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Resumen

Evaluacion de la presenciay actividad de receptores cannabinoides en pulpa
dental y odontoblastos humanos

La inflamacién, la sensibilidad y el dolor dental contindian siendo un reto en la practica
odontologica, es por esa razon que la busqueda de alternativas farmacolégicas para
su control es una necesidad. En ese sentido los receptores cannabinoides CB1 y CB2
resultan una alternativa para ser utilizados como nuevos blancos terapéuticos. Dado
qgue no se encontro evidencia en la literatura de su presencia en la pulpa dental y en
odontoblastos en condiciones de inflamacion, este trabajo de tesis tuvo como objetivo
evaluar su expresion y funcionalidad en esas condiciones. Este trabajo esta dividido
en 4 capitulos: en el Capitulo 1 se realizd una revision bibliografica en la que se
exploro la fisiologia de los cannabinoides y de ambos receptores. Dado que no se
encontré evidencia de la validacion de genes de referencia en odontoblastos humanos
en contexto inflamatorio, en el Capitulo 2 se describié una estrategia metodoldgica
para la eleccion de los genes de referencia mas adecuados para la realizacion de la
cuantificacion relativa de los receptores cannabinoides por medio de RT-qPCR. En el
siguiente Capitulo, se comparo la presencia y actividad de receptores cannabinoides
en odontoblastos humanos y en fibroblastos gingivales ya que ambas células tienen
un papel importante en la modulacién de la inflamacién y el dolor en pulpitis y
periodontitis. Finalmente, en el Capitulo 4 se evalla la presencia de CB1 y CB2 en
pulpas dentales y la presencia y actividad en cultivo de odontoblastos humanos en
condiciones de inflamacién. Esto permiti6 aportar luces sobre el papel de los
receptores cannabinoides en el dolor e inflamacién en odontologia, y ademas de
comprobar su expresién y modulacion en células vy tejidos dentales, abriendo paso a
nuevas investigaciones que usen agonistas de ambos receptores para el control del
dolor y la inflamacion en encia y pulpa dental.

Palabras clave: Odontoblastos; Dolor dental; Receptor cannabinoide 1 (CB1); Receptor
cannabinoide 2 (CB2); Pulpa dental.

Abstract

Evaluation of the presence and activity of cannabinoid receptors in dental pulp
and human odontoblasts.

Inflammation, sensitivity and dental pain continue to be a challenge in dental practice,
which is why the search for pharmacological alternatives for their control is a necessity.



In this sense, CB1 and CB2 cannabinoid receptors are an alternative to be used as
new therapeutic targets. Since no evidence was found in the literature of their presence
in dental pulp and odontoblasts under inflammatory conditions, the aim of this thesis
was to evaluate their expression and functionality under these conditions. This work is
divided into 4 chapters: in Chapter 1, a literature review was conducted in which the
physiology of cannabinoids and both receptors was explored. Since no evidence was
found for the validation of reference genes in human odontoblasts in an inflammatory
context, Chapter 2 described a methodological strategy for the choice of the most
suitable reference genes for the relative quantification of cannabinoid receptors by RT-
gPCR. In the next chapter, the presence and activity of cannabinoid receptors in
human odontoblasts and gingival fibroblasts were compared as both cells play an
important role in the modulation of inflammation and pain in pulpitis and periodontitis.
Finally, Chapter 4 evaluates the presence of CB1 and CB2 in dental pulps and the
presence and activity in cultured human odontoblasts under inflammatory conditions.
This allowed us to shed light on the role of cannabinoid receptors in pain and
inflammation in dentistry, and also to verify their expression and modulation in dental
cells and tissues, opening the way to new research using agonists of both receptors
for the control of pain and inflammation in gingiva and dental pulp.

Keywords: Odontoblasts; Dental pain; Cannabinoid receptor 1 (CB1); Cannabinoid
receptor 2 (CB2); Dental pulp.
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Introduccion

La inflamacion, la sensibilidad y el dolor dental contintan siendo un reto en la practica
odontologica, es por esa razon que la busqueda de alternativas farmacolégicas para
su control es una necesidad. En ese sentido los receptores cannabinoides CB1y CB2
resultan una alternativa para ser utilizados como nuevos blancos terapéuticos. Dado
gue no se encontrd evidencia en la literatura de su presencia en la pulpa dental y en
odontoblastos en condiciones de inflamacion, este trabajo de tesis tuvo como objetivo
evaluar su expresion y funcionalidad en esas condiciones. Este trabajo esta dividido
en 4 capitulos: en el Capitulo 1 se realizé una revision bibliografica en la que se
exploro la fisiologia de los cannabinoides y de ambos receptores. Dado que no se



encontro evidencia de la validacion de genes de referencia en odontoblastos humanos
en contexto inflamatorio, en el Capitulo 2 se describié una estrategia metodolégica
para la eleccion de los genes de referencia mas adecuados para la realizacion de la
cuantificacion relativa de los receptores cannabinoides por medio de RT-qPCR. En el
siguiente Capitulo, se comparo la presencia y actividad de receptores cannabinoides
en odontoblastos humanos y en fibroblastos gingivales ya que ambas células tienen
un papel importante en la modulacién de la inflamacion y el dolor en pulpitis y
periodontitis. Finalmente, en el Capitulo 4 se evalla la presencia de CB1 y CB2 en
pulpas dentales y la presencia y actividad en cultivo de odontoblastos humanos en
condiciones de inflamacion. Esto permitio aportar luces sobre el papel de los
receptores cannabinoides en el dolor e inflamacion en odontologia, y ademas de
comprobar su expresion y modulacion en células y tejidos dentales, abriendo paso a
nuevas investigaciones que usen agonistas de ambos receptores para el control del
dolor y la inflamacién en encia y pulpa dental.

CAPITULO 1

Fisiologiay modulaciéon farmacoldgica de los receptores cannabinoides CB1y
CB2

Laura M. Navarro-Saiz, Lilia J. Bernal-Cepeda, Jaime E. Castellanos.

Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Odontologia, Departamento de
Ciencias Basicas y Medicina Oral, Grupo de Investigaciones Basicas y Aplicadas en
Odontologia-IBAPO, Bogota, Colombia.



Palabras clave: Cannabinoid receptors, signaling pathways, biased agonism, GPCR

Introduccién

La pulpa dental es un tejido altamente inervado, irrigado y contenido en una cavidad
rigida, lo que hace que su inflamacion conduzca a dolor casi siempre severo. Las
terminaciones nerviosas encontradas en la pulpa son las fibras A deltay C, las cuales
parten del ganglio trigeminal y del ganglio cervical superior (1-3).

La via somatosensorial del trigémino es la que transporta el dolor dental, el proceso
inicia cuando un estimulo activa los nociceptores los cuales son activados por
algbgenos como potasio, serotonina, bradicinina, histamina, ATP, prostaglandinas y
leucotrienos. Los diferentes estimulos son transducidos a sefales eléctricas, que
viajan al ganglio y desde alli son llevadas al SNC, primero al tallo cerebral en el caso
del trigémino y a la médula, las del ganglio cervical a las astas posteriores donde
hacen la primera sinapsis, luego neuronas de segundo orden llevan el impulso al tallo
cerebral y al talamo donde es direccionada a la corteza cerebral al area sensitiva
primaria y secundaria que es donde finalmente se integra y percibe el dolor (1,4).

Se han propuesto varias teorias para explicar la sensibilidad dental, la primera es la
teoria neural la cual indica que las terminaciones nerviosas dentro del tibulo dentinal
directamente responden al estimulo. La segunda es la teoria hidrodinamica que
establece que el movimiento del fluido dentinal provocado por cambios térmicos y
osmoticos es detectado por las terminaciones nerviosas cerca de la dentina. Por
ultimo, se ha propuesto la teoria de la transduccidén odontoblastica la cual plantea que
el odontoblasto por si mismo puede actuar como transductor nociceptivo, pues
expresa diferentes receptores capaces de detectar sefiales mecanicas, térmicas y
guimicas (5). En muchos trabajos se sugiere que podria existir una combinaciéon de
estos mecanismos, los que no deberian considerarse por separado ya que
representan un sistema sensorial polimodal responsable de la sensibilidad dentinal
(6). En ese sentido, el objetivo de esta revision fue presentar la evidencia que permita
hacer una mejor comprension de la fisiologia y modulacion de los receptores
cannabinoides.

Metodologia

Se realiz6 una busqueda bibliogréfica en las bases de datos PubMed (MeSH), Scopus
y SciELO de articulos publicados en inglés y espafiol desde 2001 hasta la fecha. Los
términos de busqueda incluyeron: “Odontoblast” "Cannabinoid receptors" y "molecular
anatomy"; "Cannabinoid receptors" y "expression"; "Cannabinoid receptors” y
"signaling pathways"; "GPCR" y "biased agonism"; "GPCR" y "selective agonism";
"Cannabinoid receptors" y "pain”, "Cannabinoids” y "antinociception”; "Cannabinoids”
y "antiinflammatory”. Se excluyeron los estudios duplicados de los articulos
recuperados. En el primer paso, se examinaron los titulos y los resimenes para
confirmar la relevancia, seguido de una revision del texto completo de los articulos
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seleccionados. Finalmente, se incluyeron 55 estudios y la informacion extraida se
organiz6 en una hoja de calculo (Excel, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA)
para facilitar el andlisis. En la figura 1.1 se presenta un diagrama de flujo del método
de busqueda.

Sources identified

(Including duplicated citations)
NCBI/Pubmed: 10.848
Scopus: 6.069

SciELO: 5

8905 duplicate sources
removed and 7703 excluded
Lduring the first review(title and

»
»

abstract)

314 citation retrieved for full
text review

211 citation excluded during the
» second review (full text review)

103 relevant studies included

Figura 1.1. Diagrama de flujo de la busqueda bibliografica y de los estudios
incluidos

Resultados
Odontoblastos

Son células diferenciadas que se encuentran en la pulpa dental en disposicion de
empalizada alrededor de la camara pulpar; presentan una prolongacion que se
extiende dentro de los tubulos dentinales lo que hace que sean las primeras células
en responder a estimulos exégenos o materiales dentales (6). Son las células
encargadas de producir las proteinas que se encuentran en el componente organico
de la dentina que forman la matriz extracelular, pudiendo ser proteinas colagenas o
no colagenas (7).

Los odontoblastos tienen un papel fundamental en la nocicepcion dental. Se ha
demostrado que expresan canales de sodio dependientes de voltaje los cuales les
confieren excitabilidad y los hace capaces de generar potenciales de accion (8),
También se han encontrado la presencia de proteinas mecanorreceptoras (9) como
TRP lo que sugiere que podrian funcionar ademas como célula mecano sensorial y
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también se ha reportado la expresion de diferentes canales de sodio y calcio como
ENaC, ASIC, PIEZO 2, Ca+ tipo L (1,10).

Existe una estrecha relacion entre los odontoblastos y las terminaciones nerviosas de
la pulpa, aun asi, no se han encontrado sinapsis entre ellos ni uniones estrechas o
desmosomas (3,6). Los odontoblastos liberan mediadores como o6xido nitrico,
glutamato y en especial purinas y pirimidinas bioactivas las cuales median respuestas
celulares a través de los respectivos receptores (6). Se ha encontrado que tanto los
odontoblastos como las terminaciones nerviosas de la pulpa expresan receptores
purinérgicos de la familia P2X y P2Y lo que sugiere que el ATP liberado por
odontoblastos después de un estimulo podria regular la entrada de calcio a los
odontoblastos y generar su despolarizacion (3,11).

Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide comprende receptores, moléculas endocannabinoides,
enzimas de degradacion y proteinas transportadoras. Se expresa en la mayoria de
las vias del dolor, desde las terminaciones nerviosas hasta la corteza cerebral (12).
Los endocannabinoides son un conjunto de moléculas lipidicas paracrinas
sintetizadas a partir de fosfolipidos que se unen a los receptores cannabinoides y los
activan (13).

La anandamida (N-araquidonoiletanolamina, AEA) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG)
son los principales endocannabinoides, que se sintetizan principalmente por la
elevacion de las concentraciones intracelulares de calcio (14,15). Ademas, los
endocannabinoides pueden actuar como inhibidores de la entrada de calcio
disminuyendo la sensibilidad central (12).

La AEA se sintetiza a partir de la N -acil-fosfatidiletanolamina (NAPE) por la fosfolipasa
D especifica de la NAPE (NAPE-PLD), mientras que el 2-AG se produce a partir del
diacilglicerol (DAG) por la a- o B-DAG lipasa (DAGL) (16).

Receptores cannabinoides

Los dos tipos de receptores cannabinoides (CB1 y CB2) pertenecen a la familia de
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) (13,16,17). Ambos receptores poseen un
dominio amino-terminal extracelular glicosilado y un dominio carboxi-terminal
intracelular, conectados por siete dominios transmembrana, tres bucles extracelulares
y tres bucles intracelulares (18).

En los humanos, CB1 y CB2 estan codificados por los genes cnrly cnr2 (19). El cnrl
esta localizado en el cromosoma 615, mientras que el cnr2 esta localizado en el
cromosoma 1p32.11 (19,20). La proteina CB1 consta de 472 aminodacidos y el peso
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de las dos isoformas es de 52,9 y 49,1 kDa. La proteina del receptor CB2 tiene 360
aminoacidos y un peso molecular de 39,7 kDa (16).

El receptor CB1 se encuentra principalmente en el sistema nervioso central (SNC)
pero también en el sistema nervioso periférico (SNP), donde media la inhibicién o la
activacion de diferentes neurotransmisores. El receptor CB1 tiene multiples sitios
activos a los que se unen los ligandos para inducir cambios alostéricos (13), y para
participar en varios procesos como la cognicion, la memoria, el control de la funcion
motora y la analgesia. Ademas, en los tejidos periféricos, el CB1 participa en la
analgesia y en la regulacion de eventos antiinflamatorios e inmunitarios (21,22).
Anteriormente, se ha informado que las tres variantes de CB1 se expresan en el
cerebro humano (23). Su expresion se reporta en los ndcleos de los ganglios basales,
el hipocampo, la corteza y el cerebelo (24), contribuyendo al control de la funcién
motora, la cognicién, la memoria y la analgesia (23), ademas de los reportes
existentes de efectos ansiolitico, analgésico, neuroprotector y antiemético (17).

Ademas, el CB1 se ha encontrado en diferentes tejidos periféricos, como la glandula
suprarrenal, el corazon, el pulmén, la préstata, el higado, el Gtero, el ovario, los
testiculos, los conductos deferentes, la médula 6sea, el timo y las amigdalas (24).
Debido a esta amplia expresion, la regulacion farmacolégica del CB1 se ha propuesto
como una estrategia terapéutica prometedora para diferentes trastornos, incluyendo
el dolor, la inflamacién, la obesidad, los trastornos neurodegenerativos y el cancer
(18).

Por otro lado, los receptores CB2 se localizan principalmente en las células y tejidos
inmunitarios, incluidos los macroéfagos, el bazo, las amigdalas, el timo, los leucocitos,
el pulmén y los testiculos (24), tejidos en donde modulan la migracion de las células
inmunitarias y la liberacion de citoquinas (13). Por lo tanto, se ha propuesto
profundizar en los receptores CB2 como enfoque terapéutico para la
inmunomodulacion, el tratamiento del dolor, la osteoporosis y las enfermedades
hepaticas (18).

Regulacion de la expresion de CB1y CB2 en condiciones patoldgicas

En varias condiciones patolégicas, la expresion génica de los receptores
cannabinoides se regula para mantener la homeostasis y los procesos fisiologicos
(25). En el dolor neuropatico, el CB1 se sobreexpresa para inhibir la liberacion de
neurotransmisores y disminuir la hiperexcitabilidad de las vias sensoriales, y el CB2
para inhibir la inflamacion (26). En los modelos de dolor neuropético en ratas el CB1
se sobreexpresa en la médula espinal, mediado por tirosina quinasas, MAPK y
receptores de glucocorticoides. Ademas, los factores neurotroficos y los
corticosteroides liberados durante el dafio nervioso contribuyen al control de la
expresion de CB1.
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En condiciones de neuroinflamacion como la esclerosis lateral amiotréfica y la
encefalitis autoinmune, el CB2 se sobreexpresa en los macrofagos y la microglia de
los pacientes para contribuir a la reduccion de la inflamacion (25). En condiciones de
inflamacion, se descubri6 en células Jurkat que los cannabinoides inducen la
expresion de CB1 por mecanismos dependientes de IL-4 y CB2. Aunque el CB1 se
expresa a niveles bajos en los LT quiescentes, cuando se induce se observa que tiene
efectos antiinflamatorios.

Estos estudios mostraron un mecanismo de retroalimentacion en las células T, donde
los cannabinoides inducen la expresion del antiinflamatorio IL-4, via CB2, y a su vez,
la IL-4 aumenta la transcripcion del CB1, mostrando que este receptor se
sobreexpresa en respuesta a los cannabinoides y que la secrecion de IL-4 es
necesaria para que esto ocurra (27).

Otros estudios muestran que la IL-4 aumenta directamente la expresion de CB1 en
LT a través de la activacion/fosforilacion de STAT6 (28), lo que evidencia que los
receptores cannabinoides son potentes inmunomoduladores. También se ha
encontrado que en la microglia de ratén, tanto el IFN-gamma como el factor
estimulante de colonias de macrofagos inducen la expresion de transcritos CB2 (25).

Se han encontrado altos niveles de expresion de ambos receptores cannabinoides en
canceres humanos, lo cual puede explicar los efectos antitumorales de los
cannabinoides. Por ejemplo, los agonistas no selectivos inhiben el crecimiento de las
células de cancer de prostata donde los receptores CBl1 y CB2 estan
sobreexpresados. Por el contrario, el THC estimula el crecimiento de células de
cancer de mama con baja expresion de receptores (29), lo que sugiere que aumentar
la expresion de los receptores alli donde se han perdido podria ser una opcion
terapéutica (19). Por otro lado, también se ha informado de la disminucién de la
expresion del receptor CB1 en tumores colorrectales humanos, debido a la metilacion
del gen, que se relaciona con la proliferacién del tumor (30).

Las terminaciones nerviosas entéricas muestran una sobreexpresion de los
receptores cannabinoides en modelos de diarrea y colitis en ratones, en los que
también se produce una reducciéon de la motilidad intestinal y del dolor visceral y se
promueve la curacién (31). Ademas, el higado cirrético presenta una sobreexpresion
de receptores CB1 y CB2 (32), mientras que el estimulo fibrogénico favorece la
lipogénesis y la expresion de CB1 (33). La activacion de CB2 por agonistas
especificos conduce a la apoptosis de las células pro fibrogénicas y de los
miofibroblastos, reduciendo la proliferacion de las células fibrogénicas (33). Una dieta
rica en grasas y la ingestion frecuente de alcohol modulan positivamente la expresion
del receptor CB1 (34).

