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INTRODUCCTION



Recientemente se han realizado importantes avan

ces en el conocimiento de la naturaleza y de la.estructura
7. . . .

quimica de los compuestos cannabinoides, aunque gqueda mu-

cho por conocer de los aspectos farmacoldgicos y fisiopa-

toldgicos,

Hoy se considera que tanto el consumo del canna
bis como el del alcohol, son las toxicofilias mds impor--
tantes de nuestro tiempo, aumentando el nimero de consumi .
dores de cannabis quizas debido al bajo coste de la plan-

ta en relacidén con otras drogas.

Hay que resaltar que ¢ término Cannabis,escrito
con mayusculas y subrayado, se aplica a la planta, mien--
tras que cannabis con mindsculas alude a la resina y sus/

productos activos en general.

Los compuestos canndbicos, presentes en la resi

na de la planta Cannabis sativa, no son todos psicoacti--

vos y, entre éstos, existen grandes diferencias farmacodi
nédmicas tanto cualitativas como cuantitativas. Este hecho
junto a la posible influencia de los cannabinoides biold-
gicamente activos, hace que la farmacologia de estas sus-
tancias y que los datos que existen son frecuentemente --
contradictorios, ya ¢ = unos autores encuentran que los =~
cannabinoides inhiben determinadas actividades metab$li--
cas (Ortega, 1.974; Laurent, 1 974; Chari-Bitron, 1.976),
mientras que otros las estimén activadas (Poddar y Ghosh,
1.972; Ghosh y col. 1.977).

El objetivo de este trabajo es estudiar el efec
to del cannabis sobre los mecanismos responsables del me-
tabolismo de las drogas en el higado,‘Pretendemos>aclarar
si los cannabinoides son inductoreslﬁ}iuhibiﬁores enzimd-

ticos.

Para ello hemos estudiado aqui las actividades/



de las oxidasas microsdémicas totales, medidas como consu-
mo de TPNH, y 1la de la aril-hidrocarburo-hidroxilasa(AHH),
en la fraccidn post—mitocondrial de extractos hepdticos -
de ratas sometidas a tratamientos agudos y crénicos de -~

distinta intensidad y duracidn con extracto de cannabis.

Paralélamente se estudiaron grupos control de -

animales que no recibieron tratamiento alguno.
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BOTANICA

El género Cannabis estd constituido por una uni

ca especie, Cannabis sativa L; es una planta pertenecien-

te a la clase de las Dicotileddneas, orden Urticales y la

I~milia Cannabinaceae (Straburger y col, 1.968).

Es una planta herbdcea anual que si la tierra y
el agua le son pr0p1c1as puede levantar su tallo hasta 3/
m de altura; es simple si vive en masas y ramificada si =
lo hace en sclitario, Las hojas son opuestas, pecioladas,
de nervaduras palmeadas y divididas en 5, 7 6 9 foliolos,
con bordes aserrados y cubiertas de unos pelo. caracterig
ticos, unos cistoliticos, otros unicelulares y otros plu-
ricelulares secretores de resinas ricas en principios ac-
tivos; son dsperas al tacto’y de color verde oscuro (Pelt
1.971).

La planta es didica: el pie masculino que es de
menor tamafio que el pie femenino y méds delgado se seca y/
marchita después de la floracidn, fragilidad que dio lu--
gar a que le asignara en un tiempo la calidad femenina, -
confusidén que encontramos en Lemeny (Traité Universal des
Drogues Simples, 1,733) y otros autores. Las flores mascu
linas estdn agrupadas en paniculos y son de menor tamafio/

que las femeninas de color amarill verdoso,

El fruto es un aquenio, la semills. el cafiamdn,

es rica en aceites,

En el pie femenino las inflorescencias forman -
racimos muy contraidos, de cimas interpuestas con brécteas
foliéceas, dandole al p1e apar1enc1a mnuy compacta. Los pe

los glandulares muy abundantes en el extremo floral en --




floracidn segregan la resina rica en principios psicoacti

vos y tdéxicos (Verdejo, 1.973).

