1. Esquema del procedimiento
experimental de periodontitis inducida por
LPS y de los tratamientos con ligandos de
receptores del SEC. En la parte superior se
observan las inyecciones gingivales de LPS
en la encfa vestibular y lingual/palatina del
primer molar y en el espacio interdental
entre el primer y segundo molar de ambos
lados de los maxilares. En el sector medio,
el esquema temporal del experimento que
incluye induccidn de PE con inyecciones de
LPSlos dias 1, 3y 5 de cada semana duran-
te 6 semanas, el tratamiento diario con los
ligandosy la eutanasia de los animales cum-
plidas las 6 semanas. En la parte inferior, el
tratamiento diario con los ligandos del SEC

1154567

Tratamiento

en estudios in vitro, nuestro grupo de trabajo fue pio-
nero en el estudio de la manipulacidon farmacoldgica
del SEC para tratar patologias periodontales in vivo.

TRATAMIENTOS DE LA PERIODONTITIS

CON LIGANDOS DE RECEPTORES

DE CANNABINOIDES

Nuestro grupo ha reportado el efecto protector de
dos agonistas sintéticos para receptores especificos
de cannabinoides y de un antagonista del receptor
TRPV1 (sobre el cual actua la AEA de forma inespe-
cifica) administrados diariamente en forma tdpica
durante 6 semanas a ratas sometidas a PE inducida
por LPS. A su vez, reportamos el efecto deletéreo adi-
cional que produce el tratamiento con antagonistas
altamente selectivos de CB1ry CB2r en ratas parale-
lamente sometidas a PE, sustentando la participacion
del SEC tanto en el control de la salud como en la fisio-
patologia de los tejidos periodontales. A continuacion,
se describen los resultados obtenidos con cada tipo
de tratamiento:

TRATAMIENTO CON METANANDAMIDA
(META-AEA), UN AGONISTA ALTAMENTE
SELECTIVO DE CB1R.

Aunque tanto los CB1r como los CB2r se expresan
en los tejidos periodontales, en primera instancia,
nuestro grupo de investigacién decidid estudiar los
efectos mediados por CB1r. Para este propdsito, se-
leccionamos un andlogo de AEA, altamente selectivo
para CB1r, la meta-AEA, que tiene una afinidad cuatro
veces mayor para este receptor que la propia AEA y
que ademads tiene una alta resistencia a la hidrélisis
enzimatica (Abadji et al., 1994).

En estudios in vitro demostramos que la produccion
de TNFocy de PGE2 inducida por LPS (10 ug/ml) sobre
extractos de tejido gingival proveniente de ratas sa-
nas fue prevenido, al menos parcialmente, con la adi-
cion de Meta-AEA (10° M) a los medios de incubacion
(Ossola et al., 2012).

En estudios in vivo, la aplicacion tépica diaria de Me-
ta-AEA (600 ng/ml) en ratas sometidas a PE inducida
por LPS atenu¢ parcialmente la pérdida ésea provo-
cada experimentalmente sobre los primeros molares
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inferiores, tanto en el sector lingual como en el ves-
tibular (Tabla 1 y Figura 2). Este parametro fue de-
terminado utilizando un calibre digital a partir de la
suma de las distancias entre el Iimite amelo-cemen-
tario y la cresta ésea alveolar (LAC-CA) de las raices
mesial, medial y distal, de las dos caras de los prime-
ros molares. Adicionalmente, la pérdida ésea alveolar
a nivel de las tablas externas fue evaluada a partir de
la medicidn del ancho del hueso alveolar del maxilar
inferior, utilizando el mismo calibre digital para medir
la distancia entre la tabla vestibular y la lingual, a ni-

POA Macrdscopica

Distancias LAC-CA  Lingual
en ler molar
inferior (mm) Vestibular

V-L a nivel de rafz mesial

A

‘ Control
2.565+0.005a
1.683+0.186a

2.640+0.040a

vel de la raiz mesial. El resultado observado fue que
las ratas sometidas a PE inducida por LPS mostraron
una disminucién del ancho del hueso alveolar en la
zona estudiada, mientras que las ratas tratadas con
meta-AEA mostraron una prevencion parcial de dicho
efecto deletéreo (Tabla 1).