El CB1 se sobreexpresa en modelos de obesidad en ratas y en ratones con dietas
altas en grasas. Se ha informado de que el CB1 estimula la lipogénesis e inhibe la
oxidacioén en los adipocitos y aumenta la liberacion de insulina del pancreas (35). Asi,
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el aumento de la expresion de CB1 en los adipocitos podria aumentar la eficacia de
los antagonistas de CB1 para reducir el peso en los tratamientos de la obesidad (36).
La liberacion de &cido retinoico por parte de las células estrelladas hepéticas
promueve la transcripcion del gen CB1 y la lipogénesis (34).

En ratones knock-out para el factor de transcripcion SF-1 se evidencia una pérdida de
expresion del receptor CB1 en el hipotalamo ventromedial, que estéa involucrado en el
control del apetito (37). Estos ratones mostraron que los agonistas CB1 no estimularon
el apetito, lo que confirma la relacion entre el aumento de la ingesta de alimentos y la
regulacion de los cannabinoides (37). Por otra parte, el CB1 esta sobreexpresado en
el miocardio y la aorta en modelos de ratas con hipertension, por lo que los agonistas
del CB1 reducen la presion arterial al disminuir la contractilidad cardiaca y la
resistencia vascular (38). Sin embargo, ese efecto s6lo se ha observado en animales
con presion arterial normal, lo que sugiere que el receptor CB1 en el corazén y los
vasos sanguineos puede ser necesario para entender el efecto de los agonistas en la
hipertension (38). También se ha descubierto que el CB2 estd sobreexpresado en
células inmunitarias humanas y en modelos de placas ateroscleréticas en ratdn (39).
La estimulacién del CB2 indujo un enlentecimiento de la progresion de la placa,
posiblemente al reducir la infiltracion de células inmunitarias y la liberacion de
citoquinas (39).

Los pacientes de psiquiatria (victimas de suicidio y esquizofrenia) muestran una
sobreexpresion de receptores CB1 en la corteza prefrontal (40), donde tiene efectos
tanto excitatorios como inhibitorios en la transmisién sinaptica (41). Aunque todavia
faltan mas estudios en el area psiquiatrica, se sugiere que la intervencion del sistema
endocannabinoide podria ser una importante diana terapéutica para estos trastornos
(25).

La expresion de ambos receptores puede estar regulada epigenéticamente por la
metilacion y también se demostré que la expresion de CB1 puede variar segun el
genotipo de cada individuo (42). Por ejemplo, se demostré que la activacion de la
histona metiltransferasa G9a disminuye la expresion de CB1 en las neuronas
sensoriales primarias durante el dolor neuropético, y los inhibidores de G9a restauran
la expresion de CB1 en las neuronas lesionadas, potenciando el efecto analgésico de
los cannabinoides aplicados periféricamente (43).

Todas estas evidencias demuestran que las células llevan a cabo un proceso esencial
de regulacion de la expresion de los genes CB1 y CB2 en funcién del fenotipo y del
contexto bioldgico, que es importante en el desarrollo y control de diferentes
afecciones, lo que lleva a proponer la manipulacion de la expresion de ambos
receptores para ser utilizada como tratamiento en multiples enfermedades.
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Sefializacion de los receptores cannabinoides

Los receptores tipo GPCR, como el CB1 y el CB2, pueden ser activados por la
interaccion del ligando en diferentes dominios del receptor y asi generar diferentes
respuestas. Por ejemplo, se pueden generar segundos mensajeros citoplasmaticos y
activar cascadas de proteina quinasa que modulan la expresion génica, pero también
hay sefalizacion que no es dependiente de la proteina G, como la via de la B-arrestina
gue genera la desensibilizacion e internalizacion del receptor, y también regula la
sefalizacion actuando como adaptador, lo que contribuye al control de la expresion
génica frecuentemente a través de MAPK (44). Otros componentes de la sefializacion
independiente de la proteina G son la tirosina quinasas JAK, Src, PyK2 y treonina
quinasas como la GRK. Asi, la union del ligando a CB1 y CB2 puede activar cualquiera
de estas vias de sefializacion controladas por tres familias de proteinas: Las proteinas
G, GPCR guinasas y las B-arrestinas (44).

Tras la estimulacion de los receptores cannabinoides, se activan las proteinas G
heterotriméricas. Clasicamente la unién de un agonista genera un cambio
conformacional en el receptor, que funciona como factor de intercambio de guanina
(GEF), lo que conduce al intercambio de GTP por GDP en la subunidad Ga, y
provocando la disociacion del trimero liberando las subunidades GPy. Las
subunidades disociadas activan diferentes efectores implicados en la formacion de
segundos mensajeros como AMPc, IP3 y DAG, asi como la modulacion de otros
receptores y canales (45).

Por otro lado, se sabe que existe una retroalimentacion negativa que desactiva la
sefalizacion sostenida de segundos mensajeros para mantener la homeostasis. Tras
la union del ligando y la activacion de la proteina G, el receptor se fosforila en sus
bucles citoplasméticos y en el C-terminal, mediado por las GRKs (46). Estas
fosforilaciones potencian la union de la B-arrestina al receptor e interrumpen la
sefalizacion, provocando la internalizacion de los receptores para su reutilizacion o
degradacion proteosomal (46).

Las B-arrestinas reclutadas también funcionan como adaptadores de diferentes
mediadores de sefalizacion como MAPK, AKT, SRC, NF«kB o PI3K. Incluso se ha
visto que algunos receptores que transducen a través de B-arrestinas mantienen la
actividad GEF en los endosomas continuando la sefalizacion de la proteina G
después de la endocitosis (45). Las B-arrestinas regulan casi todos los aspectos de la
actividad de los receptores ya que participan en la desensibilizacién, la regulacién
negativa, el trafico de receptores e incluso, la sefializacién positiva.

Se requieren tres componentes para iniciar la sefializacion: un ligando, el receptor y
los transductores de sefiales. Todos ellos interactian de forma alostérica entre si. Por
ejemplo, un ligando puede aumentar la afinidad de un receptor por un transductor. A
su vez, los efectores unidos a los dominios intracelulares del receptor pueden
estabilizarlo y aumentar asi la afinidad del receptor por un ligando especifico.
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La via candnica involucra una sefializacion inhibidora mediada por las B-arrestinas. El
receptor CB1 se acopla a la proteina Gi, lo que genera la inhibicion de la adenil ciclasa
y la disminucién de las concentraciones de AMPc, ademas la inhibicién de varios
canales de calcio y activacion de canales de potasio a través de la subunidad B y
(24,47). Luego se da el reclutamiento de las B-arrestinas 1y 2, que desempefian un
papel en la sefializacion e internalizacion del receptor (48-50). Se ha demostrado que
las quinasas del GPCR junto con la B-arrestina 2 desencadenan la desensibilizacion
del receptor, la internalizaciéon y la finalizacion de la sefalizacion de la proteina G
(48,50-52). En cambio, el reclutamiento de la B-arrestina 1 participa en la activacion
de las MAPK y en la regulacién de la expresidn génica, aunque ambas (-arrestinas
han sido involucradas en la activacion de ERK1/2 (48,53).

Hay pruebas de que varias MAPKs como ERK 1/2 , P38 y JNK se activan en respuesta
a los agonistas de CB1 en varios tipos de células (53,54). También se ha demostrado
gue el CB1 activa la via PI3BK/AKT que regula la supervivencia neuronal (48,55).

La activacion de estas vias, se ha relacionado con la activacion de varios factores de
transcripcion como Krox-24, CReBH y BDNF(48,53,55,56). Al igual que el CB1, el
CB2 también se acopla a la proteina G inhibidora, se ha reportado que la estimulacion
del CB2 activa las MAPKs y la subsiguiente induccion de Krox-24 , factor de
transcripcion importante en diferenciacion celular y mitogénesis (57). La activacion de
CB2 también resulta en el reclutamiento de B-arrestina 2 y la activacion de MAPK
mediada por B-arrestina 1 (58).

Por otro lado, la via no candnica, se acopla a la sefializacion de la proteina G
estimulante. Aunque el CB1 se acopla preferentemente a las proteinas G inhibidoras,
hay algunos cannabinoides enddgenos y sintéticos que potencian el acoplamiento del
receptor CB1 a las proteinas G estimuladoras, como Gagqi1 y G as (48,59,60). Por
ejemplo, se ha informado que el cannabinoide sintético WIN55 aumenta los niveles
de calcio a través de la via CB1-Gag-fosfolipasa C en células HEK y neuronas (59).
Del mismo modo, los endocannabinoides inducen el aumento de calcio y la liberacion
de glutamato en los astrocitos, por interaccion con el receptor CB1 (61). También se
observa este fenbmeno con algunos agonistas de CB2 (62).

Ademas, se ha demostrado crosstalk del receptor CB1 con otros GPCRSs, por ejemplo,
con los receptores dopaminérgicos (D2R), que son coestimulados induciendo una
dimerizacion y colocalizacion, lo que conduce a un aumento de los niveles de AMPc,
sugiriendo un cambio en el perfil de transduccidon de sefiales cuando hay
coestimulacion (48,63). También hay evidencia de la interaccion de estos dos
receptores en las neuronas, ya que un antagonista del receptor dopaminérgico podria
dificultar la fosforilacién del CB1, pues a nivel funcional se demostrd que el blogqueo
del receptor de adenosina atenua los efectos depresores motores dependientes del
CB1, sugiriendo una dependencia entre ambos receptores (64) (36).
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También se ha informado del antagonismo funcional entre el CB1 y otros GPCRs (48);
por ejemplo, se ha informado de la inhibicion reciproca en el hipocampo entre los
receptores CB1 y GABA-b (65). Ademas, este fendbmeno también se ha observado
entre los receptores CB1 y de angiotensina Il en los astrocitos, donde la activacion
simultanea redujo la activacién de las MAPK en comparacion con cuando se activo
so6lo el receptor de angiotensina Il (54,66). Este comportamiento se produce tras la
estimulacién con el agonista HU210, mientras que la activacion con el agonista Ang Il
provoco la activacion de ERK1/2, lo que sugiere diferentes rutas de agonismo y
crosstalk con otros GPCR (66). Asi mismo la heterodimerizacién entre CB1 y CB2
también se ha demostrado, esto genera un antagonismo cruzado, pues un antagonista
de un solo receptor logra bloquear ambos receptores (67)

También se reportan vias de transactivacion paracrinas y autocrinas, que consiste en
la movilizacion de endocannabinoides mediada por el GPCR y la subsiguiente
activaciéon del CB1, mostrando que la interaccion de los receptores cannabinoides no
se limita a la dimerizacion (68,69).

Por otro lado, se ha demostrado que puede ocurrir desensibilizacion heteréloga en
aquellos GPCRs que activan la PKA como el Gagu1, ya que podria fosforilar el receptor
CB1 y reducir su actividad en tipos celulares especificos (54). También se ha
demostrado que algunos cannabinoides acoplados a Gagqi1 y Gas activando
eficazmente los canales de calcio.(48).

Ademas de la actividad en la membrana, se ha informado que receptores
cannabinoides funcionales se localizan intracelularmente en el ndcleo y las
mitocondrias, donde pueden activar la sefializacion intracelular (70,71). Debido a su
lipofilicidad, los endocannabinoides pueden atravesar la membrana plasmatica,
activar estos receptores, modificando la permeabilidad de los lisosomas e induciendo
la liberacion de calcio de las reservas internas (48). Asimismo, el CB1 mitocondrial
inhibe la respiracion celular y la produccion de AMPc, sefialando el papel del sistema
cannabinoide como regulador energético (48).

Por ultimo, se ha demostrado que los cannabinoides desencadenan la induccién del
gen CB1 mediante su activacién en varios tipos de células, lo que se conoce como
autoinduccion (72,73). Los GPCRs suelen sufrir una regulacién a la baja en respuesta
a la activacion persistente del receptor por parte de los ligandos, y el receptor CB1
tiene un comportamiento similar (48). La induccion de la tolerancia a los
cannabinoides es una consecuencia bioldgica de la desregulacion del CB1 inducida
por los cannabinoides exdgenos. Por ejemplo, el 2AG aumenta la transcripcion del
CBL1 a través de la activacion del receptor del acido retinoico en los hepatocitos (74).
Mientras que la activacion del receptor CB1 astroglial por endocannabinoides
endogenos liberados por los astrocitos aumento los niveles de CB1 (75).
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Ligandos de CB1y CB2

Los ligandos para los receptores cannabinoides son muy diversos, pueden ser
agonistas cuando generan un efecto positivo, antagonistas cuando tienen un efecto
neutro y agonistas inversos cuando tienen un efecto negativo para una determinada
via de sefalizacion. También hay moduladores alostéricos de receptores que pueden

ser positivos cuando potencian su actividad o negativos cuando la disminuyen (30).

La Tabla 1 presenta algunos de los ligandos mas conocidos de CB1 y CB2.

Agonistas Moduladores | Antagonistas | Moduladores
alostéricos alostéricos
positivos negativos
CB1 ACEA Org 27569 AM 251 CBD
Oleamida AM 4113 PSNCBAM-1
RVD-Hp a AM 6545
THC AVE 1625
AEA CP 945598
2AG MJ 15
NESS 0327
PF 514273
CB2 CB 65 Ec2la RVD- AM 630
GP 2a Hp a COR 170
HU 308 GP la
JWH 133 JTE 907
MDA 19 SCH 336
PM 226 SR144528
JWH-015
AM 1241

Tabla 1. Ligandos de CB1 y CB2. (13,60,76-83)

Agonismo sesgado

Se ha establecido que diferentes agonistas tienen el potencial de activar
selectivamente una cascada de sefializacion especifica sobre otra, esto se denomina
agonismo sesgado o selectividad funcional, que desencadena diferentes respuestas
fisiol6gicas, debido a que un receptor puede adoptar una variedad de conformaciones
en respuesta a varios ligandos (18,84).

La unidén del ligando da lugar a la activacion o inhibicion de multiples efectores, de
manera que los receptores pueden responder a diferentes moléculas con distintas
eficiencias de acoplamiento al transductor; cualquier sitio de la superficie del receptor
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gue se una a una molécula puede estabilizar una conformacion distinta del receptor e
inducir una respuesta farmacoldgica particular (84).

La respuesta celular durante el agonismo sesgado puede regularse a tres niveles: el
ligando, el receptor y los transductores (85). El ligando sesgado consiste en el
agonismo que es susceptible de inducir una conformacién unica del receptor haciendo
un acoplamiento especifico a la cascada de transduccion de sefales y una respuesta
sesgada (86). El segundo agonismo sesgado, regulado por el receptor, se produce
cuando el receptor esta mutado o existen isoformas de la proteina que afectan a su
capacidad para unirse a ambos ligandos o transductores (87). Esto conduce a una
alteracion en el acoplamiento de la proteina G o de la B-arrestina (88,89). Por ultimo,
el sesgo puede ser modulado a través de la expresion diferencial celular o tisular de
elementos transductores proximales al receptor, como las B-arrestinas o las GRKs
(90). Por tanto, las propiedades de sefializacién de un receptor dependen del tipo de
célula (91); de esta manera, un agonista puede tener efectos diferentes segun el tejido
en el que se encuentre el receptor, ya que el fenotipo celular influye en la expresion
diferencial de los transductores y en la activacién de una u otra via de sefializacion
(84).

Dependiendo del agonista implicado, los receptores pueden generar respuestas
diferentes ya que el sesgo del ligando se transmite a los transductores a través del
receptor generando un “cédigo de barras” por fosforilaciones diferenciales en el
dominio intracelular del receptor. Se ha reportado que diferentes aminoacidos
fosforilados por diferentes GRKs generan distintos acoplamientos de la B-arrestina,
estableciendo diferentes caminos para el reclutamiento de los transductores v,
finalmente, distintas sefiales (46) .

La activacion de los receptores cannabinoides por agonistas sesgados se produce
porque las GRKs especificas median la sefializacion por la 3-arrestina, incluso cuando
hay varias GRKs presentes en la célula, la sefializacion estd mediada por una sola
GRK especifica que se activa dependiendo de su expresion y del tipo de ligando (50).
Por ejemplo, se inform6 que el efecto de diferentes agonistas de CB1 y CB2 podian
ser modificados por moduladores alostéricos, el CBD reduce la potencia de varios
agonistas, confirmando que su efecto es significativo y variado dependiendo del
receptor cannabinoide, el tipo de agonista y si ambos receptores se encuentran
acoplados como heterodimeros (92).

Agonismo del cannabis de espectro completo

Aunque se han aislado mas de 200 moléculas del cannabis, los fitocannabinoides
mejor caracterizados de la planta de cannabis son el tetrahidrocannabinol (THC), el
cannabidiol (CBD), el cannabigerol (CBG), el cannabinol (CBN) y el cannabicromeno
(CBC). Estos cannabinoides existen como acidos monocarboxilicos inactivos, con
baja biodisponibilidad y pobres propiedades de unidn a receptores (93).

20



El THC es el principal componente psicoactivo; tiene efectos euforicos,
antinociceptivos, antiinflamatorios y sedantes. Otros usos reportados son como
relajante muscular, antianoréxico, broncodilatador, antiemético, antiespasmadico,
neuroprotector y antioxidante (94,95)

ElI CBD es el principal componente no psicoactivo y se ha informado que tiene efectos
sedantes, antiinflamatorios y antipsicoticos (96). Varios de estos efectos parecen estar
mediados por mecanismos independientes de los receptores cannabinoides. Por
ejemplo, la evidencia apunta a que el CBD inhibe varios receptores como el TRPV1,
el GPR55, el NMDAR, los receptores opioides, los receptores de adenosina Al y los
canales de calcio dependientes de voltaje (96). Por otro lado, activa el PPAR-y, el
5HT1A y el receptor de glicina (97,98). Asi, la accion del CBD a través de estas vias
puede ser responsable de la supresion de la excitabilidad neuronal y del efecto
analgésico. Sin embargo, también hay pruebas de que el CBD inhibe la captacion de
dopamina, noradrenalina, GABA, serotonina y anandamida en las sinapsis (99) , lo
gue explica sus efectos neuroprotectores y antinociceptivos. El efecto antiinflamatorio
podria deberse a que inhibe la COX-2 impidiendo la produccion de metabolitos del
acido araquidonico (100,101).