Es originaria del centro de Asia y cultivada en
Extremo Oriente desde tiempos remotos. Se extendid su cul
tivo a todo Occidente, probablemente a causa del empleo -
dge las sumidades de 1la planta como estupefaciente por la
resina que segregan sus inflorescencias femeninas (Gola y

col, 1.961),

Esta gran extensidn geogrdfica da lugar a nume-
rosas formas ecoldgicz* y variedades: indica, chinensis,-
americana etc, que difieren en la calidad de la fibra, la
cantidad de resina producida y en el contenido de ésta en
sustancias psicoactivas, influyendo también las variacio-
nes climatoldgicas, orografia, factores ecoldgicos que- in
ciden en el cultivo de la planta y recoleccidn, Existéﬁ -
dos formas o variedades extremas: productoras de fibra de
buena calidad y poca resina (céafiamo comun) y productoras/
de fibras de mala calidad y mucha resina (variedad indica)
con numerosas formas intermedias (Davis y Col. 1.963; Ler
ner y Zeffert, 1,968; Joyce y Curri, 1,970; Repetto y Me-
néndez, 1.972).

El cafiamo cultivado en regiones frias o templa-
das con abundantes lluvias, las fibras son blandas y uti-
les para comercid?pefoapobres#en resina, mientras que en/
climas cdalidos o secos con falta de agua, las fibras se--
gregan abundante resina, pero son duras, cortas y quebra-

dizas.

El drea total del cultivo del cafiamo es descono

cido tanto a nivel mundia; cno internacional, aunque la/
superficie de explotacidn disminuye progresivamente al in

troducir las fibras de sintesis que han desplazado Su uso



como fibra de saquerfo, etc, E1 cultivo ilicito del Canna
bis varia segun con el fin que se quiera elaborar; por =--
ejemplo en la India, en el cultivo para preparar Ganja cu
yo objeto es obtener plantas ricas en resina, eliminan -

los pies masculinos de la planta (Verdejo, 1.973).

Las sustancias obtenidas de la planta se pueden
preparar de distintas maneras con fines para el consumo -
humano, con distintos nombres gque difieren de unos paises

a otros,.

- Hierba: hojas y sumidades f.oridas picadas co
mo tabaco que se preparan como ciga--
rrillos para fumarlos. En ellos se en
cuentran semillas (cafiamones). Reci--
ben distintos nombres segin los pai--

ses:

. Grifa: (Espafia y Marruecos).

. Dagga: (Sudéfricé).

. Hemp: (Gran Bretafia).

. Marihuana: (E.E.U,U.).

. Marijuana: (México).

. Kiffoviffi:(Marruecos).

. Maconha: (Brasil).

. Polvo: rapé de Kiffi.

. Polvo prenSédb.”

. Ganja (India): picaduras de sumida-
des floridas manipuladas y comprimi
das para darle forma aplastada o de
bolas,

. Bang, bhang, patti (India) picadura

de hojas secas en maceracidén acuosa

o alcohdlica con o sin adicidn de -

otros tdéxicos (opio, Datura, etc.).



~ Resina:

- Aceite,

producto exudado espontdneamente en -
gotitas por la planta; se separa sacu
diendo la planta seca o frotdndola -~
con la mano, lienzos, delantales § ex
trayéndola con disolventes organicos,
Se consume fumédndola en cazoletas mez
clada con tabaco o preparando infusio

nes con las que se hacen dulces., Se -~

denomina:
. Charas (India), Chiras (Africa del/
Norte): Se obtiene como el hachis.

. Haschis, hash: en principio se de--
signa a la resina del Cannabis, aun
que como consecuencia de la adulte-
racidn se le aplica a la mezcla re-
sina v pclvo de vegeta . Se consume
en comprimidos, barras, conocido co

mo "chocolate.

aceite rojo: Se extrae de la planta -
con un disolvente orgdnico en calien-
te y posterior evaporacidn del disol-

vente (Repetto y col., 1.981).




QUIMICA

El conocimiento de la quimica del Cannabis sati

“va, no ha sido s:-.isfactorio hasta mitad del siglo XX, pe
ro es necesario conocer con exactitud la quimica de una -
sustancia y confirmarla con los métodos analiticos y de -

e - . (] 7 - - .
sintesis para comprender sus funciones bioldgicas, activi

dades farmacoldgicas, efectos toxicolédgicos.,

Desde la década de los 60 y en estos uUltimos a-
fios, el estudio de la quimica del cannabis ha avanzado de
forma muy significativa, El1 conocimiento de sus comporen=-
tes ha permitido aislar y purificar sus estructuras quimi

cas ( Verdejo Vivas, 1.973).