El andlisis del tejido gingival asociado a los molares
comprometidos demostré que el tratamiento diario
con meta-AEA previno, al menos parcialmente, el in-
cremento de la actividad de la enzima NQOSi y del con-
tenido de TNFo< estimulados por LPS, aungue no mos-

‘ LPS ‘ LPS + MAEA

5.450+0.207b 4.797+0.113 ¢
3.220+0.246b 2.5623+0.068 ¢

2.380+0.070b 2.500+0.050¢

TABLA 1. Efecto del tratamiento tépico diario con MAEA (500 ng/ml) sobre la pérdida dsea alveolar medida a nivel de las tablas externas
asociadas al primer molar inferior como la suma de las distancias entre el Iimite amelo-cementario (LAC) y la cresta alveolar (CA) de las
rafces mesial, medial y distal linguales y vestibulares, y la distancia entre la tabla vestibular (V) y la lingual (L) a nivel de la raiz mesial del
primer molar.

Control PE PE+MAEA

raicas

FIGURA 2. A. Fotografias de la cara lingual del maxilar inferior de
ratas control, con periodontitis experimental (PE) y con PE pero tra-
tadas con metanandamida (MAEA). B. Representacion del método de
la distancia LAC-CA para determinar pérdida ésea alveolar en las
tablas externas.

POA Macrdscopica ‘ Control ‘ LPS ‘ LPS + HU308

Distancias LAC-CA Lingual 2.396+0.097a 4.076+0.197b 3.483+0.170c¢c
en ler molar
inferior (mm) Vestibular 0.962+0.065a 1.620+0.094b 1.333+0.087¢

V-L a nivel de raiz mesial 2.620+0.070 a 2.450+0.086 b 2.610+0.070a

A

TABLA 2. Efecto del tratamiento tépico diario con HU308 (500 ng/ml) sobre la pérdida ésea alveolar medida a nivel de las tablas externas
asociadas al primer molar inferior como la suma de las distancias entre el Iimite amelo-cementario (LAC) y la cresta alveolar (CA) de las
rafces mesial, medial y distal linguales y vestibulares, y la distancia entre la tabla vestibular (V) y la lingual (L) a nivel de la raiz mesial del
primer molar.
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trd efecto significativo sobre la producciéon de PGE2
incrementada por la endotoxina (Ossola et al., 2012).
Cabe destacar que, al disminuir los parametros infla-
matorios mencionados, disminuye su efecto deletéreo
sobre los tejidos periodontales.

TRATAMIENTO CON HU308, UN AGONISTA
ALTAMENTE SELECTIVO DE CB2

El tratamiento con HU308, un cannabinoide sintéti-
co altamente selectivo para CB2r, previno la pérdida
6sea alveolar inducida por LPS a nivel de las tablas
alveolares externas de forma mas completa que la
observada en estudios previos con meta-AEA, esto
fue observado especialmente con la medicién de la
distancia vestibulo lingual a nivel de la raiz mesial del
primer molar inferior (Tabla 2 y Figura 3). Adicional-
mente, la pérdida dsea inducida por PE sobre las ca-
ras vestibulary lingual se vio prevenida parcialmente
en las ratas tratadas con el agonista de CB2r (Ossola
etal., 2016).

Con respecto a los parametros inflamatorios gingiva-
les, el tratamiento con HU308 previno completamen-
te, tanto el incremento de la actividad de la NOSi, como
el contenido de TNFo< y los niveles de PGE2 incremen-
tados por la PE inducida por la endotoxina.

Dada la eficacia del tratamiento con HU308, en este
caso también se evalué la pérdida ésea interradicu-

HISTOMORFOMETRIA DEL HUESO ALVEOLAR
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lar a nivel de los primeros molares inferiores, a par-
tir de cortes histolégicos mesio-distales. El estudio
histomorfométrico de estos preparados mostrd que
las ratas sometidas a PE inducida por LPS mostraron
pérdida ésea, denotada por un incremento del espa-
cio periodontal entre la porcién coronal de la raiz y el
hueso alveolar, asi como por una pérdida de volumen
6seo en funcidn del volumen total, en la mitad supe-
rior (o coronal) del espacio interradicular entre la raiz
mesial y la distal (Figura 4). Sin embargo, las ratas so-
metidas a PE pero tratadas con HU308 no mostraron
ningun signo de pérdida dsea con respecto a los con-
troles, aportando mayor evidencia a favor del éxito
del tratamiento.