El CBG se encuentra en pequeiias cantidades en los extractos de cannabis, tiene una
baja afinidad por el CB1 y el CB2, pero los estudios demuestran que reduce el dolor,
el eritema y la inflamacién al inhibir la enzima lipooxigenasa y activar el receptor a2-
adrenérgico (99). También se ha informado de que tiene un efecto antidepresivo
porque es un potente inhibidor de la captacion de anandamida y también es un
antagonista del receptor 5-HT1a (102) .

Al igual que el CBD, el CBC tiene una baja afinidad por el CB1 y el CB2, aunque se
ha informado de que tiene efectos antiinflamatorios y antinociceptivos mediante la
inhibicion de la COX-2 (101). EI CBN tiene una estructura y efectos similares a los del
CBD; su efecto fisioldgico se atribuye a la modulacion de CB2 y también de CB1, pero
con menor afinidad (93).

Ademas de los fitocannabinoides en el cannabis de espectro completo, hay
terpenoides, que son hidrocarburos volatiles insaturados responsables del olor y el
sabor del cannabis, que han demostrado efectos independientes por si mismos,
modulando los efectos de los cannabinoides (103). Los terpenoides encontrados, con
mayor importancia biolégica son: 3-mirceno, a-pineno, B-cariofileno y D-limoneno .

El B-mirceno es un agonista CB2, frecuentemente utilizado como analgésico, ya que
puede potenciar el efecto analgésico del THC y del CBD al estimular la liberacion de
opioides endogenos mediada por el receptor a2-adrenérgico. También potencia los
efectos antinociceptivos y antiinflamatorios del CBD al inhibir la sintesis de
prostaglandina E2 dependiente de la COX-2 (104), como también lo hace el a-pineno,
quien potencia los efectos antiinflamatorios y anti nociceptivos periféricos del CBD al
inhibir la COX-2 y la sintesis de prostaglandina E2; ademas, inhibe la actividad de la
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acetilcolinesterasa en el cerebro, inhibiendo las sinapsis colinérgicas y los impulsos
nerviosos (104).

El B-cariofileno es uno de los terpenoides mas abundantes en la planta de cannabis.
Esta demostrado que sinergiza el efecto antiinflamatorio y analgésico del THC al
inhibir la prostaglandina E1 y activar CB2. También inhibe la expresion de citoquinas
proinflamatorias inducidas por el lipopolisacarido a través de CB2 (105,106)

El D-limoneno tiene una baja afinidad por los receptores cannabinoides; se ha
informado que sinergiza los efectos ansioliticos y sedantes del CBD porgue aumenta
la serotonina y la dopamina en la corteza prefrontal y el hipocampo a través del
receptor 5-HT1a (93). Estos datos muestran la diversidad de moléculas presentes en
el cannabis y sus propiedades que influyen en la actividad antinociceptiva y
antiinflamatoria, actuando a través de mudltiples vias y receptores y potenciando el
efecto de los cannabinoides.

Efecto antiinflamatorio y antinociceptivo de los agonistas CB1y CB2

El efecto antinociceptivo de CB1 y CB2 se debe a la inhibicion de la adenil ciclasa, al
blogueo de varios canales de Ca++ dependientes de voltaje y a la activacion de varios
canales de K+, lo que inhibe la liberacion de neurotransmisores relacionados con el
dolor, y reduciendo la excitabilidad neuronal, asi como la inhibicién de las vias del
dolor (12,26,27,72). Tras la activacion y estabilizacion del receptor, éste se une a la
proteina Ga, o a las B-arrestinas, desencadenando multiples vias de sefalizacion en
paralelo a través de diferentes vias de transduccion.

Por otra parte, en otras células puede ocurrir la activacién agonista de la proteina Gai,
gue conduce a la inhibicion de la adenilil ciclasa, reduciendo las concentraciones de
AMPc, lo que conduce a una inactivacion de la PKA, que es esencial para la
fosforilacién de proteinas. Entre las proteinas afectadas estan las que regulan los
canales ionicos de la célula: los canales de potasio pueden activarse y los de calcio
se desactivan, inhibiendo la despolarizacion; ademas, la supresion de la entrada de
calcio inhibe la liberacion de neurotransmisores.

La inhibicion de la adenilil ciclasa también reduce la actividad de la proteina cinasa
activada por mitdbgenos (MAPK) (18,28). Por otra parte, existen pruebas de que la
activacién de los receptores cannabinoides inhibe la actividad de la acetilcolina, de la
noradrenalina, la dopamina, la 5-hidroxitriptamina (5-HT), el acido y-aminobutirico
(GABA), el glutamato, el aspartato y la colecistoquinina (12).

Ademas, se ha comprobado que la amidohidrolasa de acidos grasos, al catabolizar la
anandamida, ejerce un efecto antinociceptivo en ratones, y la monoacilglicerol lipasa
(FAAH) cataboliza el 2AG, aumentando su efecto nociceptivo, evaluado con el test de
dolor con formalina y acido acético (12). La migrafia inducida en ratones se bloque6
tras la inhibicion de la FAAH, lo que sugiere que sus productos median la
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antinocicepcion a través del CB1 (12). Se ha demostrado en modelos animales con
dolor agudo, inflamatorio y neuropético que los agonistas de los receptores
cannabinoides logran una eficacia analgésica con una potencia comparable a la de
los opioides o los inhibidores de la ciclooxigenasa (12).

En investigaciones anteriores de nuestro grupo, se descubrié que la estimulacion
cronica con capsaicina, la cual estimula el TRPV1 induce la sobreexpresion de los
receptores cannabinoides en las células odontoblasticas humanas, lo que indica que
esta interaccion podria modular el papel de los cannabinoides en el dolor crénico y la
actividad antinociceptiva en el dolor dental.

Por otro lado, se ha demostrado el efecto antiinflamatorio de los cannabinoides a
través de CB1 y CB2. La microglia activada en un entorno inflamatorio regula al alza
el receptor CB2, al parecer mediado por la produccion y secrecion de IFN-gamma y
GM-CSF (108).

El promotor del gen CB2 contiene una secuencia de elemento de respuesta
antioxidante (ARE), que una vez une al factor de transcripcion NRF2, modula la
expresion de CB2 en la microglia. EI NRF2 es un factor de transcripcién que regula
la homeostasis de la reduccién-oxidacién y tiene efectos neuroprotectores y
antiinflamatorios al aumentar la actividad del NF-KB (109).

Se ha observado que THC puede también tener una actividad antiinflamatoria
utilizando una via diferente de los receptores cannabinoides, ya que en un estudio en
ratones que no expresaban receptores CB1 y CB2 también se observo el efecto del
THC (110). El estudio reportado por Philpott et al, determiné que el CBD aplicado
localmente es antinociceptivo y antiinflamatorio en la osteoartritis y también que la
inhibicion de la inflamacion previene el desarrollo del dolor, y que el efecto es
independiente de los receptores cannabinoides (111). Aun asi, el uso de otros
agonistas cannabinoides mostré la participacion de los receptores CB1 y CB2,
sefialando que el efecto mediado por la activacion del receptor depende del tipo de
agonista (112).

Se ha demostrado la efectividad de aplicacion local de los agonistas cannabinoides,
por ejemplo, la administracion topica de un agonista CB1 atenua las respuestas
inflamatorias cutaneas en un modelo de dermatitis atopica inducida por oxazolona en
un modelo de ratén, y se descubrié que el tratamiento es eficaz para reducir la
inflamacion y sus sintomas asociados (107).

Finalmente varios estudios clinicos demuestran la eficacia de los agonistas aplicados
localmente para reducir el dolor utilizando capsaicina al 8% (113) o usando
topicamente aceite o crema de cannabidiol (114,115).
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Conclusiones

Los receptores cannabinoides se expresan en diferentes tejidos donde tienen
funciones fisiologicas criticas. Su expresion esta regulada dependiendo del contexto
biologico, por lo que se puede encontrar una cantidad diferencial en condiciones
patoldgicas.

Factores externos pueden generar mutaciones o cambios epigenéticos que afectan la
expresion de ambos receptores, alterando su funcién fisioldgica o farmacoldgica
modificando los enfoques terapéuticos. Por ejemplo, la sobreexpresion de los
receptores, como ocurre en muchos tejidos durante la inflamacion, puede utilizarse
para potenciar su accion activandolos con agonistas. O, si ocurre lo contrario, se
puede buscar una via farmacol6gica para aumentar su expresion y conseguir asi el
efecto deseado en el tratamiento de diversas afecciones y patologias. Se debe
profundizar en el estudio de alternativas epigenéticas para lograr la modulacion de la
expresion de los receptores y asi mejorar los efectos analgésicos y antiinflamatorios
de los cannabinoides.

Es importante tener en cuenta el tipo de tratamiento farmacoldgico dirigido a los
receptores cannabinoides, ya que, dependiendo del tipo de agonista y del contexto
biolégico, se pueden activar diferentes vias de sefializacién canénicas y no canénicas.
Este comportamiento ocurre porque se inducen cambios alostéricos en el receptor
generando fosforilaciones diferenciales en sus dominios citoplasmaticos, provocando
el inicio de diferentes cascadas de sefalizacion.

Ademas, se ha demostrado que el uso de agonistas aplicados localmente ayuda a
controlar el dolor y la inflamacion actuando a través de multiples vias de sefializacion,
evidenciando que su uso es una opcion terapéutica en numerosas patologias. De este
modo, en esta revision, se demostré la importancia fisiopatolégica de los receptores
cannabinoides en diferentes tejidos, su expresion diferencial y cémo la accién de
diferentes agonistas y antagonistas puede modular diversas vias de sefializacion
mediante la selectividad funcional. Todo ello abre nuevas perspectivas farmacolégicas
en las que CB1 y CB2 pueden ser importantes dianas terapéuticas en el tratamiento
del dolor y la inflamacion.
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CAPITULO 2

Validacién de genes de referencia para la cuantificacion relativa de la
expresion de receptores cannabinoides en odontoblastos humanos mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa

Resumen

La cuantificacion relativa del nivel de expresion de un transcrito requiere de un gen de
referencia el cual debe ser escogido y validado para cada contexto bioldgico particular.
Las herramientas bioinformaticas permiten seleccionar mejores genes de referencia,
para la evaluacion mas sensible de la expresién génica de moléculas de interés. El
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objetivo fue realizar la identificacion y validacion de genes de referencia en
odontoblastos humanos para la cuantificacibn de transcritos de los receptores
cannabinoides. Los genes que se transcriben con mayor estabilidad en células
odontoblasticas humanas, se identificaron usando la herramienta RefGenes y se
seleccionaron para evaluar su amplificacion en PCR en tiempo real. Células
odontoblasticas humanas fueron diferenciadas a partir de células madre
mesenquimales usando medio de diferenciacion y TGF-beta, para la obtencién de
RNA total. Se realizé evaluacion por RT-gPCR y analisis de cuantificacion relativa
usando el método de Scheffé. El conjunto de datos de expresion relativa se analizé
para escoger el gen mas estable. El analisis mostro que los genes CRN, LIM y FAM
presentaron la menor variabilidad en su expresion (SD: 0.2, 0.17 y 0.16
respectivamente), ademas de tener un nivel de expresion similar a los genes diana.
Se encontraron diferencias significativas en la expresion relativa de los mensajeros
para receptores cannabinoides usando los genes seleccionados comparado con Beta
actina (p<0.05). La estrategia de busqueda y verificacion de nuevos genes de
referencia permitieron describir con mayor exactitud y confiabilidad la expresion de
receptores cannabinoides en células odontoblasticas humanas.

Introduccién

La evaluacién de la expresién génica por RT-gPCR permite, por medio de una
cuantificacion relativa, describir los cambios en la expresion del gen de interés
comparado con sus niveles basales en una muestra sin tratamiento, esa cantidad es
expresada como la relacién entre la concentracion de transcritos del gen de interés y
un gen de referencia (1). Por esta razon es importante la eleccion de un método de
cuantificacion adecuado y de genes de referencia apropiados para calcular el cambio
de la expresiébn de una manera mas exacta y precisa y, de esta manera, tener
resultados mas confiables y robustos (2).

En 2009 se publicé la guia MIQE donde se dan los lineamientos basicos para la
publicacién de resultados de qPCR (3). En ésta, se recomienda el empleo de dos o
mas genes de referencia, que deben validarse para garantizar que tienen una
expresion estable entre los grupos de tratamiento para el entorno experimental y el
conjunto de muestras dadas.

Debido a que los genes de referencia utilizados para la estandarizacién son criticos,
cualquier evaluacion de la validez de un experimento de RT-gPCR debe considerar
también la idoneidad de la referencia de cuantificacion relativa. Su utilidad debe ser
validada experimentalmente para determinados tejidos o tipos de células y disefios
experimentales (4,5). Se recalca que no hacerlo puede tener efectos engafiosos en
los resultados al usar genes de referencia inadecuados para la cuantificacion.
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Dado que la normalizacion consiste en calcular las relaciones de las concentraciones
de ARNm de los genes de interés con respecto a las de los genes de referencia, estos
ultimos deben expresarse de forma estable, y su abundancia debe mostrar una fuerte
correlacion con las cantidades totales de ARNm presente en las muestras (6).
Ademas, los niveles de transcripcion entre los genes de interés y los genes de
referencia deben ser similares, ya que esto asegura que todas las transcripciones
estén sujetas a las mismas interacciones cinéticas durante la gPCR (7).

La normalizacion con respecto a un unico gen de referencia no es aceptable a menos
gue se presente evidencia robusta que confirme su expresion invariable en las
distintas condiciones, por eso se recomienda el empleo de al menos dos genes de
referencia y usar la media geométrica de los niveles de expresion para la
normalizacion (2,6,7). Es por esta razén que el numero 6ptimo y la eleccion de los
genes de referencia deben determinarse experimentalmente.

Hruz, et al comprobaron dos hip6tesis acerca de los genes de referencia, la primera
es la de no generalidad, la cual plantea que ningun gen se expresa de forma estable,
ya que todos estan regulados hasta cierto punto, asi que no existen genes con una
expresion universalmente estable en cualquier condicidon. La segunda, es sobre la
especificidad del contexto biolégico, argumentando que para cada uno de ellos existe
un subconjunto de genes con una menor variacion de la expresién (8). En
consecuencia, no deben utilizarse genes de referencia sin validacion; una revision
sisteméatica demostrd que en menos del 50% de las veces los genes de referencia de
uso comun como B-act, GAPDH y 18S son seleccionados (7).

En vista de que no se ha reportado una validacién de genes de referencia para
odontoblastos humanos diferenciados a partir de células madre mesenquimales de
pulpa dental, Odontoblast Like Cells (OLC), el objetivo planteado en el presente
trabajo fue describir y ejecutar una estrategia metodoldgica de identificacion, elecciéon
y validacion de genes de referencia para realizar cuantificacion relativa de los niveles
de expresion de transcritos de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 en
odontoblastos humanos.

Materiales y métodos
Eleccion de genes

Para la eleccion de los genes mas estables se usé la herramienta RefGenes de
Genevestigator (http://www.genevestigator.com/), donde estan recopilados grandes
conjuntos de datos de microarrays para una condicidn especifica o para un
subconjunto de condiciones. De esta manera se permite la busqueda de genes que
presenten una variacion de expresion minima en un conjunto elegido de matrices que
corresponden al contexto biolégico especifico. En este caso se escogieron las
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matrices de datos que corresponden a Osteoblast Like Cells, las cuales son células
con un fenotipo mineralizante similar a los OLC, ya que para estos Ultimos no se
encuentra reporte. Adicionalmente, se usaron matrices de pulpa dental. De la lista de
20 genes que arroj6 la herramienta, se escogieron 4 genes para OLC y 4 para pulpa
dental usando como criterio de eleccion la desviacion estandar y la facilidad de acceso
a las secuencias.

Disefio de primers

Para el disefio de primers fue necesario realizar el analisis de los genes candidatos,
ya que existen aspectos importantes a tener en cuenta a la hora de escoger los genes
a partir del listado generado por Genevestigator.

Como secuencias candidatas para validacion se tuvieron en cuenta 4 que
correspondian a genes no codificantes para proteinas; estas secuencias pueden ser
consideradas pues la PCR detecta transcritos y no proteinas. Se seleccionaron los
genes con un nivel de expresion similar al gen diana y poca variacion de la expresion,
es decir, una baja desviacion estandar.

La busqueda de la informacién de los genes candidatos se realiz6 en GeneCards
(https://www.genecards.org), una base de datos de acceso libre donde se encontro el
tamafio de cada gen, el nombre completo y nombres alternativos, la funciéon dentro
del organismo y/o células especificas, y la ubicacion en el cromosoma; ademas,
permitio el acceso a la secuencia de ADN del gen y a la informacion de los exones. A
través de GeneCards, adicionalmente, se obtuvo acceso a la base de datos GenBank
del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica, en donde fue obtenida la
secuencia de nucleétidos de cada gen y, posteriormente, gracias a las coordenadas
genOmicas de los genes, se seleccionaron los exones que tuvieran un tamafio
adecuado, con informacién suministrada por el programa GenelLoc, anexo a
GeneCards.

En la pagina de GenBank se busco la secuencia de interés en formato FASTA, la cual
se basa en la representacion de nucleotidos asignando codigos de una sola letra;
como respuesta, se mostré la secuencia completa y luego se seleccionaron los bases
correspondientes al exdn seleccionado.

Dado que los primers disefiados deben tener una alta especificidad de amplificacion,
la secuencia del exén escogido para cada gen de referencia se introdujo en la
herramienta  basica de  busqueda de  alineacion local (BLAST)
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Por medio del programa adjunto "Nucleotide
BLAST" se buscaron las similitudes con otras secuencias, los resultados se
visualizaron en listado, mostrando el nombre de las secuencias con similitudes, la
especie de origen, el puntaje de identidad, la cobertura y el porcentaje de identidad, y
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el codigo de acceso de la secuencia; y en forma gréfica, donde se facilitd interpretar
la region en la que se encontraron la coincidencias.

Finalmente, el disefio de primers para cada plantilla se realiz6 en la pagina de BLAST,
con la herramienta bioinformatica anexa Primer-BLAST, estableciendo el tamafio del
producto esperado en un rango de 150-170 pb para asegurar una adecuada eficiencia
de la reaccion y un tamafo de amplicon suficiente para el disefio de sondas en el
sistema de deteccién de la gPCR. Los parametros de temperatura de fusion de los
primers se dejaron sin modificaciones, es decir, con las caracteristicas que el
programa ofrece por defecto, asignando una temperatura minima, 6ptima y maxima
de 57°C, 60°C y 63°C, respectivamente, y la maxima diferencia de temperatura de
fusion entre par de primers se dej0 establecida en 3°C. Al mismo tiempo, los
pardmetros para la especificidad del par de primers en la amplificacion se dejaron
configurados con la habilitacion de la basqueda automatica de primers especificos
para la plantilla seleccionada e ignorando plantillas cuando estas tengan 6 o mas
discrepancias en la complementariedad con la secuencia de los primers, asi como la
inclusion de primers que tengan por lo menos 2 discrepancias con objetivos
indeseados. La especificidad de los primers por especie se limit6 a Homo sapiens.