A finales del siglo XIX estaba esclarecido que/
el cannabis era diferente a drogas perfectamente estudig
das, también de origen vegetal tales como la hoja de coca

y opio con sus alcaloides cocains y morfina,

El andlisis de un aceite rojo extraido de la -=
planta dio a conocer que las moléculas de sus constituyeg
tes activos no contenian nitrdgeno y por tanto no eran de
naturaleza alcaloidica (Wood, 1.896, Adams, 1.940, 1.942,
Mechoulam, 1.976),

Mechoulam y Gaoni en 1.967 y-Mechoulam en 1,970
definieron el término "cannabinoides" como el "grupo del/

compuesto C presentes en Cannabis sativa, sus dcidos /

21’
carboxilicos y productos de su transformacidn",

Por su estructura quimica pertenecen al grupo /

de los terpenos fenoles.

En los cannabinoides han sido utilizados dos --



sistemas de numeracién: En una se sigue la regla quimica
formal, para la numeracidén de tipo pirano que va bien --
éon los tetrahidrocannabinoides, pero que no se puede =--
.aplicar a los iannabinoides que no son piranos, la 28, -
numeracidn escoge‘ﬁna base bioquimica, considerando a --
los cannabinoides, como monoterpenoides sustituidos, la/
cual tiene la ventaja de que se puede usar para todos los
cannabinoides y el nimero del carbono en la molécula per
manece en las transformaciones quimicas (Mechoulam, y --..

Gaoni, 1.967).

&-THC ~ A-THC

CsHyy

Numeracion formal Numeracion monoterpenoide



En nuestro trabajo, seguiremos la nomenclatqra
ﬁerpénica, empleada normalmente por nuestro grupo (Re-::
petto y Menéndez, 1.972). e

Los principales compuestos presentes en la - -

planta pertenecen a varios grupos:

~ Compuestos cannabinoides: a este grupo co-=
rresponde una serie de derivados del tetra-
hidrocannabinol (THC),AY-THC, & -THC, canna-
binol, cannabidiol, cannabigerol, cannabino
cremeno, cannabiciclol, dcido cannabididli-

co, acido cannabindlico, etc.

-~ Alcaloides: Los méds interesantes son las --
cannabaminas A, B, C y D; las m&s abundan--
tes son las A y B, En la planta existen - -
otros alcaloides como la muscarina y atropi

na etc ( Vercd-jo, 1.973).

- Ceras: el mds importante es el n-nonecosano/
(Wood y col,, 1.896),

- Aceites esenciales: entre ellos el carofile-
no,x - selineno, [P - farmeseno etc. (Mechou-

lam, 1.973).
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En la planta los cannabinoides se forman por ---
condensacidn del olivetol con fosfato de geraniol (pr§§u£
ser Qe‘Ferpenoides). El primer compuesto de 1la cadena7big
sintética es el cannabigerol a partir del cual se forman/

todos los demds (Mechoulam, 1.970),.

OH H 8
CgH
=+ T e
\\\ OP Og
OH \\\
OH
Fosfato de geraniol Olivetol Cannabigerol

Los cannabinoides mds importantes ademds del -
A ‘ : s s £ A -
A™-THC son: &cido cannabididlico, cannabidiol, cannabinol,

cannabigerol, cannabidivarina, cannabicromeno, etc.

OH

COOH

/&\‘O CgHy

H

A'-THC Acido Cannabidiolico (ACBD)



CHy
OH OH
N 0 CgHqy (n) o CgHyyim
o .
Cannabidiol (CBD) Cannabinol (CBN)
© CgHy
o \ \
H
OH
Cannabidivarina Cannabicromeno

Se ha comprobado una isomerfa de posicién depi
do a la localizaciédn de un doblé enlace y aunque son po-
sible seis isdmeros del tetrahidrocannabinol, sdlo se han
aislado de la planta el &-THC y el &-THC, siendo el mds/
activo el A -THC, existen ademds unas diferencias en cuan-
to a efectos psicotomiméticos entre las formas levégiras/
y dextrdégiras; el (+ %—&'trans THC tiene una actividad -
menor que el (-)=A - trans THC, debido a la isomerfacis-

trans (Verdejo Vivas, 1.973). L e
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OH OH

o CsHn o CsH

A'-THC AS-THC

En los distintos preparados de cannabis, el con
tenido de &—THC varia ampliamente, pero se puede estable-
cer una escala con los datos recogidos de la bibliografia
y considerar que el hachis, la marihuana, la ganja contie
ne por término medio un 5%, 1% y 3% de A-THC en peso res-
pectivamente (0.M.S. 1.971). Del estudio comparativo de =~
varias muestras de grifa procedentes de aprehensiones po-
liciales en nuestro territorfo,'realizadovpor Repetto y -
col. (1.976) se encuentran los siguientes promediocs:18,72%
de resina, 20,15% THC, 1,91% CBN, 19,40% CBD, aunque hay-

grandes oscilaciones de una muestra a otra (Repetto y col.