Control PE+HU308

A

FIGURA 3. Fotografias de la cara lingual del maxilar inferior de ra-
tas control, con periodontitis experimental (PE) y con PE pero trata-
das con HU 308.
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FIGURA 4. A. Microfotografias (tincion H&E; aumento original x40) que muestran las caracteristicas histoldgicas del area interradicular
mandibular del primer molar de las ratas sometidas a diferentes condiciones experimentales (control, PE y PE + HU-308). B. Evaluacidén del
ancho del espacio periodontal. C. Porcentaje de hueso interradicular medido en la mitad coronal como volumen dseo (VO, tejido éseo) sobre
volumen total (VT, representado por tejido dseo, ligamento periodontal y medula ésea). Letras diferentes indican diferencias significativas
entre grupos. D. Representacion del método para la evaluacion del espacio periodontal (se promedia en valor de las transectas rojas traza-
das entre el diente y el hueso) y del hueso interradicular (se evalia VO/VT en %)
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TRATAMIENTO CON CAPSAZEPINA,

UN ANTAGONISTA DE TRPV1

Es sabido que el SEC, ademas de poseer los recepto-
res especificos CB1r y CB2r, también interactla con
otros receptores inespecificos como el TRPV1 que
median algunos de los efectos de los endocannabi-
noides (Ossola et al,, 2019). El TRPV1 es un canal ca-
tiénico no selectivo que se activa de forma exdgena
por la capsaicina, resiniferatoxina y algunas toxinas
(Iadarola et al., 2018; Bohlen et al., 2010). Enddégena-
mente, el TRPV1 se abre principalmente en respuesta
atemperaturas elevadas (mayores a 43°C), a acidez, o
a los ligandos N-araquidonoil dopamine, N-olioildopa-
mine, y al endocannabinoide AEA (Szallasiy Blumberg,
1999; Van Der Stelt y Di Marzo, 2004). TRPV1 se en-
cuentra principalmente en las neuronas nociceptivas
del sistema nervioso periférico, pero también se ha
descrito en muchos otros tejidos, incluidos los fibro-
blastos gingivales y las células del ligamento perio-
dontal (Lépez-Gonzdlez et al., 2017; Son et al., 2015).
TRPV1 participa en la transmisién y modulacion del
dolor, es principalmente permeable a Ca®*, y se ha de-
mostrado que regula la vasodilatacion, la respuesta
inflamatoria y la osteogénesis (Cui et al., 2006; Wang
et al,, 2010). Ademas, tanto TRPV1 como TLR4 (recep-

POA Macrdscopica

Distancias LAC-CA Lingual
en ler molar
inferior (mm) Vestibular

V-L a nivel de rafz mesial

A

Control
2.716 £ 0.189a
1.258 +0.233a

2.170 +0.070a

tor de LPS) han sido asociados a enfermedades perio-
dontales a partir de estudios realizados en muestras
de tejido humano (Ozturk y Yildiz, 2011).

Nuestros resultados demostraron que el tratamien-
to diario consistente en la aplicacidon del antagonista
especifico del TRPV1 Capsazepina (Capz, 2 ug/ml) du-
rante 6 semanas, previno el dano periodontal induci-
do por LPS sobre los primeros molares inferiores (Ta-
bla 3). Este tratamiento no solo previno parcialmente
la pérdida dsea alveolar inducida por la PE, medida
por los métodos de las distancias LAC-CA y vestibu-
lo-lingual, sino que también previno completamente
los incrementos gingivales de TNFe< y PGE2 inducidos
por la aplicacién de la endotoxina. Adicionalmente, el
hueso alveolar asociado a los primeros molares in-
feriores fue evaluado por medio de microfotografias.
El tratamiento con Capz previno completamente la re-
duccion del volumen del hueso interradicular induci-
da por PE y evidenciada tanto por el incremento del
ancho del espacio periodontal como por disminucidon
del area de hueso alveolar (VO/VT) con respecto a los
controles. Mds aun, la menor cantidad de superficies
resortivas en el grupo tratado con Capz aporta evi-
dencia adicional a favor del efecto osteo-protector del
tratamiento con Capz en ratas con PE.

LPS LPS + CAPZ
3.412+0.224b  2.962+0.114c
1.724 +0.136b 1.430 £0.222¢

2.040 £0.020b  2.110 +0.050c

TABLA 3. Efecto del tratamiento tépico diario con Capsazepina (CAPZ) (2 ug/ml) sobre la pérdida dsea alveolar medida a nivel de las tablas
externas asociadas al primer molar inferior como la suma de las distancias entre el limite amelo-cementario (LAC) y la cresta alveolar (CA)
de las rafces mesial, medial y distal linguales y vestibulares, y la distancia entre la tabla vestibular (V) y la lingual (L) a nivel de la raiz mesial
del primer molar.