Cultivo celular

Células odontoblasticas humanas fueron diferenciadas a partir de células madre
mesenquimales de pulpa dental de terceros molares sanos, usando medio de
diferenciacion y TGF-beta como fue descrito anteriormente (9). Se sembraron 25.000
células en 3 placas de 6 pozos con Dulbecco’s Modified Eagle Culture Medium
(DMEM) (Hyclone, Thermo Scientific, Bremen, Germany) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS) (Gibco; Thermo Fisher Scientific), antibiético 1% (100 U/mL
penicilina + 100 pg/mL estreptomicina) y 10 ng/mL de TGF-81 (Abcam, Cambridge,
MA, USA) e incubados por 24 horas a 37°C, con una atmdsfera humidificada con 5%
de diéxido de carbono (CO3), hasta alcanzar una confluencia del 70%.

El cultivo celular de odontoblastos en condiciones de inflamacion se llevo a cabo
estimulando un grupo de células con 2 pug/mL de lipopolisacarido de E. coli (LPS) y
otro grupo con 40 pg/mL de Poly I:C por 24 horas, para simular infeccion bacteriana y
viral respectivamente. Células sin estimular fueron utilizadas como control y para la
normalizacion durante los analisis de expresion. Las células se recolectaron y se
realizé la extraccion de RNA con Trizol ®.

Validacion de genes

Para cuantificar la variacion en los niveles de expresion en diferentes condiciones se
utilizé la técnica de RT-qPCR utilizando SYBR Green (Luna® Universal One RT-gPCR
Kit, New England BioLabs; USA) y el sistema de deteccion del termociclador en tiempo
real CFX96 (BioRad; Hercules, CA, USA). Las condiciones de amplificacion fueron las
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siguientes: retrotranscripcion por 10 min a 55°C, denaturacion por 3 min a 95°C, 40
ciclos de amplificaciébn con una temperatura de denaturacién de 95°C por 15 seg y
una temperatura de alineamiento de 60°C por 30 seg, se realiz6 curva de melting para
confirmar la especificidad de los productos amplificados. Ademas de los genes
escogidos se amplificaron tres ARNm de genes de referencia de uso comun: GAPDH,
B-act y 18S; dos genes como marcadores de fenotipo odontoblastico: DSPP y DMP1;
y dos genes diana: CB1 y CB2 (Tabla 1).

La eficiencia de la PCR se calculé usando LinRegPCR (Academic Medical Center,
AMC, Amsterdam, Netherlands). Se realiz6 cuantificacidn relativa para los transcritos
de los receptores cannabinoides CB1 y CB2, normalizando con los mejores genes de
referencia, teniendo como criterio para su eleccion las menores desviaciones estandar
y los niveles de expresion similares a los genes diana y el analisis en Bestkeeper. La
cuantificacion y comparacion de transcritos se llevé a cabo utilizando el método de
Scheffé (10) utilizando como muestra control las células sin estimular.

Analisis de datos

Los datos se organizaron en hojas de célculo en el programa Excel (Microsoft Office
2010). Los valores del ciclo de cuantificacion (Cq) y las eficiencias de los genes de
referencia y los genes diana fueron introducidos en la plantilla de Excel de Bestkeeper
para elegir los mejores genes de referencia. Este indice calcula la media geométrica
de los genes que se expresan con una desviacién estandar (DE) inferior a 1 y el
coeficiente de correlacion de Pearson. Las graficas se realizaron usando GraphPad
Prism 7.0 software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Todos los
experimentos se realizaron por duplicado y 3 réplicas (n=12) por condicién. El analisis
de varianza de una via ANOVA fue utilizado para determinar el valor de P usando un
valor alfa <0.05.

Resultados

Un total de 11 genes fueron seleccionados como candidatos para ser usados como
genes de referencia. Son primers que amplifican todas las variantes de cada uno de
los genes y son altamente especificos para Homo sapiens.

La especificidad de los primers fue confirmada corriendo el producto de amplificacion

de la RT-gPCR en gel de agarosa al 2%, todos los primers generan productos
especificos pues se observa una sola banda en los tamafios de amplicon esperados.
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Los valores Cq obtenidos por RT-gPCR se utilizaron para proporcionar una vision
general de los niveles de expresion de los genes candidatos en todas las muestras,
las medias de los valores Cq de los genes de referencia estuvieron entre 11 y 32.

La subunidad 18S resulté ser el gen mas abundantemente expresado con el menor
valor medio de Cq (11.54) y las desviaciones estandar entre 0.07 y 0.8 para las
diferentes muestras. Por su parte GAPDH obtuvo la menor variacion en la expresion
(0.08), adicionalmente se calculo la eficiencia de los primers la cual oscil6 entre 1.94
y 2.07, la de B-act fue la mas baja (1.69). Los genes que se escogieron como posibles
genes de referencia por tener las menores desviaciones estandar y unos niveles de
expresion similares a los genes diana fueron: CRN, FAM2 y LMX.

El analisis de la estabilidad de la expresién génica se realizé utilizando el indice de
Bestkeeper, donde se calculé la media geométrica (GM), la desviacidén estandar (SD),
el coeficiente de correlacion (r) y el valor p. Los genes de referencia mas estables
fueron: CNR, LMX y FAM2, pues tuvieron un coeficiente de correlacion (r) mayor entre
los genes con SD menor a 1 y un x-fold menor a 2.

Para verificar las diferencias en los cambios de expresion (fold change) usando los
genes de referencia escogidos y B-act, se realiz6 la cuantificacion relativa de los
genes diana CB1 y CB2. Al normalizar los mismos datos respecto a diferentes genes
de referencia, se observa que hay una diferencia estadisticamente significativa (p=
0.03) entre los fold change obtenidos con B-act y los demas genes.

Discusiodn

Los odontoblastos son células diferenciadas que se encuentran en la pulpa dental en
forma de empalizada, con prolongaciones que se extienden a lo largo de los tubulos
dentinales, son las primeras células en responder a los estimulos externos, quimicos
y fisicos, como cambios en la temperatura y la osmolaridad, pérdida de la integridad
dentinal e infecciones bacterianas (19). Por lo tanto, conocer los diferentes perfiles de
expresion de estas células es crucial para entender su papel fisiolégico en los
procesos de nocicepcion e inflamacion de la pulpa dental.

Los receptores cannabinoides CB1 y CB2 son receptores tipo GPCR que se
encuentran en la membrana celular, nicleo y organelos de varios tipos celulares (20).
Se han encontrado expresados en pulpa dental y odontoblastos en modelos murinos
(21), también esta reportada la presencia de CB1 en odontoblastos humanos (22). Es
por esta razon qué es importante estudiar la presencia de ambos receptores en
odontoblastos humanos, pues es el primer paso para poder considerarlos como
blancos farmacolégicos para el tratamiento del dolor y la inflamacién dental.
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La evaluacién de la expresion de estos receptores en odontoblastos humanos y pulpa
dental requiere de técnicas moleculares como RT-qPCR. No existe informacion de
gue en esta linea celular se haya realizado validacion de genes de referencia para la
cuantificacion relativa de transcritos. Por esa razon describir y llevar cabo el protocolo
de validacion de genes de referencia en diferentes condiciones de inflamacion
permitié encontrar los mejores genes para realizar la normalizacién de datos, con el
fin de garantizar resultados certeros y confiables siempre que se requiera evaluar la
expresion de un gen en odontoblastos humanos.

Durante el desarrollo de la metodologia se pudo evidenciar que la rigurosidad en cada
uno de los pasos de la validacion es crucial para obtener los mejores genes de
referencia posibles. Por una parte, es importante que los genes candidatos se escojan
de un conjunto de datos de secuenciacion previamente evaluados en los tejidos y
células de interés o similares (23,24).

La eleccidon de genes se realiz6 en Genevestigator, una herramienta en linea que
ayuda a identificar genes que muestran una alta estabilidad de expresion en un
conjunto de condiciones elegido (8). De esta manera los investigadores pueden
identificar, a partir de todos los genes representados en los microarrays, aquellos que
se expresan de forma mas estable en condiciones similares a la de sus experimentos.
Se trata de una base de datos de microarrays (47.000 conjuntos de sondas en mas
de 5000 matrices), anotados sistematicamente y con control de calidad de varios
organismos. En esta plataforma se utilizaron microarrays del sistema Affymetrix, que
es un sistema de alta reproducibilidad, asi que todos sus protocolos, medidas de
control de calidad y datos tienen alto grado de homogeneidad (8).

Para la validacién de genes se usO Bestkeeper, una herramienta que determina los
estandares mas adecuados, de entre diez candidatos, y los combina en un indice (25).
El indice puede compararse con otros diez genes objetivo para decidir si se expresan
de forma diferencial bajo un tratamiento aplicado. segun Pfaffl et al, todo el
procesamiento de datos se basa en los puntos de cruce, los genes con una SD menor
a 1, con un coeficiente de correlacion de Pearson mayor y con un x-fold menor a 2 se
consideran los genes mas estables (25).

En los resultados se observa que B-act tiene las desviaciones estandar mas bajas,
sin embargo, tiene unos niveles de expresion muy altos comparado a los genes diana
(bajo Cq). Por otro lado, 18S tiene los niveles de expresiéon mas altos, pero también
una de las mayores desviaciones estandar, por esta razén se excluyé para realizar
cuantificacion relativa; esto esta acorde a otros estudios, pues se ha reportado que al
usar RNA ribosomal se obtienen medias de expresion altas (22).

GAPDH obtuvo la menor desviacion estandar, pero tiene niveles de expresidon mas

altos que los genes diana, aun asi, fue el gen de referencia de uso comun que mostré
un adecuado desempefio. El gen que mostré los mejores resultados por tener una
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desviacion estandar baja y un nivel similar de expresion a CB1 y CB2 fue CRN, no se
encontro evidencia de su utilizacion previa como gen de referencia.

La validacion de genes en la herramienta Bestkeeper estuvo acorde al primer analisis
de datos, CRN resulto ser el gen que obtuvo un mayor coeficiente de correlacion entre
los genes mas estables, lo que refuerza la idea de que es un buen gen para utilizar
en cuantificacion relativa de gPCR en cultivo de odontoblastos humanos.

Al aplicar el método Scheffé normalizando con los mismos valores para CB1y CB2y
cambiando los del genes de referencia por los datos de los genes con mejores
resultados (LMX, FAM2, GAPDH, CRN, B-act), se observan diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de expresion cuando se usa B-act como
normalizador (26-28), demostrando que es importante que los genes de referencia
escogidos tengan un nivel de expresion similar a los genes diana, no es suficiente
tener una baja variabilidad en la expresion; esta es la razén de que en muchos
estudios se descarte este gen para ser usado como gen de referencia (7,29) . El
GAPDH no mostro diferencia significativa comparado a los demas genes, por lo cual
podria también ser utilizado en este sistema celular.

Los resultados de la cuantificacion relativa reafirmaron que un buen gen para
normalizar es CRN. Para obtener mejores resultados se recomienda normalizar con
al menos dos genes de referencia (2) y en odontoblastos humanos también podrian
utilizarse GAPDH, LMX o FAM2, la media geométrica de esas cuantificaciones seria
resultado adecuado para evaluar los niveles de expresidbn de los receptores
cannabinoides. Para la evaluacién de otro gen de interés podrian usarse estos
mismos datos, y el gen de referencia adecuado debe escogerse teniendo en cuenta
los niveles de expresion del gen diana.

Se ha reportado que el uso de los genes de referencia comunmente utilizados puede
conducir a una importante distorsion de los datos de expresion (2), los resultados
mostraron que en este sistema de odontoblast like cells también. Por esta razon, es
importante siempre realizar la validacion de los genes de referencia antes de hacer
evaluacion de los niveles de expresion de un gen en cada contexto biologico, pues no
existen genes que tengan una estabilidad universal en la expresion (8).

Conclusiones

Los resultados evidenciaron que la expresion de los genes de control interno varia,
por lo que es necesario validar los genes de referencia para su uso en la normalizacion
de la RT-gPCR en odontoblastos humanos.
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Los diferentes analisis de datos sugieren que el gen mas estable y con un perfil de
expresion mas adecuado para la cuantificacion relativa de transcritos de CB1 y CB2
en las diferentes condiciones evaluadas es CRN.

Las herramientas bioinformaticas permiten seleccionar mejores genes de referencia
para la evaluacién mas sensible de la expresion génica de moléculas de interés. La
estrategia de busqueda y verificacion de nuevos genes de referencia permitieron
describir con mayor exactitud y confiabilidad la expresion de receptores cannabinoides
en células odontoblasticas humanas.
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CAPITULO 3

Los desafios inmunoldgicos regulan la expresidon de los receptores
cannabinoides en cultivos de odontoblastos y fibroblastos gingivales
humanos

Resumen
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Los odontoblastos y los fibroblastos gingivales juegan un papel esencial en los
procesos fisiolégicos y patoldgicos de los tejidos dentales. Los receptores
cannabinoides (CB1 y CB2) estan involucrados en la analgesia mediante la activacion
de canales de calcio que inhiben la sintesis de algunos neurotransmisores. Un mejor
conocimiento de su fisiologia abre la posibilidad de utilizar estos receptores como
dianas terapéuticas en el control del dolor dental. Este trabajo tuvo como objetivo
evaluar la presencia y la actividad de los receptores cannabinoides en células
humanas similares a los odontoblastos (OLC) y en fibroblastos gingivales humanos
(HGF). Se analiz6 la transcripcion de CB1 y CB2 por PCR en tiempo real, la deteccion
de las proteinas por inmunofluorescencia y se evaluaron los receptores cannabinoides
funcionales midiendo las concentraciones de calcio intracelular, tras la estimulacion
con agonistas especificos para CB1, CB2 y TRPV1. Se encontraron transcripciones
para CB1 y CB2 tanto en odontoblastos como en fibroblastos gingivales. El
cannabidiol indujo un aumento de la [Ca2+]i en ambos tipos de células, pero
sorprendentemente el pretratamiento con antagonistas cannabinoides selectivos
atenud este efecto, lo que sugiere una comunicaciéon funcional entre receptores
cannabinoides especificos y otros receptores diana del CBD. En conclusion, los
odontoblastos humanos y los fibroblastos gingivales expresan receptores
cannabinoides CB1 y CB2 funcionales, que podrian ser modulados para mejorar el
tratamiento del dolor o la sensibilidad dental.

Palabras clave: Receptor cannabinoide tipo 1 (CB1), receptor cannabinoide tipo 2
(CB2), dolor dental, odontoblastos, fibroblastos gingivales.

Introduccidén

El dolor dental, la sensibilidad dentinal y la periodontitis son causados por dafios
estructurales en el esmalte, la dentina y los tejidos periodontales, regularmente
desencadenados por el biofilm en estas superficies. El dolor dental asociado a
estimulos microbioldgicos, fisicos 0 quimicos es la causa mas frecuente de consulta
al odontélogo y afecta a la calidad de vida de los pacientes. Actualmente, para su
tratamiento se utilizan con frecuencia antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y
opioides (1), pero en muchos casos son insuficientes debido a los diversos procesos
fisiologicos que intervienen en el proceso (2). Los odontoblastos y los fibroblastos
gingivales se encuentran en la pulpa y en la encia, respectivamente, y son esenciales
para la salud bucodental, ya que responden a los estimulos nocivos externos y
participan en las actividades de mecanotransducciéon y reparacién de los tejidos
mediante la expresién de diversos canales y receptores idnicos (3,4).

Los receptores cannabinoides son receptores acoplados a proteinas G que se

encuentran principalmente en la membrana plasmatica (5,6). La union del ligando
genera cambios alostéricos en el receptor permitiendo la activacion o inhibicion de
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multiples vias de sefializacion; en ese sentido, la respuesta celular depende del tipo
de agonista y del contexto biol6gico (7,8).

El papel de CB1y CB2 en la regulacion de las vias del dolor a través de la modulacion
de la liberacion de neurotransmisores en las terminaciones nerviosas esta
ampliamente reportado (9). lgualmente, existe evidencia del efecto antiinflamatorio
causado por la activacion de ambos receptores (10). Por estos motivos, se han
investigado como dianas terapéuticas para el tratamiento del dolor y la inflamacion.

En varias condiciones patoldgicas, la expresion de los receptores cannabinoides esta
regulada para mantener la homeostasis y los procesos fisioldégicos, por lo que
diferentes células y tejidos los expresan para mediar efectos antinociceptivos y
antiinflamatorios (11).

En los tejidos dentales, ambos receptores podrian tener un papel crucial en la
transduccion sensorial dental, la biomineralizacién y la reparacion de los tejidos (12),
lo que explica la intensa investigacion realizada en el tema en los ultimos afios. Se ha
demostrado la expresion de ambos receptores en odontoblastos murinos y en
fibroblastos gingivales (13-15), y se ha encontrado CB1 en los cultivos primarios de
odontoblastos humanos (12). Ademas, la presencia de CB2 en los fibroblastos
gingivales parece estar implicada en el control del entorno inflamatorio, como ocurre
durante la periodontitis (16).

En este trabajo, nos propusimos evaluar la presencia y actividad de los receptores
cannabinoides en cultivos de células similares a odontoblastos y en fibroblastos
gingivales humanos primarios, y evaluar el cambio en la expresién de CB1 y CB2 bajo
condiciones inflamatorias en los odontoblastos. Los resultados proporcionaran
informacion importante que puede utilizarse para desarrollar nuevas opciones
terapéuticas utilizando los receptores cannabinoides como diana farmacoldgica para
el control del dolor y la inflamacioén.