1.976).
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FARMACOLOGIA.- TOXICOCINETICA

El estudio de la distribucidén de los cannabinoi
des en los tejidos se ha hecho con compuestos marcados y/

teniendo en cuenta la via de administraciédn.

Sometiendo a ratas a humo de cigarro con SH—S-
THC (via inhalatoria) y decapitédndolas a distintOS tiem--
pos, se vid que a los 20 minutos habia una gran concentra
cidn en pulmén, gldndulas salivares, rifién, higado, alcan
zando a las 24 horas el mdximo en el pulmdén, a las 8 ho--
ras hay un aumento del 50% en e7“higado y disminuye en cg
rebro y rifién, a las 72 horas permanece constante en cere

bro, higado y rifiédn (Ho y col. 1.970).

Si la via de administracién es i.v. no sSe ha po
dido detectar en sangre a los 15 minutos ni el L}— THC ni

¢
el1NTHC (Klausner y col. 1.,970).

La distribucidn después de la administracidén --
oral de 10 mg/kg de 3H- A -THC a las 2 horas es mayor en/
el higado que en el rifidn, corazdén, pulmdén, grasa, bazo,-

plasma y cerebro sucesivamente.

Se observd jue entre las 2 y 4 horas después --
del tratamiento se acumulaba &- THC, elevandose los nive-
les en el plasma, mientras que a las 8 horas disminuyen.-
La magnitud del efecto es mayor en el cerebro que en el -
plasma, aunque los niveles elevados persistan mas de 8 ho

ras {(Pryor y col. 1.976).

Si la administracidén se ha hecho por via i.v. 6
via i.p. con “c&- THC o “c&- THC, los metabolitos 11--
hidroxi &- THC y 11- hidroxi & _ HTC conjugados a &cidos/

grasos quedan retenidos largo tiempo, son los mismos meta

15



bolitos detectados anteriormente en higado, bazo, médula/

6sea (Highty y col. 1.976).

La concentracidén del &-THC libre en el plasma -

es muy baja debido a que mds del 60% se une a las lipopro

teinas y el resto : la albimina, esto no ocurre con otros
compuestos 1ipéfilos como imipramina, prostaglandina Ep =~
etc, Parece ser que tanto en la especie humana como en =--
las ratas, la distribucidn del tetrahidrocannabinol entre
las lipoproteinas estd mas relacionada con el contenido -
de lipidos totales o lipidos neutros que con proteinas o/
fosfolipidos, ademds dicha distribucidn refleja la dife--

rencia de especie (Klausner y col. 1.975).

Tanto el A THC como su metabolito el 7-hidroxi-

Q THC son farmacoldgicamente activos (Mechoulam, 1.973).

El metabolismo del &—THC se realiza en 10s mi—-
crosomas hepaticos, la hidroxilacidén se lleva a cabo por/

una monoxigenasa dependiente de NADP y de Op.

Se ha comprobado que el SKF-525A (acetato de --

Odletll amlno etil difenil propilo) inhibe la 7-hidroxila-

cién del A THC, asi como el CO por interacidn con el cito

cromo P-450, lo cual sugiere que el sistema monooxi. =nasa

incluye al citocromo P-450 en esta hidroxilacién (Burste-
in y col. 1.971).

Los metabolitos del Cannabis no se excretan en
su forma libre, sino conjugados con el dcido glucurédnico,
elimindndose de esta forma el 60% de los metabolitos pola
res, siendo- la mayorla de los metabolitos no conjugados -

mas polares que el 11~ hldrox1der1vad05 o bien-dcidos car-

boxilicos. El 7-hidroxi A -THC se identificé como un aglu

cén del 4cido glucurdnico. Sin embargo el & _THC incambia

16



do y el cannabinol, se elimina en peguefias cantidades por

la bilis, entre 0'05-01% (Widman y col. 1.974).

Por via biliar se elimina un 60% en 3 horas de/
la dosis de cannabinoides ingerida, un 5% de los metabolil
tos excretados estd formado por el T7-hidroxiderivado sien
do la mayoria mds polares como el 8,11, hidroxiderivado y

dcidos carboxilicos: (Siemens y col., 1.975).