POA Macroéscopica Control LPS LPS + AM251 +
AM630

Distancias LAC-CA Lingual 2.360+0.480a 3.667+0.670b 4.353+0.419¢

en ler molar

inferior (mm) Vestibular 1.298+0.226a 1.690+0.214b 1.935+0.179¢c

V-L a nivel de raiz mesial 2.536+0.047a 2.446+0.086b 2.354+0.053¢c

A

TABLA 4. Efecto del tratamiento tépico diario con un coctel de AM251 (2 ug/ml)y AMB30 (1 ug/ml), sobre la pérdida ¢sea alveolar medida
a nivel de las tablas externas asociadas al primer molar inferior como la suma de las distancias entre el limite amelo-cementario (LAC)y la
cresta alveolar (CA) de las raices mesial, medial y distal linguales y vestibulares, y la distancia entre la tabla vestibular (V) y la lingual (L) a
nivel de la raiz mesial del primer molar.
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TRATAMIENTO CON AM251 Y AM630,
ANTAGONISTAS ESPECIFICOS DE CB1R Y CB2R
En ultima instancia, realizamos experimentos en los
cuales, ratas sometidas a PE fueron tratadas con
un cdctel conformado por los antagonistas de CB1r
(AM251, 2 ug/ml) y CB2 (AM630, 1 ug/ml), respec-
tivamente. Luego de 6 semanas de tratamiento, se
observé un aumento de la pérdida dsea alveolar me-
dida en los maxilares inferiores en comparacién con
ratas sometidas a PE pero sin tratamiento adicional.
Este hallazgo fue observado en las caras vestibular
y lingual por medio del método de la distancia LAC-
CA y reveld un dano exacerbado en el hueso alveo-
lar circundante como consecuencia del blogueo de
CB1lry CB2r (Tabla 4). Ademas, la medicidn del ancho
del hueso alveolar asociado al primer molar inferior
mostroé valores menores en el grupo de antagonistas
con respecto a ratas con PE no tratadas. Este mayor
adelgazamiento del hueso alveolar confirma el dano
6seo aditivo del tratamiento con los antagonistas en
ratas sometidas a PE.

El hueso interradicular del primer molar inferior fue
evaluado por medio de microfotografias, sin embargo,
dicho analisis no evidencid resultados completamen-
te concluyentes respecto a la accidn del tratamiento
con el coctel de antagonistas. Mientras el ancho del
espacio periodontal aumentd con el tratamiento con
los antagonistas en comparacion con las ratas con PE
no tratadas, la evaluacién VO/VT no cambid significa-
tivamente.

Por su parte, la aplicaciéon local de los AM251 y
AMB30 produjo un efecto aditivo al producido por la
PE sobre el contenido gingival de TNFe<. Sin embargo,
el contenido gingival de PGE2 no cambid significativa-
mente en respuesta a la aplicacién los antagonistas
con respecto a ratas con PE no tratadas.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Enlos Ultimos anos se han desarrollado farmacos que
modulan al SEC tales como el URB597, un compues-
to desarrollado como inhibidor selectivo de la FAAH,
gue constituye la principal enzima que degrada la AEA
(Alexander y Cravatt, 2005). La inhibicion de esta en-
zima conduce a la acumulacion del endocannabinoide
tanto en el SNC como en la periferia, incrementando
la actividad de los receptores sobre los que actua.
Resultados recientes nos indican que el tratamiento
diario con URB597 (20 ug/ml) atenda la pérdida ¢sea
alveolar inducida por PE. Por su parte, el JZL184 ha
sido desarrollado como un inhibidor irreversible de la
MAGL, enzima que degrada 2-AG (Pan et al., 2009) y
el JLZ195 como un inhibidor dual de la degradacidon
de AEAyY 2-AG (Leonard et al.,, 2017). Estas drogas po-
drian constituir elementos promisorios para ser estu-
diados como potenciales herramientas terapéuticas
para tratar la periodontitis mediante la modulacidn
del SEC. Por otro lado, existen drogas que han comen-
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zado a ser estudiadas para tratamientos de enferme-
dades inflamatorias crdnicas, como la N-arachidonoil
serotonina (AA-5-HT) y el OMDM198, que tienen la
ventaja de actuar incrementando la biodisponibilidad
de AEA (inhibiendo su degradacion) al mismo tiempo
gue son antagonistas de TRPV1, es decir que podrian
disparar los mecanismos antiinflamatorios mediados
por AEA al mismo tiempo que bloquean la via proinfla-
matoria mediada por los canales TRPV1 (De Filippis et
al., 2010). Por lo tanto, AA-5-HT y OMDM198 se pos-
tulan como drogas interesantes para ser estudiadas
como coadyuvantes para tratar la periodontitis dado
su doble accién antiinflamatoria. De hecho, trabajos
recientes han demostrado resultados satisfactorios
con OMDM198 actuando sobre dos blancos para el
tratamiento de una enfermedad de etiologia compleja
como lo es la osteoartritis (Mlost et al., 2018).