Materiales y métodos

Cultivo celular

Las células similares odontoblastos (OLC) se diferenciaron a partir de células madre
mesenquimales de la pulpa dental utilizando 10 ng/mL de TGF- (Abcam, Cambridge,
MA, USA) durante tres semanas, siguiendo el protocolo ya establecido (17). Ademas,
se cosecharon fibroblastos gingivales humanos (HGF) a partir de biopsias gingivales
tomadas de cirugia periodontal. Se disociaron pequefios fragmentos de tejido con una
mezcla de colagenasa (100 U/mL) y dispasa (1 mg/mL) durante una hora, luego se
lavaron con medio fresco y se centrifugaron. El sedimento celular se sembré en
frascos de cultivo de 25 cm? durante siete dias y se mantuvo a 37 °C en incubadora
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con un 5% de CO2. En ambos casos, las células se cultivaron en DMEM (Hyclone,
Thermo Scientific, Bremen, Alemania) complementado con un 10% de FBS (Gibco;
Thermo Fisher Scientific) y antibiotico (100 U/mL de penicilina + 100 pg/mL de
estreptomicina) hasta alcanzar un 70% de confluencia para distribuirlas en placas
oscuras de 384 pozos tras un tratamiento con tripsina al 0,25% para recolectar las
células. Ademas, las placas de 24 pozos sembradas con OLC fueron tratadas durante
24 horas con 2 pg/mL de LPS (Sigma-Aldrich , St. Louis, MO) o 40 pg/mL de Poly-I:C
(InvivoGen, San Diego, CA) para simular las condiciones inflamatorias de infeccion
bacteriana y viral, respectivamente. El proyecto recibié el aval del Comité de Etica de
la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de Colombia (B.CIEFO-008-
2021).

Transcripcion de CB1y CB2 por RT-gPCR multiplex en OLC y HGF

Se utilizé una reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (RT-gPCR) de un solo
paso utilizando sondas de hidrélisis Tagman® Multiplex Real-Time (Thermo Fisher
Scientific) para determinar la transcripcion de CB1 y CB2 utilizando el sistema de
deteccion del termociclador en tiempo real CFX96 (BioRad; Hercules, CA, USA). Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes 10 min de retrotranscripcion a 55°C,
desnaturalizacion durante 1 min a 95°C, 40 ciclos de amplificacion con una
temperatura de alineacion de 58°C, utilizando los siguientes primers y sondas
(Macrogen®) CB1: Forward 5-GGTTAGCAAGATACACTCAAGCATGA-3' reverse 3'-
CTGGAAAAAGGCCCAACAAG-5', Sonda: 6FAM-5'-
CAGCTGCTGCTTTCTTCTTACACCCCGGTCTC-3-TAMRA; CB2: Forward 5'-
GACACGGACCCCTTTTTCTTGCT-3' Reverse 3-CCTCGTGCCCTATCC-5', Sonda:
ROX-5-TGGCCTTGCCCACCTGCACACAG-3-TAMRA y se utilizd6 B-actina como
gen de referencia: Forward 5-GGATGCAAGGAGATCACTG-3' Reverse 5'-
CGATCCACGGAGTACTTG-3', HEX: 5-CCCTGGCACCCAGCACAATG-3..

Transcripcion de CB1y CB2 durante los estimulos inflamatorios en OLC

La RT-gPCR para evaluar la expresion de los genes CB1 y CB2 de los odontoblastos
estimulados por LPS y Poly-I:C se realizo utilizando SYBR Green (Luna® Universal
One RT-gPCR Kit, New England BioLabs; USA). Las condiciones de amplificaciéon
fueron las siguientes 10 min de retrotranscripcién a 55°C, desnaturalizacién durante
1 min a 95°C, 40 ciclos de amplificacion con una temperatura de alineacién de 58 °C
utiizando los  siguientes  primers  (Macrogen®) CB1: forward 5'-
GGTTAGCAAGATACACTCAAGCATGA-3' reverse 5'
CTGGAAAAAGGCCCAACAAG-3', CB2: Forward 5-GACACGACCCCTTTGCT-3'
Reverse 5" CCTCGTGCCCTACCTATCC-3' y el gen de la subunidad beta 2 del
receptor colinérgico (CHRNB2) fue validado y utilizado como gen de referencia:
forward 5-CAATGCTGACGGCATGTACGA-3' Reverse 5'-
CACGAACGGAACTTCATGGTG-3". La eficiencia de la PCR se calculé con el
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software LinRegPCR (Academic Medical Center, AMC, Amsterdam, Paises Bajos), y
la cuantificacion relativa se realiz6 con el método Scheffé (18) utilizando células no
estimuladas como control.

Deteccion de las proteinas CB1y CB2 en OLCy HGF

Se realizdé una técnica de inmunofluorescencia indirecta para la deteccion de las
proteinas CB1y CB2. Las células (5x10* células/pozo) se sembraron en cubreobjetos
de vidrio tratados con poli-L-lisina durante 24 horas, luego algunas células se trataron
durante 24 horas con 2 pg/mL de LPS o 40 pg/mL de Poly-I:C, las células se fijaron
con paraformaldehido (PFA) al 4%, y se permeabilizaron con Tritdbn X-100, para
posteriormente bloquearse con suero de cabra al 10%. Las células se incubaron a
37°C con anticuerpos primarios policlonales anti-CB1 y anti-CB2 producidos en ratén
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), diluidos 1:100 en solucién de bloqueo. A
continuacion, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG de
raton conjugado con Alexa 594 (Thermo Fisher Scientific) diluido 1:00 en PBS a
temperatura ambiente. Los nucleos se contracolorearon con DAPI y los portaobjetos
se montaron con Prolong®, para su observacion en el microscopio Zeiss Axio Imager
A2 (Gottingen, Alemania) con el software AxioVision. La presencia o ausencia de la
proteina en las células y su localizaciobn se evaluaron en tres experimentos
independientes (n = 3).

Agonistas, antagonistas y medicion del Ca2+ intracelular

La actividad CB1 y CB2 in vitro en OLC y HGF se determiné calculando los cambios
en las concentraciones de calcio intracelular ([Ca2+]i) tras diferentes estimulos. En
primer lugar, se cargaron las células con 2 uM de solucion de Fluo-4 AM (Invitrogen,
Thermo Fischer Scientific) a 37°C durante 45 min en la oscuridad. A continuacion, se
utilizé cannabidiol 10 uM (CBD) para la estimulacion de las células durante 1y 10 min,
ya sea solo o con un pretratamiento de 5 minutos con diferentes concentraciones de
antagonistas (combinaciones de antagonistas: agonistas, 10uM:10uM; 10uM:1nM,;
1nM:10uM), segun un experimento de viabilidad previo. Se utilizé un antagonista
selectivo de CB1 (AM251, Tocris, Bristol, Reino Unido), un antagonista selectivo de
CB2 (AM630, Tocris, Bristol, Reino Unido) y un antagonista de TRPV1 (Capsazepine,
CZP (Tocris, Bristol, Reino Unido)). La solucion stock a una concentracion de 10mM
se preparé en DMSO, las diluciones seriadas utilizadas se prepararon en medio de
cultivo. La ionomicina es un activador excelente de canales de calcio, por lo que se
utilizé como control positivo. La cuantificacion de la fluorescencia de las células se
realiz6 a una longitud de onda de 494/525 nm (excitacion/emision) en un
espectrofluorimetro (ClarioSTAR, BMG Labtech). Para el analisis de los resultados,
los datos se normalizaron con respecto a las células no estimuladas (F/FO) y se
gréficaron en cada tiempo de evaluacion (1 y 10 min).
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Analisis de los datos

Los datos se organizaron en hojas de célculo en el programa Excel (Microsoft Office
2010) y se describieron como media y desviacion estandar (SD) y las figuras se
elaboraron utilizando el software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Se utilizé un
analisis de varianza ANOVA de una via para determinar el valor P utilizando un valor
alfa <0,05.

Resultados

Los odontoblastos y los fibroblastos gingivales expresan CB1 y CB2, y estan
sobre-expresados en entorno inflamatorio

Tanto los OLC como los HGF expresan mensajeros de CB1y CB2; los valores medios
de Cq para el OLC fueron de 31,62 y 32,02 (CB1 y CB2), mientras que fueron de
29,87 y 31,62 para el HGF, mostrando un patron similar de transcripcion de los
receptores. Los odontoblastos estimulados con LPS y Poly-1:C mostraron aumentos
en la transcripcion de los receptores cannabinoides. La estimulacién con LPS indujo
un aumento de cinco veces en los niveles de expresion de CB1, mientras que CB2
aumentd mas de diez veces con respecto a las células no estimuladas. El estimulo
con Poly-I:C caus6 un aumento significativo de 4 y 8 veces en la transcripcion de CB1
y CB2, respectivamente en OLC. La sobreexpresion de CB2 fue significativamente
mayor que la de CB1 tanto en condiciones de LPS como de Poly-I:C.

Los odontoblastos y los fibroblastos gingivales expresan proteinas CB1y CB2

Ademas, mediante inmunofluorescencia, se identificaron las proteinas CB1 y CB2 en
OLC y HGF. SH-SY5Y y en células de macréfagos derivados de monocitos como
controles positivos, respectivamente. Ambos receptores se expresaron en la
membrana celular, el ndcleo y el citoplasma.
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El CBD aumenta las concentraciones de calcio intracelular en los odontoblastos
y los fibroblastos gingivales

La estimulacién de odontoblastos y fibroblastos gingivales con 10 uM del agonista
cannabidiol genera un aumento de las concentraciones de calcio intracelular en
comparacién con las células no estimuladas (P<0.001). El pretratamiento con AM251,
AM630 y CZP, antagonistas de CB1, CB2 y TRPV1 respectivamente, inhibe la
afluencia de calcio en ambos tipos celulares, lo que demuestra la existencia de
receptores funcionales en dichas células.

Discusion

Este estudio demostré la expresion de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 en
odontoblastos y fibroblastos gingivales humanos. Se observé el aumento de su
expresion ante los desafios inmunolégicos. Ademas, su funcionalidad se evidencia
con base en los cambios observados en la afluencia de calcio cuando CB1, CB2 y
TRPV1 se unen a diferentes ligandos.

La expresion y la funcion de ambos receptores en los tejidos dentales ya se han
descrito anteriormente. Por ejemplo, CB1 se encontrd en las terminaciones nerviosas
de la pulpa dental humana (19). Ademas, pruebas por inmunohistoquimica también
reportan de la presencia de receptores CB1 en odontoblastos de raton (20). Por otra
parte, se ha informado de la expresién de CB1 y CB2 en las células madre del
ligamento periodontal, donde estan implicadas en la diferenciacion hacia el fenotipo
osteogénico y dentinogénico a través de la sefializacion p38, MAPK y JNK en un
entorno inflamatorio (14,21). La gran importancia en la reparacion de tejidos de los
receptores cannabinoides se pone de manifiesto mientras contribuyen a regular el
volumen y el metabolismo 6seo, la pérdida de hueso y la funcion de las células 6seas
en modelos murinos (15).

Se ha comprobado que los CB1 y CB2 se expresan en el tejido periodontal de raton y
en los fibroblastos periodontales humanos, la activacion de estos receptores induce
su adhesion y migracion a través de la activacion de la quinasa de adhesion focal y
de la actividad MAPK (21), lo que demuestra que participan en la regulacion de varias
vias de sefializacidon y expresion génica. En este caso, bajo condiciones inflamatorias,
utilizando LPS y Poly-I:C como sustitutos de desafio bacteriano o viral, se encontrd
una sobre expresion de los transcritos CB1 y CB2. Se observ6 una mayor reactividad
de los receptores CB en las células tratadas con LPS y Poly I:C en comparacién con
las OLC y HFG no tratadas, lo que podria interpretarse como un aumento de la
cantidad de ambos receptores cannabinoides en condiciones inflamatorias.
Investigaciones anteriores informan que el CB2 se expresa en condiciones normales,
pero es excepcionalmente alto en la inflamacion patoldgica (9). Maresz et al. (2005)
demostraron en células microgliales que un entorno inflamatorio induce la activacion



celular y la sobreexpresion de CB2, dependiente de los estimulos de citoquinas IFN-
Yy GM-CSF (22).

Aunque las células del ligamento periodontal suelen expresar ambos receptores
cannabinoides, el CB1 tiene una mayor expresion en el tejido sano, aunque se regula
a la baja durante la infeccion bacteriana, mientras que el CB2 es inducido a la
sobreexpresion. Por el contrario, en ese estudio, la inflamacion estéril provocéd un
aumento significativo de CB1 y CB2 (13). Se descubri6 que el tratamiento con
agonistas y antagonistas del CB2 regula la respuesta inflamatoria en los fibroblastos
del ligamento periodontal. Los ligandos agonistas de CB2 atenuaron la fosforilacion
de p38 y NFxB y simultdneamente provocaron la fosforilacion de p-ERK y p-CREB,
afectando la concentracion de AMPc y a las vias de B-arrestina (15,23). Nakajima et
al (2006) informaron que CB1 y CB2 estan sobre expresados en muestras de HGF de
gingivitis y periodontitis. La estimulacion del HGF con anandamida reduce la secrecion
de citoquinas inducida por LPS, y el bloqueo de los receptores CB1 o CB2 con
antagonistas especificos atenud ese efecto, confirmando la implicacion de los
receptores cannabinoides en el efecto antiinflamatorio del endocannabinoide
anandamida (24).

Por otro lado, encontramos que el CBD genera un aumento de la concentracion de
calcio intracelular. Ademas, existen pruebas que los odontoblastos humanos
expresan CB1 funcional, ya que responden tras la estimulacion con diferentes
agonistas y antagonistas (12), en este trabajo se encontré que para CB2 también
ocurrio.

ElI CBD es el principal componente no psicoactivo del cannabis y se ha informado que
posee efectos sedantes, antiinflamatorios y antipsicéticos (25), aunque varios de estos
efectos parecen estar mediados por mecanismos independientes de los receptores
cannabinoides. Reportes anteriores demuestran que el CBD inhibe varios receptores,
como el TRPV1, el GPR55, el NMDAR, los receptores opioides, los receptores de
adenosina Al y los canales de calcio dependientes de voltaje; y, curiosamente,
también activa el PPAR-y, el 5HT1A y el receptor de glicina (26, 27).

Asi, la accion del CBD a través de estas vias puede ser responsable de la supresion
de la excitabilidad neuronal y de la percepcién del dolor. Sin embargo, también hay
pruebas de que el CBD inhibe la captacion de dopamina, noradrenalina, GABA,
serotonina y anandamida en las sinapsis (28), lo que explicaria sus efectos
antinociceptivos y neuroprotectores. Ademas, el efecto antiinflamatorio también se
explica por la inhibicién de la COX-2, que impide la produccion de metabolitos del
acido araquiddnico (29). Aun asi, en este trabajo se comprobd que cuando se
estimulaban las células con CBD y antagonistas CB1 y CB2, se reducian las
concentraciones de calcio intracelular, lo que demuestra que el CBD puede estar
actuando directa o indirectamente a través de los receptores cannabinoides. Por otro
lado, los antagonistas selectivos utilizados (AM251 y AM630) son también agonistas



inversos, lo que significa que tienen una eficacia negativa para una determinada via
de sefializacion, que acaba blogueando los canales de calcio, de manera que al
estimular con CBD no se generan influjos de calcio a través de CB1y CB2

El crosstalk es un mecanismo de interaccion entre diferentes sustancias intracelulares
0 vias de transduccion de sefiales (12). Informes anteriores han demostrado que
existe un acoplamiento entre los receptores cannabinoides y el TRPV1. Por ejemplo,
en odontoblastos un estimulo que induce un aumento del calcio intracelular, es
seguido de la extrusién de iones a través de los canales del intercambiador sodio-
calcio hacia el frente de mineralizacién (30), lo que explica el papel de los receptores
cannabinoides y del TRPV1 en la aposicion del calcio en la dentina terciaria y la
transduccion de los estimulos externos.

El CBD es un agonista del TRPV1 y un modulador alostérico negativo de los
receptores cannabinoides (31), por lo que la explicacion de la disminucién del calcio
intracelular cuando se aplican antagonistas del CB1 y del CB2 puede deberse al
crosstalk entre ambos tipos de receptores. Esta comunicacion entre los dos
receptores o sus vias de sefializacion hace que se mantenga un equilibrio fisiol6gico
en condiciones patoldgicas. Por ejemplo, trabajos anteriores demostraron que los
receptores cannabinoides median efectos antiinflamatorios y protectores en los tejidos
periodontales, mientras que el TRPV1 media efectos proinflamatorios, que pueden
estar asociados a la lesion periodontal (15). Deberan realizarse mas estudios en
odontoblastos y fibroblastos gingivales para dilucidar las vias de sefalizacion que
pueden ser activadas por el CBD y el mecanismo por el que se genera crosstalk con
el TRPV1, de modo que el CBD pueda ser considerado como un posible tratamiento
para patologias infecciosas o inflamatorias en la cavidad oral.

Conclusiones

Este trabajo demostré que los odontoblastos humanos y los fibroblastos gingivales
primarios expresan receptores cannabinoides CB1 y CB2 funcionales y también que,
en condiciones inflamatorias, ambos receptores se sobre-expresan, especialmente el
CB2. Por otro lado, se demostré que el CBD genera influjos de calcio, demostrando
gue son receptores con actividad biolégica y que tienen una comunicacion funcional
con el TRPV1. Estos resultados muestran la importancia de la expresion de estos
receptores en los procesos fisioldgicos y patologicos en la pulpa dental y los tejidos
periodontales, demostrando su expresion funcional en estas células; abriendo nuevas
perspectivas para buscar alternativas para tratamientos mas efectivos contra el dolor
y la inflamacién dental.
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CAPITULO 4

Evaluacion de la presenciay actividad de receptores cannabinoides en pulpa
dental y odontoblastos humanos

Resumen

Introduccion: Los odontoblastos tienen un rol importante en varios procesos
fisiologicos en los tejidos dentales. Ademas, se sabe que los receptores
cannabinoides CB1 y CB2 tienen efecto analgésico actuando sobre los canales de
calcio e inhibiendo la produccién de neurotransmisores. En ese sentido, conocer las
caracteristicas de su expresion abre la posibilidad de usar estos receptores como
blancos terapéuticos en el tratamiento del dolor dental. Objetivo: Evaluar la expresion
y actividad de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 en pulpa dental y
odontoblastos humanos. Metodologia: Odontoblastos humanos sin estimular y en
contexto inflamatorio y pulpas dentales sanas e inflamadas fueron procesados para la
cuantificacion de transcritos y deteccion de proteinas de los receptores cannabinoides
por medio de RT gPCR e inmunofluorescencia. La actividad in vitro de CB1 y CB2 se
determind midiendo las concentraciones de calcio intracelular con Fluo-4 AM, se
trataron los cultivos con agonistas y antagonistas de ambos receptores. Resultados:
Se encontré presencia de los transcritos para CB1 y CB2 en odontoblastos y pulpa
dental, en condiciones de inflamacion ambos receptores se sobre-expresaron. Los
agonistas causaron disminucion de los valores [Ca2+]i. Conclusién: En pulpa dental
y en odontoblastos humanos se expresan receptores cannabinoides CB1 y CB2
funcionales.

Palabras clave: Receptor cannabinoide tipo 1 (CB1), receptor cannabinoide tipo 2
(CB2), dolor dental, odontoblastos, pulpa dental.