El resto de los metabolitos se eliminan por ori
na {Lemberger y col, 1.970, 1.971; Kanter y col. 1.972, -
1.975; Kelley y col. 1.076). Cuando la via biliar se satu
ra y se aumentan las dosis administradas, la excrecion --
urinaria de los metabolitos muy polares es mayor (Siemens
y Kalant, 1.975).

Estudios publicados por Agurell y col. (1.970)-
sobre la eliminacidn del 3H- g’-THC administrédos a cone-
jos via i.v. y comparando los datos con los obtenidos con
ratas muestran que la mayor parte de la radioactividad se
excreta en la orina, elimindndose por ésta un 30% y por -
heces un 10% {(Agurell, 1.970).
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EFECTOS.-TOXICODINAMICA

La accién farmacoldgica del cannabis produce nume
rosos efectos en el organismo a muy distintos niveles debi-
do a que se trata de un fdrmaco de accidn muy compleja por/
la gran cantidad de sustancias activas prlsentes en la resi
na, tales como el & - THC, A8 - THC, CBN, CBD, etc., todos/
ellos psicoactivos y con actividades a veces contradicto---
rias, asi como a la actividad de sus principales metaboli--

tos hidroxiderivados, pudiéndose sumar o interferir los =--

efectos producidos,

Actualmente se encuentran en la bibliografia mu--
chas afirmaciones y resultados de investigacidén muy contra-
dictorios, debido a que a veces se emplea en los estudios -
extracto total de cannabis y otras los diferentes cannabi--
noides por separade, jues se ha visto que algunos de éstos/

poseen acciones :antagdénicas en cierto grado (Repetto,1.974)

Debido a esta farmacodinamia compleja, y pese a -
todos los trabajos realizados sobre los efectos del cannabis
a distintos niveles, el mecanismo de accidn no ha quedado to

davia establecido.

Por estas razones, en la presente revisidén biblio
grafica, nos limitaremos a recoger las referencias sobre los
estudios relativos a los efectos bioquimicos del cannabis, -
como antecedeﬂtes de nuestros trabajos encaminados a avanzar
en el conocimiento del mecanismo de accidn de estos produc--

tos.

Parece ser que el fendmeno :. s importante y mds -
claramente establecido a nivel celular es una inhibicidén =---
. . . e e - 7,
inespecifica de la sintesis de macromoleculas, acidos nucleil

cos y proteinas, observadas en cultivos de linfocitos {Nahas
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y col., 1.976), pero desconociéndose hasta el momento a qué/
nivel tiene lugar este efecto. Algunos autores piensan que -
ocurre por alteracién de la membrana plasmatica, debido a la
afinidad de los cannabinoides por la fraccién lipidica; como
consecuencia quedaria afectado el transporte de precursores/
{Luthra vy Rosehkrantz, 1.974; iéurént y Roy, 1.975; Blevins,
Regan, 1.976; Jakubovic, McGeer, 1.976; Nahas, DesoiZe,leu/

y Morishima, 1.976; Zimmerman y Zimmerman, 1.976).

En los fumadores de cannabis, se ha encontrado --
sensiblemente inhibida la respuesta inmunitaria a nivel celu
lar, 1o que puede estar relacionado con una disminucién de =~

la sintesis de ADN (Nahas, 1.973).

19

Algunos autores incluso llegan a decir Que,hayﬁéi~"

teraciones en el nimero y estructura de los cromosomas, con/
irregulari&%dLJ en la divisidn celular. Las anomalias cromo-
sbémicas observadas no parecian debidas a causas tales como -
virus, irradiaciones, etc., por lo que pensaron qué se podian
producir por el consumo del cannabis (Morishima ycol., 1.976;
Miras y col., 1.978).

Trabajos realizados por Persand y Ellington‘ﬂu967)
demostraron que la administracidén de cannabindidéé'(4,2mg/kg)
produjoe efectos: teratogéhicos en ratas tratadas'én'los -=
seis primero dias de gestaéién. Observaron una ‘alta ‘inciden-
cia de fetos mal formados, un incremento de la reabsorcién -
fetal, un decrementd en el peso y tamafio del feto ¥y una gran

incidencia de anormalidades: focomelia, encefalocele, etc,

Pace, Davis y Borgen (1.971) no encontraron efec—

tos teratégenos en ratas o ob:yos tratados con THC. -

Estudios realizados por NIDA (Instituto Nacional/

de USA para el estudio de abuso de drogas), seﬁélan que la -




marihuana no parece ejercer efectos mortales importantes du
rante la gestacidén sobre el feto o la madre, o, después del

nacimiento en las crias.