La mayoria de los estudios realizados hasta la fecha
con drogas que modulan el SEC, tanto in vitro como
in vivo, fueron realizados en el plano experimental. La
aspiracion de quienes trabajamos con el SEC como
blanco terapéutico para el tratamiento de patologias
inflamatorias, es que en un futuro cercano se estu-
dien las posibilidades concretas de su aplicacion en
humanos, como por ejemplo para tratar la enfer-
medad periodontal, evaluando la accién terapéutica
combinada con el tratamiento regular, ajustando las
dosis de tratamiento, la forma de administracion, y
por supuesto, los posibles efectos secundarios.

CONCLUSIONES

En los ultimos anos, muchos estudios se han cen-
trado en la investigacion del SEC y su implicacion en
las enfermedades inmunes e inflamatorias, inclui-
da la enfermedad periodontal (Szabady et al.,, 2018;
Konermann et al., 2017; Ozdemir et al., 2014). Sin em-
bargo, la mayoria de estos estudios han sido realiza-
dos utilizando cultivos celulares de fibroblastos o de
células de ligamento periodontal (Rawal et al., 2012).
Nuestro grupo de investigacion reportd por primera
vez in vivo los efectos antiinflamatorios y osteo-pro-
tectores de la manipulacion farmacoldgica del SEC
sobre el tejido gingival y el hueso alveolar afectados
por PE en animales de laboratorio. El menor efecto
deletéreo sobre el hueso después de los tratamientos
se sustenta en los resultados obtenidos por medio de
evaluaciones macroscopicas y del analisis histomor-
fométrico en el hueso interradicular. Con respecto a
los mediadores inflamatorios incrementados durante
la periodontitis, pero disminuidos por los tratamien-
tos, PGE2 y TNF-o< han sido reportados como dos de
los principales mediadores involucrados en la activi-
dad resortiva dsea, principalmente a través de la mo-
dulacién de RANK, RANKL y la funcién de osteoclastica
(Shoji et al., 2007; Roberts et al., 1997). Ademas, esta
extensamente demostrado que la reduccidon de sus
niveles en los tejidos periodontales mediante el uso de
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agentes antiinflamatorios esta ligado a la atenuacién
de la pérdida dsea alveolar asociada a periodontitis
(Ossola et al., 2016; Rettori et al., 2012).

Nuestros resultados demuestran que la activacion
de CB1r, la de CB2r, y el bloqueo TRPV1 atendan la
inflamacidén en el tejido gingival y previenen la pérdi-
da dsea alveolar en ratas con PE inducida por LPS,
contrariamente a lo que ocurre con el bloqueo de los
CB1ry CB2r, que exacerba el dano de los tejidos pe-
riodontales en tales condiciones. Por lo tanto, estos
hallazgos apoyan la hipdtesis de que los receptores
especificos de cannabinoides mediarian los efectos
antiinflamatorios y protectores en los tejidos perio-
dontales, mientras que TRPV1 mediarian los efectos
proinflamatorios que conducen al dano periodontal.
Nuestros resultados sientan bases para estudios
adicionales que incluyan evaluaciones de efectos
secundarios, para considerar la manipulacién far-
macolégica del SEC como blanco para mejorar las
consecuencias nocivas de la enfermedad periodontal
en poblaciones humanas. Estos tratamientos, al ser
locales, cuentan con la ventaja de que una dosis ade-
cuada podria ser efectiva en su propdsito y al mismo
tiempo evitar posibles efectos sistémicos indeseados.
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