Keywords: Cannabinoid receptor type 1 (CB1), cannabinoid receptor type 2 (CB2),
dental pain, odontoblasts, dental pulp.

Introduccion

El problema de salud mas prevalente a nivel mundial es la caries no tratada en dientes
permanentes, afectando a 2,4 billones de personas (1). En Colombia, en el VI
Estudio Nacional del dolor se describié que el 76% de los encuestados reportaron
haber tenido presencia de dolor (agudo o cronico) y cerca del 23% refieren que es
dolor dental (2). La sensibilidad dentinal y la pulpitis son su principal causa. El trauma,
la caries o estimulos mecéanicos, quimicos, térmicos y eléctricos, generan irritacion
pulpar e inflamacion, produciendo una condicion de dolor extremo (3), lo que hace
gue sea el principal motivo de consulta al odontélogo y una preocupacion en salud
publica, pues afecta la calidad de vida de las personas.



Estudios recientes afirman que en la actualidad el tratamiento para el dolor dental
sigue siendo el acetaminofén, los AINES y opioides (4). Debido a que la fisiopatologia
del dolor pulpar es compleja (5,6), no existe un tratamiento que sea efectivo en todas
las condiciones, por esta razén es necesario seguir explorando nuevas alternativas
para solucionar este problema.

Los odontoblastos resultan fundamentales en los procesos de mecano- y termo-
sensibilidad dental (7). Se desconoce el mecanismo exacto involucrado en estas
respuestas, sin embargo, se ha descrito la posible participacion de algunos
receptores, incluidos receptores cannabinoides (8). Los odontoblastos son células
post-mitéticas, altamente diferenciadas exclusivas del tejido dental que hacen parte
del tejido de la pulpa dental donde se encuentran también fibroblastos, vasos
sanguineos, terminaciones nerviosas, y células del sistema inmune, entre otros (9).
Los odontoblastos participan en la sintesis de matriz extracelular que resulta
fundamental en el proceso de reparacion dentinal en caries, pero mas recientemente,
se ha descrito su papel en procesos de transmision de estimulos sensoriales en el
complejo dentino-pulpar en respuesta a diversos estimulos del medio, incluyendo
agentes patdégenos (10). Algunas teorias donde se incluye la “teoria hidrodinamica del
odontoblasto como receptor”, propone la participacion de esta célula en la generacion
del proceso de dolor dental (10). Sin embargo, muchos eventos de la fisiopatologia
del dolor pulpar son desconocidos. Se han descrito dos receptores de cannabinoides
(CB1 y CB2) que son blanco de mudltiples agonistas y antagonistas enddégenos y
algunos exégenos como por ejemplo el A-9-Tetrahidrocannabinol (THC) y el
cannabidiol (CBD), obtenidos del cannabis (11). De manera similar, la activacion de
algunos de los canales TRP (principales canales asociados a dolor dental) por
cannabinoides ha sido previamente descrita, incluidos TRPV1-3, TRPAL1l, TRPMS,
entre otros (12). De manera relevante, el posible efecto sinérgico generado entre un
agonista para CB2 y un antagonista para TRPV1 en el manejo de cuadros dolorosos
ha sido descrito (13). Resultados similares han mostrado el acoplamiento de
receptores CB1y TRPV1 en cultivos de odontoblastos de rata determinado por medio
del influjo de calcio, mostrando asi un importante rol en el proceso de transduccion de
estimulos externos en los odontoblastos (8). Estos elementos nos llevan a plantear la
necesidad de nuevos estudios que muestren la posible participacion y activacion de
receptores cannabinoides en odontoblastos humanos.

Este trabajo se propuso determinar la presencia de CB1 y CB2 en un cultivo de células
similares a odontoblastos humanos y en cortes histoldégicos dentales, asi como
evaluar su actividad in vitro, como parte de un abordaje previo que se requiere para
establecer de mejor manera su participacion y activacion en el proceso de
comunicacioén celular. Es probable que la administracion de un agonista o antagonista
de los receptores CB1 y CB2 genere modulacién del dolor dental lo que permitiria la
apertura de caminos para la exploracién de moléculas que ayuden al control del dolor
en odontologia, como ha sido reportado para muchas otras condiciones asociadas
con dolor agudo y cronico (14,15).



La importancia de evaluar la presencia y actividad de estos receptores radica en que
no ha sido descrita en pulpa dental humana sana y en condiciones de inflamacién, lo
gue es transcendental para encontrar y entender las vias moleculares subyacentes y
de esta manera dejar la base para futuras investigaciones que permitan aportar a la
resolucién de los problemas del dolor dental y la sensibilidad dentinal. En este caso,
se usaron un modelo celular de odontoblastos y ademas cortes histolégicos para
complementar los hallazgos.

Metodologia
Cultivo celular y cortes histoldgicos

Células odontoblasticas humanas fueron diferenciadas a partir de células madre
mesenquimales de pulpa dental de terceros molares sanos, usando medio de
diferenciacion y TGF-beta como fue descrito anteriormente (9). Se sembraron 150.000
células en placas de 6 pozos con Dulbecco’s Modified Eagle Culture Medium (DMEM)
(Hyclone, Thermo Scientific, Bremen, Germany) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS) (Gibco; Thermo Fisher Scientific), antibiético 1% (100 U/mL penicilina +
100 pg/mL estreptomicina) y 10 ng/mL de TGF-B1 (Abcam, Cambridge, MA, USA) e
incubados por 24 horas a 37°C, con una atmosfera humidificada con 5% de COq,
hasta alcanzar una confluencia del 70%.

El cultivo celular de odontoblastos en condiciones de inflamacion se implemento
estimulando los cultivos con 2 pg/mL de LPS (Sigma-Aldrich , St. Louis, MO) o con 40
pg/mL de Poly IC (InvivoGen, St. Diego, CA) por 24 horas, para simular infecciéon
bacteriana y viral respectivamente, células sin estimular fueron utilizadas como
control.

Las pulpas dentales sanas e inflamadas utilizadas para cuantificacion de transcritos
fueron recolectadas de dientes sanos de pacientes con exodoncias indicadas o con
diagnostico de pulpitis irreversible, previa firma del consentimiento informado (Anexo
2) y fueron puestas en RNA-Later y congeladas a -80°C, posteriormente fueron
tratadas con 20 mg/pL de proteinasa K a 65°C por 12 horas.

La extraccion de RNA de células y pulpas dentales se realizé con Trizol (Ambion).

Para los ensayos de la evaluacion de la actividad de los receptores se sembraron
odontoblastos en placas negras de 384 pozos, se estimularon y mantuvieron en las
mismas condiciones de simulacion inflamatoria por 24 Horas.

Por otra parte, para las inmunofluorescencias, se realizaron cortes histolégicos de
pulpas de dientes sanos extraidos por motivos ortodénticos y de pulpas inflamadas
de pulpotomias de pacientes con diagndéstico de pulpitis irreversible, recolectadas en
PFA al 4%.



Cuantificacion de transcritos

La técnica molecular de reaccion en cadena de la polimerasa con retrotranscripcion
en un solo paso en tiempo real (RT-gPCR) usando sondas de hidrolisis Tagman®
Multiplex Real-Time solution (Thermo Fisher Scientific) fue utilizada para determinar
la expresion de CB1 y CB2. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
retrotranscripcion por 10 min a 55°C, denaturacion por 1 min a 95°C, 40 ciclos de
amplificacion con una temperatura de hibridizacion de 58°C, usando los siguientes

primers y sondas (Macrogen®) CB1: Forward 5'-
GGTTAGCAAGATACACTCAAGCATGA-3' Reverse 3-
CTGGAAAAAGGCCCAACAAG-5', Sonda: 6FAM-5'-

CAGCTGCTTTCTTCTTACACCCCGGTCTC-3 -TAMRA; CB2: Forward 5'-
GACACGGACCCCTTTTTGCT-3" Reverse 3-CCTCGTGGCCCTACCTATCC-5,
Sonda: ROX-5-TGGCCTTGCCCACCTGCACACAG-3-TAMRA , como genes de
referencia se usaron CHRNB2 : Forward 5-CAATGCTGACGGCATGTACGA-3'
Reverse 3-CACGAACGGAACTTCATGGTG-5". sonda: HEX-5'-
GCTGCCGCCTGCCATCTACAA-3-TAMRA y GAPDH: Forward 5'-
CACTAGGCGCTCACTGTTCTC-3' Reverse 3-AAATCCGTTGACTCCGACCT-5".
sonda: CY5-5-CGAGCCACATCGCTCAGACA-3-TAMRA

La eficiencia de la PCR se calculé usando LinRegPCR (Academic Medical Center,
AMC, Amsterdam, Netherlands), y la cuantificacion relativa se llevé a cabo utilizando
el método de Scheffé (16) utilizando como muestra control las células sin estimular,
segun los protocolos descritos en el Capitulo 3 de este documento

Deteccidén y cuantificacion de receptores cannabinoides

Con el empleo de los cortes obtenidos de las pulpas sanas e inflamadas, se realiz6
una técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de las proteinas CB1 y CB2
siguiendo el protocolo reportado (17).

Los cortes histologicos se desparafinaron con xilol por 20 min y luego se rehidrataron
los tejidos con concentraciones ascendentes de etanol. Se permeabilizé con Triton X-
100 al 0.1% por 20 min, para el posterior bloqueo con suero de cabra al 10%. Se
incubaron las muestras con anticuerpos primarios policlonales anti-CB1 y anti-CB2
producidos en ratén (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), diluidos 1:100 en solucion
de blogueo. A continuacién, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario
anti-lgG de raton conjugado con Alexa 594 (Thermo Fisher Scientific) diluido 1:200 en
solucion de blogueo a temperatura ambiente. Los nucleos se contracolorearon con
DAPI y se realizo el montaje con Prolong®, para su observacion en el microscopio
Zeiss Axio Imager A2 (Gottingen, Alemania) con el software AxioVision. La presencia
0 ausencia de la proteina en las células de las pulpas dentales y su localizacion se
evaluaron en cuatro experimentos independientes (n = 4) de cada condicion.
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Adicionalmente se realiz6 la cuantificacion de CB1 y CB2 por inmunofluorometria en
el cultivo de odontoblastos estimulados con LPS y Poly-I:C. Las células sembradas
en placa oscura de 384 pozos fueron fijadas con PFA al 4%. Posteriormente se realizd
la permeabilizacion con Tritdn X-100 al 0.1% por 20 min, luego se bloqueo6 con suero
de cabra al 10%. Se incubaron las muestras independientes con anticuerpos primarios
policlonales anti-CB1 y anti-CB2 producidos en ratén (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific), diluidos 1:100 en solucion de bloqueo. A continuacion, las células se
incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG de ratdon conjugado con FITC
(Thermo Fisher Scientific) diluido 1:200 en solucion de bloqueo a temperatura
ambiente. La cuantificacion de la fluorescencia de las células se realizo en el
espectrofluorimetro (ClarioSTAR, BMG Labtech). En cada pozo se realiz6 la
cuantificacion de proteinas totales con &cido bicinconinico, este dato se usé para
normalizar las unidades de fluorescencia de cada pozo.

Evaluacion de la actividad de cannabinoides sobre los receptores

El perfil farmacolégico de los receptores cannabinoides se evalué con el indicador
Fluo-4 AM. El experimento se realiz6 con el protocolo establecido (18). Los
experimentos se hicieron en cultivo de odontoblastos humanos sin estimular y tratados
24 h con 2 pg/mL de LPS o 40 pg/mL de Poly-I:C, sembrados en microplacas de 384
pozos con una confluencia del 90%. Las células se incubaron con 40 uL de solucion
de carga Fluo-4 AM a una concentracion de 2 uM (Invitrogen, Thermo Fischer
Scientific) a 37°C por 1 hora en oscuridad. Células estimuladas con ionomicina fueron
utilizadas como control positivo. Unos pozos de cada condicidon se trataron con
agonistas (ACEA y HU 308, Tocris, Bristol, Reino Unido) y otros con antagonistas
(AM251 y AM630, Tocris, Bristol, Reino Unido) de CB1 y CB2 respectivamente.
Adicionalmente se evalud6 el bloqueo de sefial de los agonistas previo tratamiento de
los cultivos con antagonistas en diferentes combinaciones de concentraciones
antagonista-agonista (100uM:100uM; 100puM:10pM; 10pM:10pM; 10pM:100uM). La
cuantificacion de la fluorescencia de las células se realiz6 a una longitud de onda de
494/525 nm (excitacion/emisién) en un espectrofluorimetro (ClarioSTAR, BMG
Labtech). Para el andlisis de los resultados, los datos se normalizaron con respecto a
las células no estimuladas (F/F0) y se graficaron en cada tiempo de evaluacion (1 'y
10 min). Puede considerarse que en un cultivo de odontoblastos responde al ligando
si la sefial normalizada resultante cambia luego de la adicion de la respectiva molécula
en comparacion con la sefial de los odontoblastos no estimulados.

Andlisis de datos

Los datos se organizaron en hojas de calculo en el programa Excel (Microsoft Office
2010) y se describieron como media y desviacion estandar (DE), las figuras se
elaboraron utilizando el software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EE.UU.). Todos los experimentos se realizaron por triplicado en tres
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experimentos independientes (n=9). Se utilizé un analisis de varianza ANOVA de una
via para determinar el valor P utilizando un valor alfa <0,05.

Resultados

Odontoblastos humanos en condiciones de inflamacion sobre-expresan
receptores cannabinoides

Los odontoblastos estimulados con LPS y Poly-1:C mostraron un aumento significativo
de los transcritos de los receptores cannabinoides. La estimulacion con LPS indujo un
aumento de tres veces en los niveles de expresion del CB1, mientras que el CB2
aumentoé 6 veces con respecto a las células no estimuladas. El estimulo con Poly-I:C
caus6 un aumento significativo de 3 y 11 veces en la transcripcion de CB1 y CB2,
respectivamente. La sobreexpresion de CB2 fue significativamente mayor que la de
CBL1 tanto en condiciones de LPS como de Poly-I:C.

La inmunofluorometria permiti6 cuantificar ambos receptores, en las células no
estimuladas se encontr6 una media de 14.7 FU/ug de proteina de CB1, no se observo
diferencia estadisticamente significativa en los valores de proteina de CB1 en las
células estimuladas en comparacion con el control. Por otro lado, la media de
unidades de fluorescencia para CB2 fue 4.7 FU/ug en células sin estimular; se observé
un aumento significativo en las células estimuladas con LPS y Poly I:C, pues las
medias fueron 7.9 FU/ug y 11 FU/ug respectivamente.

En pulpa dental humana se expresan receptores cannabinoides y se encuentran
sobre-expresados en tejido inflamado

En las qPCR multiplex de pulpas dentales inflamadas se observa que CB1 y CB2 se
sobre expresan en promedio 37 y 142 veces mas que las pulpas sanas
respectivamente; CB2 se expresa significativamente mas que en CB1 en las pulpas
inflamadas.

En las inmunofluorescencias se observa la presencia de ambos receptores
cannabinoides con un patrén celular. En los cortes de pulpas inflamadas es evidente
una mayor intensidad de la fluorescencia de CB1 y CB2 en la empalizada
odontoblastica.

Los receptores cannabinoides CB1 y CB2 son regulados fisiolégicamente en
ambiente inflamatorio

La estimulacion de los odontoblastos con el agonista de CB1 (ACEA) en células
tratadas con LPS y Poly I:C genera un bloqueo en los influjos de calcio a los 10 min
respecto a las células sin ambiente inflamatorio, mientras que en las células tratadas
con el agonista de CB2 el mismo efecto se logra en 1 min. En las células sin
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tratamiento en ambos casos se observa que las concentraciones de calcio intracelular
aumentan hasta 10 veces mas con respecto a las células sin estimular.

Un efecto contrario se observa en las células que se encuentran en contexto
inflamatorio al ser estimuladas con el antagonista de CB2 (AM630), pues en todas las
concentraciones aumentan significativamente las concentraciones de calcio
intracelular respecto a las células sin tratar. En el caso de CB1 el efecto no es
evidente, sblo se observa en las células estimuladas con LPS y tratadas con 10 pM
de AM630 y en las células estimuladas con Poly I:C y tratadas con 100 puM.

En las células en las que se trataron con el respectivo antagonista (AM251 o AM630)
antes de ser estimuladas con el agonista, se observa un menor bloqueo en los influjos,
pues en ambos casos (CB1 y CB2) hay aumento en las concentraciones de calcio
intracelular.

Discusioén

Este estudio demostro la expresion de ambos receptores cannabinoides en cultivo de
odontoblastos humanos. Un estudio previo realizado en un cultivo primario de
odontoblastos de pulpa dental humana reportd la presencia de receptores CB1
funcionales (19), pero no se encontré evidencia de la expresién de CB2. En el capitulo
3 con Sybr green se habia comprobado la sobreexpresién de ambos receptores en
condiciones de inflamacion. En este capitulo se corrobor6 en otro experimento
independiente con PCR multiplex utilizando sondas de hidrolisis; se encontr6 que las
células tratadas con estimulos inflamatorios (LPS y Poly I:C) cambian su patron de
expresion, aumentando en mas del triple de transcritos de CB1, mientras que para
CB2 se induce un aumento de hasta 11 veces mas respecto a las células no
estimuladas.

Previamente en el capitulo 3, por medio de inmunocitoquimica se habia comprobado
la presencia y ubicacion de los receptores cannabinoides en los cultivos de
odontoblastos en condiciones inflamatorias, donde se observa un evidente aumento
en la fluorescencia de ambos receptores, en especial de CB2 en las células tratadas
con Poly:C. En el presente trabajo se cuantificaron las proteinas de CB1y CB2 en las
mismas condiciones por medio de inmunofluorometria, y se encontro los estimulos
inflamatorios indujeron un aumento significativo de la intensidad de la sefial para CB2,
pero no para CB1.

Varios trabajos han demostrado que ambos receptores se sobre-expresan en
inflamacion patoldgica en distintos tejidos, en especial CB2 (20). Estos antecedentes
estan acordes con los hallazgos de este estudio, pues se comprobd por primera vez
gue ambos receptores se sobre regulan en condiciones inflamatorias en cultivo de
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odontoblastos humanos, debido a que se encontré un aumento tanto en los transcritos
como en la cantidad de proteinas.

Adicionalmente, por primera vez se comprobo6 y comparo la expresion de CB1 y CB2
en pulpas sanas e inflamadas. Encontramos que la cantidad de transcritos de CB1 y
CB2 en las pulpas inflamadas se incrementan entre 30 y 140 veces mas con respecto
a las pulpas sanas respectivamente, mostrando un efecto similar e incluso mayor que
en el cultivo de odontoblastos. Esto sucede porque en la pulpa hay presencia de otros
tipos celulares como terminaciones nerviosas, células endoteliales, fibroblastos que
hacen que la respuesta sea sumatoria y mas evidente. Aungque se observa una
dispersion muy grande en los datos, es de esperarse, ya que las muestras son muy
heterogéneas, y la condicion inflamatoria en cada paciente puede ser distinta. En este
caso vuelve a ser CB2 quien presenta una mayor cantidad de transcritos en
condiciones de inflamacion. Al igual que en las inmunofluorescencias e
inmunofluorometrias de los cultivos celulares, las inmunohistoquimicas de pulpas
inflamadas mostraron mayor intensidad de la fluorescencia que las pulpas sanas.
Sorprendentemente la sefial fluorescente para ambos receptores es mucho mas
fuerte en la zona que corresponde a la empalizada odontoblastica, poniendo en
evidencia que los receptores cannabinoides de los odontoblastos son predominantes
en el complejo dentino-pulpar y sugieren un papel preferente de estas células en la
respuesta ante agresiones a la pulpa dental a través de las respuestas mediadas por
ambos receptores cannabinoides.

Se conoce que en la microglia y los linfocitos T la expresion y activacion de IFN y GM-
CSF inducen la fosforilacion de STATG6, factor clave en la transcripcion de los
receptores cannabinoides (21,22); ademas se sabe que los odontoblastos también
expresan esas mismas citoquinas ante la agresion microbiana (23). La sobreexpresion
de CB1 y CB2 en odontoblastos estimulados con LPS y Poly I.C se puede explicar
porque estas células expresan receptores tipo Toll (TLRs) tipo 4y 9 (24,25), los cuales
son activados luego de los respectivos estimulos reclutando proteinas adaptadoras
que contienen dominios TIR, como MyD88 y TRIF, que prenden cascadas de
sefalizacion que activan NF-kxB, IRFs o MAP quinasas regulando la expresion de
citoquinas, quimioquinas e IFNs de tipo | que, en ultima instancia, favorecen la
respuesta antiinflamatoria que favorece el control de la infeccion microbiana (26,27).

Los TLR desempefian un papel crucial, pues permiten que se detecte sefales de
peligro para desencadenar respuestas inflamatorias. La activacion de diferentes tipos
de células a través de los TLR modifica la expresion de receptores cannabinoides y
los niveles de cannabinoides endogenos, los cuales inhiben la produccion de
citoquinas proinflamatorias a travées de estos receptores (28).

Los odontoblastos son células que se encuentran en la pulpa dental, se organizan en

empalizada con sus prolongaciones proyectadas hacia la dentina dentro de los tubulos
dentinales, es por esta razén que son las primeras células en responder a los
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diferentes estimulos fisicos, quimicos y mecénicos a los que se enfrentan los dientes.
Por estas razones, un cultivo de odontoblastos humanos diferenciados a partir de
células madre de pulpa dental fue utilizado en este caso como modelo de estudio para
evaluar la expresion y funcidn de los receptores cannabinoides.

Estudios previos, han demostrado que estas células son capaces de generar
potenciales de accion, pues expresan canales de sodio dependientes de voltaje
confiriéendoles propiedades de excitabilidad (29). También se reporté que expresan
canales mecanorreceptores como TRP (7), o que sugiere que podrian funcionar como
células mecanosensoriales. En odontoblastos, también se ha evidenciado la
presencia y actividad de otros canales de sodio y calcio como ENaC, ASIC, PIEZO 2,
Ca2+ tipo L (30); raz6n por la que se sugiere que estas células tienen un importante
papel en la fisiopatologia de nocicepcion dental.

Varias teorias explican la estrecha relacion que existe entre los odontoblastos y las
terminaciones nerviosas de la pulpa. Se conoce que estas células producen y liberan
mediadores como o6xido nitrico, glutamato y en especial purinas y pirimidinas
bioactivas las cuales median respuestas celulares a través de los respectivos
receptores (31). Se ha encontrado que tanto los odontoblastos como las
terminaciones nerviosas de la pulpa expresan receptores purinérgicos de la familia
P2X y P2Y lo que sugiere que el ATP liberado por odontoblastos después de un
estimulo podria regular la entrada de calcio a los odontoblastos y favorecer su
despolarizacion (32-34).

Por otro lado, la pulpa dental es un tejido altamente inervado, especialmente por fibras
Ad mielinicas (conduccion rapida) y fibras C amielinicas con transmision mas lenta
(35). La estimulacion de estas fibras por estimulos nocivos genera inflamacion
neurogénica (36), debido a la liberacién de ATP y neuropéptidos como sustancia P
(SP), péptido relacionado con la calcitonina (CGRP), neuroquinina A (NKA),
neuropéptido Y (NPY) entre otros, que producen aumento en la permeabilidad
vascular, vasodilatacion y migracion leucocitaria, eventos inflamatorios que potencian
las sensaciones de dolor (27). La SP tiene un papel importante en este fendbmeno,
pues se ha encontrado que en odontoblastos y en la pulpa dental inflamada se sobre-
expresan los receptores para este neuropéptido (NK1) (37). Esto es relevante, pues
se ha evidenciado que al estimular con agonistas a CB1, se reduce la liberacién SP y
la activacion de los NK1 (38), lo que explica el efecto antiinflamatorio y antinociceptivo
de agonistas cannabinoides aplicados localmente en pulpa dental. Observaciones
recientes proporcionan nueva informacion sobre los mecanismos por los que la
administracion periférica de cannabinoides produce efectos antinociceptivos y
antihiperalgésicos, por ejemplo, inhibiendo la actividad y sensibilizacion de TRPV1
mediada por una via PKA (Proteina quinasa A) en neuronas aferentes primarias por
medio de la activacion del CB1 (39).
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Existe evidencia de una comunicacién entre terminaciones nerviosas y células
inmunes a través de la produccion de endocannabinoides, los cuales activan ambos
receptores (40). Dado que en condiciones patologicas se aumenta la sintesis de
endocannabinoides (41), se podria explicar la comunicacion de los odontoblastos y
las terminaciones nerviosas también por este mecanismo, ya que se comprobd en
este trabajo que en odontoblastos y pulpa dental se expresan receptores
cannabinoides y anteriormente también se habia demostrado su presencia en las
terminaciones nerviosas de pulpa dental humana (42).

En este trabajo también se evalué el perfil farmacolégico de los receptores
cannabinoides con el indicador Fluo-4 AM el cual es una molécula que, al unirse al
calcio fluoresce y permite determinar la cantidad del ién en el citoplasma celular. Este
calcio se constituye en un importante segundo mensajero en las cascadas de
sefalizacion intracelular de los receptores CB1 y CB2 (8).

La estimulacién con los agonistas de CB1 y CB2 (ACEA y HU 308 respectivamente)
en las células estimuladas con LPS o Poly I:C (contexto inflamatorio) indujo una
reduccién de las concentraciones de calcio, como era de esperarse. Esto se explica
porque la activacién de los receptores induce el bloqueo de los canales de calcio (40).
Por el contrario, y como se esperaba, los antagonistas de CB1 y CB2 (AM251 y
AM630) aumentaron los influjos de calcio, siendo este efecto mas evidente para CB2.
Este hallazgo es consistente con el efecto de estos antagonistas que bloquean la
sefal de inhibicién de los canales de calcio y ademas activan los TRPA1 haciendo
gue aumenten las concentraciones de calcio (43).

Cuando el receptor cannabinoide se activa por un agonista, como ACEA o HU 308,
Su respuesta esta asociada a la activacion de varias cascadas MAPK dependientes
de Gy, y la inhibicién dependiente de Gai/o de la actividad de la adenil ciclasa, que
a su vez , da lugar a la inhibicién de los canales de potasio de tipo A (K + A) y de los
canales de Canales de Ca2+ (tipo L, N-, P-/Q- y dependientes de voltaje) y aumenta
la apertura de canales de potasio de rectificacién interna (Kir) haciendo que los
odontoblastos se hiperpolaricen (40). Por otra parte, se conoce que los complejos GBy
se acoplan y activan los canales de K+, permitiendo la salida de este ion
contribuyendo a la hiperpolarizacion.

Ha sido descrito que, ambos receptores cannabinoides pueden estar también
acoplados a proteina Gs y asi, al activarse, estimulan la adenil ciclasa que, a su vez,
estimulara la formaciéon de AMPc, el cual, como un segundo mensajero activa la
proteina quinasa A (PKA), haciendo que se inhiban los canales de calcio (44),
explicando de esta manera el efecto antinociceptivo de los agonistas cannabinoides
en la pulpa dental.

Cuando se realizé bloqueo con los antagonistas y luego estimulacion con agonistas,
se observé una regulacion fisiolégica, pero no en la misma proporcion que con las
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moléculas administradas individualmente. Esto demuestra que los odontoblastos
expresan receptores cannabinoides funcionales, adicionalmente se observé una
modulacion més evidente en las células en contexto inflamatorio, lo que es acorde
con la sobreexpresion de los receptores en estas condiciones demostrada con las
pruebas de RT-gPCR y las inmunofluorescencias tanto en odontoblastos como en la
pulpa dental, mostrando que en los odontoblastos de la pulpa y en cultivo existe una
regulacion en la expresion de los receptores en condiciones de inflamacion.

Conclusiones

Se demostr6 que los odontoblastos humanos en cultivo expresan receptores
cannabinoides CB1 y CB2 funcionales y ambos receptores (especialmente CB2) se
sobre-expresan en condiciones inflamatorias. Estos receptores también estan
presentes en el tejido de la pulpa dental humana. Por otro lado, se demostré que los
agonistas y antagonistas especificos generaron regulacion en los influjos de calcio,
demostrando que son receptores con actividad biologica.

Estos resultados sugieren la importancia de la expresion de estos receptores en los
procesos fisiol6gicos y patolégicos en la pulpa dental; abriendo nuevas perspectivas
para buscar alternativas para tratamientos mas efectivos contra el dolor y la
inflamacion dental usando agonistas de CB1 y CB2.
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CONCLUSIONES GENERALES Y RECOMENDACIONES

Se puede concluir que CB1 y CB2 pueden tener un papel importante en el control y
regulacion del dolor y la inflamacion y que la unién de moléculas a los receptores
permite activar multiples vias de sefializacién que controlan la entrada y salida de
iones intracelulares. La respuesta diferencial que puede obtenerse depende tanto del
agonista o antagonista, como del tipo de célula y el contexto biol6gico.

Adicionalmente se encontraron los genes de referencia mas adecuados para realizar
la cuantificacion relativa de experimentos de RT gPCR en cultivo de odontoblastos
humanos en condiciones inflamatorias. Esta validaciéon permite elegir los genes de
referencia 6ptimos para la evaluacion de niveles de expresion de diferentes genes
diana en este cultivo, asi que se recomienda normalizar con los genes que obtuvieron
los mejores resultados y que presenten niveles de expresion similares a los transcritos
a evaluar.

Por otro lado, se logré estandarizar un modelo celular en condiciones de inflamacién
en odontoblastos y fibroblastos gingivales donde se demostr6 la sobreexpresion de
CB1y CB2, pues se encontré que aumentaban los transcritos y las proteinas respecto
a las células no estimuladas, demostrando que en estas condiciones hay regulacion
en la expresion de ambos receptores, en especial de CB2. Ademas, la estimulacion
con cannabidiol aumenté las concentraciones de calcio intracelular comprobando que
son receptores funcionales en ambos cultivos celulares.

Finalmente, la cuantificacién de los receptores CB1 y CB2 permitié corroborar su
sobreexpresion y actividad biol6gica en condiciones de inflamaciéon en cultivo de
odontoblastos humanos. Adicionalmente, por primera vez se evidencid la
sobreexpresion de ambos receptores en pulpas inflamadas. Encontrar ambos
receptores funcionales expresados en este tejido abre las puertas a considerarlos
blancos farmacolégicos en el control de la sensibilidad, el dolor y la inflamacion dental.

Para hacer eso posible, se recomienda realizar pruebas electrofisioldgicas, como
patch clamp para obtener resultados de los cambios de las diferentes concentraciones
i0nicas intracelulares. Es necesario evaluar el efecto de los agonistas utilizados y del
cannabis de espectro completo en el cultivo de odontoblastos, evaluando si se reduce
la inflamacion. Ademas, es importante corroborar y conocer las cascadas de
sefalizacion y los mediadores implicados al activar los receptores con cada una de
las moléculas estudiadas. Se requieren estudios in vivo para evaluar el efecto
antiinflamatorio y antinociceptivo de los cannabinoides en pulpa dental.
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ASPECTOS ETICOS

Teniendo en cuenta que la presente investigacion es un estudio en ciencias
biomédicas y al tratarse de un estudio in vitro, en el que se utilizaron pulpas dentales
humanas, la propuesta acoge la declaracion de Helsinki de 2013, por lo que se
obtendra un consentimiento informado de los voluntarios donantes previa explicacion
del procedimiento y tratamiento de tejidos. El proyecto recibié aprobacion del comité
de ética de la Facultad de Odontologia. (Anexo 1, 2y 3).

Segun la resolucién 8430 de 1993 del ministerio de salud la clasificacion de nuestro
estudio es: Riesgo menor que el minimo. Adicionalmente manifestamos que nos
recogemos en las normas de buenas practicas de laboratorio de la OMS. Finalmente
nos comprometemos a mantener los criterios de integridad cientifica, a la adecuada
utilizacion de métodos de investigacion, a la transparencia y veracidad de nuestros
procesos y recoleccién de datos, recogiéndonos en la declaracién de Singapur de
2010.
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PRODUCTOS

Presentacion Oral: VII Congreso de la Regién Latinoamericana de la IADR, LIV
Reunion Cientifica Anual Sociedad Argentina de Investigacion Odontoldgica,
10,11,12,13 de noviembre de 2021. Titulo de la ponencia: Transcripcién de
receptores cannabinoides: validacion de genes de referencia para gPCR en cultivo
de odontoblastos humanos. (Anexo 4)

Presentacion Oral: XXXI Encuentro Nacional de Investigacion Odontoldgica,
Asociacion Colombiana de Facultades de Odontologia, noviembre 3- 5 de 2021.
Titulo: Deteccion de mensajeros de receptores cannabinoides en odontoblastos y
fibroblastos gingivales y evaluacion de actividad. (Anexo 5)

Sometimiento resumen: 2022 IADR/APR General Session & Exhibition. Titulo de
resumen aceptado: Cannabinoid receptors expression and activity in odontoblast-
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like-cells and gingival fibroblasts. (Anexo 6)

Sometimiento resumen: 2022 IADR/APR General Session & Exhibition. Titulo de
resumen aceptado: Reference genes validation in human-odontoblast-culture for
cannabinoid receptors transcripts quantitation. (Anexo 7)

Sometimiento articulo en revista indexada: Titulo: Cultured human odontoblast
and gingival fibroblasts express both functional cannabinoid receptors. Revista: Acta
Odontolégica Latinoamericana (Anexo 8). Se recibié la evaluacion por el revisor
(anexo 8.1), se realizaron las respectivas correcciones y el 21/05/2022 se envié la
nueva version del manuscrito a los editores.

Sometimiento articulo en revista indexada: Titulo: Reference genes validation
for the relative quantification of cannabinoid receptors expression by gPCR in human
odontoblasts. Revista: Archives of Oral Biology (Anexo 9)
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ANEXOS

Anexo 1. Aval de ética

e .
INOS Bicentenario

(nuvhwibyumhh UNIVERSIDAD
Facaltad de Odentilopie NACIONAL
Sede Bogatd DE COLOMBIA
Bogotd D.C., 19 de febrero del 2021, [B.CIEFO-008-2021]

Doctor

CAMILO ALEJANDRO GUERRERO GUTIERREZ
Director Area Curricular

Facultad de Odontologia - Sede Bogotd,

Universidad Nacional de Colombia
Ciludad

Asunto: Concepto Comité de Etica en Investigacion.

Respetado Profesor:

Cordialmente le informo que el Comité de Etica en Investigacién de la Facultad, en su se-
sién del dia 15 de febrero, Acta 02-21, luego de revisar el trabajo titulado: "EVALUACION
DE LA PRESENCIA Y ACTIVIDAD DE RECEPTORES CANNABINOIDES EN PULPA DENTAL
Y ODONTOBLASTOS HUMANOS.", presentado por la estudiante de la Maestria en Odon-
tologfa, LAURA MARCELA NAVARRO SAIZ, dirigido por el Doctor JAIME EDUARDO CAS-
TELLANOS PARRA y codirigido por la profesora LILIA JADITH BERNAL CEPEDA, emiti6 el
concepto de AVALADO, dado que este Gltimo cumple con todos los requerimientos éticos
y metodoldgicos.

Con un cordial saludo,

CATALINA MARIA AREVALO CARO
Directora Centro de Investigacién y Extension
cmarevaloc@unal.edu.co

Copix JAIME EDUARDO CASTELLANOS PARRA. Director del peoyecto - Sede Bogord
LILIA JADITH BERNAL CEPEDA Codirecton del proyects - Sede Bogoed
LAURA MARC ELA NAVARRO SAIZ. Estudiante
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Anexo 2. Formato de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION Y RECOLECCION DE
PULPAS Y DIENTES HUMANOS PARA EL ESTUDIO TITULADO “Evaluacion de
la presenciay actividad de receptores cannabinoides en pulpa dental y
odontoblastos humanos ”

(Otorgado en cumplimiento de la ley 35 de 1989)

CIUDAD: FECHA: Dia: Mes: ARo:
NOMBRE DEL
PACIENTE
IDENTIFICACION EDAD SEXO
Diente(s)

Yo,

identificado como aparece al pie de mi firma, en calidad de paciente(___) o
acudiente (__ ) de

en su condicion de menor de edad (__ ), analfabeta(__ ), discapacitado(__);
por medio del presente documento, y en pleno uso de mis facultades mentales,
otorgo en forma libre mi consentimiento a la estudiante de Maestria LAURA
MARCELA NAVARRO SAIZ, bajo la direccion del profesor JAIME EDUARDO
CASTELLANOS PARRA y co-direccion de la profesora LILIA JADITH BERNAL
CEPEDA, para que haga uso de el(los) diente(s) que me seran extraidos por
extraccion indicada para recolectar pulpa dental o para obtener cortes
histolégicos con fines académicos.

Autorizo con la condicidon que no se mencione mi nombre, que los resultados
del estudio puedan ser utilizados con fines de ensefanza, investigacion y
divulgacion cientifica. Certifico que se me ha informado que la participaciéon en
este estudio es voluntaria, respetandose la voluntad de aceptacion a rehusar la
donacion de mis dientes sin que esto afecte la calidad en la atencion que se me
esta prestando en el momento.

Certifico que se me ha explicado que no estaré expuesto a ningun riesgo en el
proceso de recoleccion de la muestra, aparte de lo inherente a la cirugia que no
hace parte de la investigacién y sera aclarado por el profesional respectivo.
Doy fe de que se me ha explicado claramente que no recibiré ningun beneficio
econdémico derivado de mi participaciéon, sin embargo, se me explicd que es
probable que mi participacion ayude a encontrar unarespuesta ala pregunta de
investigacion, siendo esto un beneficio para la sociedad.
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El presente documento ha sido leido, entendido por mi en su totalidad y se ha
resuelto cualquier inquietud que yo presente respecto a este documento, por lo
tanto acepto voluntariamente participar y confirmo mi donacioén voluntaria.

Firma de Paciente o Acudiente
Nombre:
Cédula:

Como testigo certifico que se hizo la lectura exacta del documento de
consentimiento para el potencial participante y el individuo ha tenido la
oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el individuo ha dado
consentimiento libremente.

Firma de Testigo
Nombre:
Cédula:

Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de
Consentimiento Informado.

Firma de Investigador Principal
LAURA MARCELA NAVARRO SAIzZ
C.C. 1,054.092.120
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INFORMACION DEL GRUPO DE INVESTIGACION

INVESTIGADOR LAURA MARCELA NAVARRO SAIZ
PRINCIPAL Odontdéloga

Estudiante de Maestria en Odontologia

Correo electronico:

Imnavarros@unal.edu.co

Teléfono: 3133653163

DIRECTOR Dr. JAIME EDUARDO CASTELLANOS
PARRA

PhD, Profesor Titular Catedraticol
Correo electrénico:
jecastellanosp@unal.edu.co

CODIRECTOR Dra. LILIA JADITH BERNAL CEPEDA

Doctorado en Ciencias Farmacoldgicas
Correo electronico:
lijbernalc@unal.edu.co

Anexo 3. Folleto informativo

Universidad Nacional de Colombia

. H I
.Muchas gracias: Maestria en Odontologia

Por colaborar en nuestro proyecto Provects de lwestigadén
= = S “Evaluacion de la presencia y actividad de receptores
d el nvestlg acion cannabinoides en pulpa dental y odontoblastos humanos”

Si tiene alguna duda sobre el manejo de las muestras o
sobre el proyecto de investigacion, Ud. puede contactar a:

Laura Marcela Navarro Saiz
Teléfono: 3133653163

Los resultados obtenidos pueden Imnavarros@unal.edu.co

en un futuro beneficiara la
’ Im‘ Laura Marcela Navarro Saiz

comunidad para mejorar la salud oral
INVESTIGACIONES BASICAS V. Jaime Eduardo Castellanos Parra

APLICADAS EN SPONTOLO®IA
- Lilia Jadith Bernal Cepeda

Bogota 2020
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Procedimiento:

1. Se realizara la extraccion
del diente
48 "els:"::“" : U OBJETIVO DEL ESTUDIO
al3aBpratoo Evaluar la presencia y actividad
3. Se sometera a diferentes de receptores cannabinoides
sustancias para prepararlo para en pulpas dentales y células
el proceso de corte similares a odontoblastos humanos.
4, Se realizara el corte en laminas
muy delgadas

' Im‘ Laura Marcela Navarro Saiz

INVESTIOACIONES BASICAS Y Jaime Eduardo Castellanos Parra

5. Se realizaran las tinciones

pertinentes gy "/’.""‘““ Lilia Jadith Bernal Cepeda
LSS Bogota 2020
Anexo 4. Certificado ponencia LAR
P—————————

SAO

SOCIEDAD ARGENTINA
DE INVESTIGACION QDONTOLOGICA

Deisian Armantng o 13 Fiamaronas
Asssciation far Denta’ Resaarch

La Region Latinoamericana de la IADR y la Sociedad Argentina de
Investigacion Odontoldgica dejan constancia que

LAURA NAVARRO SAIZ

ha participado en calidad de PRESENTADOR del trabajo

TRANSCRIPCION DE RECEPTORES CANABINOIDES: VALIDACION DE GENES DE REFERE
*f_?\ AR MNCIA PARA QPCR EN CULTIVO DE ODONTOBLASTOS HUMANOS,

Cuyos autores son

ela | LV REUNlON MAVARRO SAIZ LM, BERNAL CEPEDA LJ, CASTELLANOS JE

dela IA[l)Ii AMUAL SAIO

118 13 NOV 2021 / Buenos Ares / ARGENTINA en el VIl Congreso de la Regidn Latinoamericana de la IADR y la LIV
Reunion Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion
Odontologica, de manera virtual, los dias 10, 11, 12 y 13 de noviembre de

2021.
5 :
YL
b= "IE:“M‘E
| W N f;
|5 {}L"I g e a
_— Gt LAY
Analia Gamola Galoriel Sanchar Maria del Gamen Lapez Jordi
Presideriie Pragidents Presidents
Comisiin Orgarizadara SAKD LaR

International Associalion

WWW.saio.org.ar for Dentel Research
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Anexo 5. Certificado ponencia ACFO

% JAVERIANA
Bogoes

R TR

CERTIFICA QUE
Navarro Saiz Laura Marcela, Bernal Cepeda Lilia Jadith,
Castellanos Parra Jaime Eduardo.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA - BOGOTA
Participé como Ponente con el trabajo

DETECCION DE MENSAJEROS DE RECEPTORES CANNABINOIDES EN
ODONTOBLASTOS Y FIBROBLASTOS GINGIVALES Y EVALUACION DE
ACTIVIDAD

XXXI ENCUENTRO NACIONAL DE INVESTIGACION ODONTOLOGICA

:_’,{‘,/,,.] 1 a0 | .\“_—‘J, Jea Lo Critor A

Anexo 6. Carta aceptacion ponencia IADR
Wednesday, 16-Mar-2022

Laura Marcela Navarro Saiz
Bogota, Colombia

Abstract Control ID#: 3711970
Abstract Title: Cannabinoid receptors expression and activity in odontoblast-
like-cells and gingival fibroblasts

Dear Laura Marcela Navarro Saiz,

It is a pleasure to inform you that your abstract has been ACCEPTED for virtual
INTERACTIVE TALK presentation at the 2022 IADR/APR General Session &
Exhibition. The 2022 IADR/APR General Session & Exhibition is a 100% virtual
experience.

Please note that some colleagues have provided an alternate email address for
notification, so if this letter is addressed to a colleague, please forward it to
his/her attention. Email notifications are sent only to the address provided for
the presenter when the abstract was submitted; it is the presenter's
responsibility to notify co-authors.
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DO NOT lose this notification. The mode of your presentation has been
assigned by the IADR Scientific Group Program Chair and must be followed as
we are unable to change it at this date. Assignments were based on authors'
requests as much as possible. Final presentation numbers are assigned after
the presenter pre-registration deadline of April 18, 2022.

All session times are in China Standard Time (UTC +8).

PRESENTATION INFORMATION

Presentation Mode: Interactive Talk Session

Presentation Date: June 23, 2022

Session Title: Pulp Biology & Regeneration Research

Live Session Time: 8:00 PM - 9:30 PM China Standard Time (UTC +8)

Live Presentation Duration: 6 minutes, 1 minute for question, 1 minute for
transition (total of 8 minutes)

PRE-REGISTRATION REQUIREMENT

All presenters must pre-register and pay the applicable fee by the April 18,
2022

presenter pre-registration deadline. If you do not pre-register, you will NOT be
allowed to present at the meeting and your abstract will be withdrawn from the
online scientific program and will not be citable as appearing in the special
edition of the Journal of Dental Research.

Approximately one week after the presenter registration deadline, a notification
confirming your participation with your final presentation number and live
presentation time will be sent. The notices will be sent to all registered
presenters at once after the pre-registration deadline. Notifications are not sent
out after individual registration.

MEETING REGISTRATION

Register for the meeting here: https://www.iadr.org/events/iags/2022-iadrapr-
general-session-registration.

Note to Members: To register as a member, you must have activated or
renewed your 2022 membership by the time you register. To renew your
membership online, click here, https://www.iadr.org/membership/member-
benefits, to log in and complete your membership renewal before proceeding
to complete your meeting registration for the 2022 IADR/APR General Session.

Presenters will need the Abstract Control ID# to register for the meeting:
3711970

PRESENTER INFORMATION
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https://www.iadr.org/events/iags/2022-iadrapr-general-session-registration
https://www.iadr.org/events/iags/2022-iadrapr-general-session-registration
https://www.iadr.org/membership/member-benefits
https://www.iadr.org/membership/member-benefits

Click here to view Interactive Talk presenter information and
requirements:https://www.iadr.org/events/iags/interactive-talk-presentations-
frequently-asked-questions

Included in this information is the Abstract Withdraw/Presenter Change
Request form (_https://lwww.iadr.orq/2022IAGS/abstractwithdraw-refund). If you
need to request a presenter change or withdraw your abstract, you are
required to complete this form as soon as possible. If you make a presenter
change request, please note that individuals may present only one abstract
(excluding Symposia and Keynote Speakers) and the replacement must be a
co-author. To avoid delays, please make your request well in advance of the
presenter pre-registration deadline.

PRESENTATION DISPLAY

Your title will be included in the program as submitted: Cannabinoid receptors
expression and activity in odontoblast-like-cells and gingival fibroblasts

If you would like to edit your presentation title (not to exceed 10 words), please
send an email to meetings@iadr.org by no later than April 18, 2022.

Share on social media that you have been accepted to be a presenter at the
2022 IADR/APR General Session & Exhibition.

MEETING INFORMATION

To find other important meeting information including the FAQs for the virtual
meeting, preliminary schedule of events, new initiatives, featured
presentations, etc., please visit https://www.iadr.org/2022iags.

Thank you for submitting your abstract. We look forward to your presentation
at the 2022 IADR/APR General Session & Exhibition. We have scheduled a full
conference and we hope you are able to experience the whole of the meeting.
Please visit https://www.iadr.org/2022iags for more details. If you have any
guestions, please send a message to meetings@iadr.org.

Sincerely,

David Bartlett

Annual Session Committee, Chair

Anexo 7. Carta de aceptacion ponencia IADR
Wednesday, 16-Mar-2022

Prof. Jaime Castellanos
Bogota, Colombia

Abstract Control ID#; 3712469

Abstract Title: Reference genes validation in human-odontoblast-culture for
cannabinoid receptors transcripts quantitation
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https://www.iadr.org/events/iags/interactive-talk-presentations-frequently-asked-questions
https://www.iadr.org/events/iags/interactive-talk-presentations-frequently-asked-questions
https://www.iadr.org/2022IAGS/abstractwithdraw-refund
https://www.iadr.org/events/iags/iadr2022-promotional-toolkit-0
https://www.iadr.org/2022iags
https://www.iadr.org/2022iags

Dear Prof. Jaime Castellanos,

It is a pleasure to inform you that your abstract has been ACCEPTED for virtual
INTERACTIVE TALK presentation at the 2022 IADR/APR General Session &
Exhibition. The 2022 IADR/APR General Session & Exhibition is a 100% virtual
experience.

Please note that some colleagues have provided an alternate email address for
notification, so if this letter is addressed to a colleague, please forward it to
his/her attention. Email notifications are sent only to the address provided for
the presenter when the abstract was submitted; it is the presenter's
responsibility to notify co-authors.

DO NOT lose this notification. The mode of your presentation has been
assigned by the IADR Scientific Group Program Chair and must be followed as
we are unable to change it at this date. Assignments were based on authors'
requests as much as possible. Final presentation numbers are assigned after
the presenter pre-registration deadline of April 18, 2022.

All session times are in China Standard Time (UTC +8).

PRESENTATION INFORMATION

Presentation Mode: Interactive Talk Session

Presentation Date: June 23, 2022

Session Title: Pulp Biology & Regeneration Research

Live Session Time: 8:00 PM - 9:30 PM China Standard Time (UTC +8)

Live Presentation Duration: 6 minutes, 1 minute for question, 1 minute for
transition (total of 8 minutes)

PRE-REGISTRATION REQUIREMENT

All presenters must pre-register and pay the applicable fee by the April 18,
2022

presenter pre-registration deadline. If you do not pre-register, you will NOT be
allowed to present at the meeting and your abstract will be withdrawn from the
online scientific program and will not be citable as appearing in the special
edition of the Journal of Dental Research.

Approximately one week after the presenter registration deadline, a notification
confirming your participation with your final presentation number and live
presentation time will be sent. The notices will be sent to all registered
presenters at once after the pre-registration deadline. Notifications are not sent
out after individual registration.

MEETING REGISTRATION

Register for the meeting here: https://www.iadr.org/events/iags/2022-iadrapr-
general-session-registration.

31


https://www.iadr.org/events/iags/2022-iadrapr-general-session-registration
https://www.iadr.org/events/iags/2022-iadrapr-general-session-registration
https://www.iadr.org/events/iags/2022-iadrapr-general-session-registration
https://www.iadr.org/events/iags/2022-iadrapr-general-session-registration

Note to Members: To register as a member, you must have activated or
renewed your 2022 membership by the time you register. To renew your
membership online, click here, https://www.iadr.org/membership/member-
benefits, to log in and complete your membership renewal before proceeding
to complete your meeting registration for the 2022 IADR/APR General Session.

Presenters will need the Abstract Control ID# to register for the meeting:
3712469

PRESENTER INFORMATION

Click here to view Interactive Talk presenter information and
requirements:https://www.iadr.org/events/iags/interactive-talk-presentations-
frequently-asked-questions

Included in this information is the Abstract Withdraw/Presenter Change
Request form (_https://lwww.iadr.orq/2022IAGS/abstractwithdraw-refund). If you
need to request a presenter change or withdraw your abstract, you are
required to complete this form as soon as possible. If you make a presenter
change request, please note that individuals may present only one abstract
(excluding Symposia and Keynote Speakers) and the replacement must be a
co-author. To avoid delays, please make your request well in advance of the
presenter pre-registration deadline.

PRESENTATION DISPLAY

Your title will be included in the program as submitted: Reference genes
validation in human-odontoblast-culture for cannabinoid receptors transcripts
guantitation

If you would like to edit your presentation title (not to exceed 10 words), please
send an email to meetings@iadr.org by no later than April 18, 2022.

Share on social media that you have been accepted to be a presenter at the
2022 IADR/APR General Session & Exhibition.

MEETING INFORMATION

To find other important meeting information including the FAQs for the virtual
meeting, preliminary schedule of events, new initiatives, featured
presentations, etc., please visit https://www.iadr.org/2022iags.

Thank you for submitting your abstract. We look forward to your presentation
at the 2022 IADR/APR General Session & Exhibition. We have scheduled a full
conference and we hope you are able to experience the whole of the meeting.
Please visit https://www.iadr.org/2022iags for more details. If you have any
questions, please send a message to meetings@iadr.org.

Sincerely,
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https://www.iadr.org/membership/member-benefits
https://www.iadr.org/membership/member-benefits
https://www.iadr.org/membership/member-benefits
https://www.iadr.org/membership/member-benefits
https://www.iadr.org/events/iags/interactive-talk-presentations-frequently-asked-questions
https://www.iadr.org/events/iags/interactive-talk-presentations-frequently-asked-questions
https://www.iadr.org/events/iags/interactive-talk-presentations-frequently-asked-questions
https://www.iadr.org/events/iags/interactive-talk-presentations-frequently-asked-questions
https://www.iadr.org/2022IAGS/abstractwithdraw-refund
https://www.iadr.org/2022IAGS/abstractwithdraw-refund
https://www.iadr.org/2022IAGS/abstractwithdraw-refund
https://www.iadr.org/events/iags/iadr2022-promotional-toolkit-0
https://www.iadr.org/2022iags
https://www.iadr.org/2022iags
https://www.iadr.org/2022iags
https://www.iadr.org/2022iags
https://www.iadr.org/2022iags
https://www.iadr.org/2022iags

David Bartlett
Annual Session Committee, Chair
Anexo 8. Sometimiento articulo a Acta Odontol6gica Latinoamericana

T1040 (Extemnal Inbox x & 2
Acta Odontologica Latinecamericana Aol Sat, Mar 19,7.01 PM (4 days ago) vy 4
tome ~

#n Spanish ~ » English ~ Translate message Tumn off for: Spanish x

Estimada Dra. Navarro-Saiz:

Hemos recibido correctamente su manuscrito de codigo provisorio P67 1. Despues de su adecuacion a las normas de la revisia, se le
ha dado entrada en AOL con el cédigo T1040. Le solicitamos que mencione este Ultimo cédigo en el Subjet de toda la
correspondencia relacionada con el mismo. Comenzamaos ahora el proceso de revision y la mantendremos informada

Muchas gracias por su colaboracion a AOL

Cordialmente,

Maria E. ltoiz y Ricardo L. Macchi
Editores AOL

Anexo 8.1

Acta Odontolégica Latinoamericana Aol @& Tue, May17,8:20 AM (7 days ago) ¢ &
to me, Acta

Hp Spanish + > English ~ Translate message Tumn off for: Spanish x

Estimada Dra. Laura Navarro

En archivo adjunto se envia el informe del referato de su trabajo T 1040. En base a €l, su trabajo sera considerado nuevamente para su
publicacion en AOL si Ud. realiza las correcciones sugeridas por el revisor. Al enviar una nueva version por favor indique los cambios en el
manuscrito usando "control de cambios” o bien resaltandolos. Por otro lado, responda los comentarios del revisor punto por punto.

Antes del nuevo envio, por favor controle el manuscrito con la check list que figura en las Instrucciones para autores en nuestra pagina web.
Las faltas de adecuacion a esas normas dan lugar a muchas demoras en el procesamiento de los trabajos.

Esperando una nueva version de su manuscrito, la saluda muy cordialmente

Patricia Mandalunis
AOL

Anexo 9. Sometimiento articulo Journal of Oral Biology and Craneofacial
Research

Journal of Oral Biology and Craniofacial Research <em@editorialmanager com= lun, 23 may, 7:07 (hace 1 dia) ¥y € H
parami «
¥ inglés v > espafiol ¥  Traducir mensaje Desactivar para: inglés x

*This is an autemated message. ™

Manuscript Number: JOBCR-D-22-00191
Reference gene validation for the relative quantification of cannabinoid receptor expression in human odonteblasts via quantitative polymerase chain reaction

Dear Professor Castellanos Parra,
Your above referenced submission has been assigned a manuscript number: JOBCR-D-22-00191

To track the status of your manuscript, please log in as an author at https://www.editorialmanager.com/jober/, and navigate to the "Submissions Being Processed”
folder.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,
Journal of Oral Biclogy and Craniofacial Research
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