Con dosis méds altas de cannabinoides que las de
consumo casual humano, no se produje:-.n efectos tdéxicos de-
tectables, confirmando la baja toxicidad somdtica de los =--

productos canndbicos (Founniervy,col, 1.976).
Rosenkrantz y Braude (1.975) reafirmaron en ge-
neral que no hay efectos teratogénicos con dosis elevadas -

efectivas,

En resumen, actualmente no estd generalmente --
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aceptado que se produzcan trastornos teratdgenos, sino lige .

ra disminucidén del ndmero de los constituyentes de la cama=-

da y del peso de "o0s recién nacidos y que el incremento de-
las anormalidades fetales en los hijos de animales tratados
con cannabis, es muy pequefio en relacidn con las que se pre

sentan en los animales control.

La administracién por via i.p. de dosis bajas -
de Al - THC produce un aumento del AMPc, mientras que a dg

sis altas produce una disminucidn del AMPc, tanto en cere--

bro total como en cortex, cerebelo y médula. Estefefécto bi

fédsico concuerda con cambios encontrados en las cohcetracig
nes de aminas bidgenas, regulacidén de la temperatura (Dolby
y Kleinsmith, 1.974), comportamiento, procesos de aprendiza
je, pérdida.en la memoria temporal (Sanz y col. 1.979). Se =~
sabe que el AMPc es un intermediario en la sinapsis de la -
accidén de algunos neurotransmisores (Libet y Tosaka, 1.970;
Kebabian y Greengard, 1;971;‘N§th3nson y Greengard, 1.977).



De igual forma, el THC produce a dosis bajas un -
aumento de la actividad de la ATPasa, la cual se inhibe cuan
do la dosis es alta, ya que se alteraria el estado de los 1i
pidos necesarios para la actividad de esta enzima (Chari-Bi-
tron y Bino, 1.970; Schawartz y col., 1.975). La ATpPasa se -
encarga del transporte activo de cationes a través de la mem
brana celular, preferentemente en el Sistema Nervioso Cen--
tral.

En trabajos anteriores realizados en nuestros la-
boratorios, se ha comprobadc una inhibicidn de la ATPasa en/
higado y en cerebro en tratamientos crdéricos y agudos con =--

cannabis (Repetto y col., 1.979).

Existen pocos datos, y estos son a veces contra--
dictorios, del efecto de los componentes del cannabis sobre/
los sistemas enzimdticos en general. E1 Al - THC inhibe las/
oxidasas de la piridoxina, y, posiblemente, también la fosfo
cinasa del piridoxal,cerebrales. E1l extracto de cannabis y -
el THC producen elevacidén notable de la actividad de algunas
enzimas hepdticas, triptéfanopirrolasa y tirosina of{~-cetoglu-
tarato-transaminasa, (Poddar y Gosh, 1.973), mientras que el
LSD no produce elevacidn alguna de estas enzimas (Poddar y -

Ghosh, 1.972).

Se ha demostrado que de los componentes del canna
bis el Al - THC y el A8 - THC son 1los ;ue poseen la mayor ac
tividad psicomimética. La mayoria de los autores han encon--
trado que ellos producen un incremento en el metabolismo de/
la norepinefrina (N.E.); sin embargo, los niveles de la 5-hi
droxitriptamina (5~TH), asi como la actividad de la monoami-
nooxidasa (MAO), permanecen sin cambio, lo que sugiere que =
no estd alterada la via de degradacidén de la‘sérotonina; hay
un desacoplamiento de la fosforilacidn 0xida£ima y libera---

cidén de enzimas de la matriz mitocondrial (Ortega, 1.974).
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Otros autores han observado que existe una estimu
lacidn transitoria de la MAO v una inhibicidn de 1la triptofa

v

nohidroxilasa (Omnellet y col., 1.973).

En el tratamiento crdénico con Al - THC se observe,
un incremento en las proteinas, RNA, fosfolipidos, coleste--
rol, glucosa-6-fosfatasa y Mg2 f ATPasa en la fraccidn micro
sémica; en cambio, hay una disminucidn de la peroxidacidn de
lipidos microsémicos, quedando los niveles de las transamina
sas GOT y GPT de higade y suerc sin alterar, asi como los --

triglicéridos hepaticos,

Con una dosis Unica, no se produce alteracidén al-
guna, excepto un incremento de la ATPasa y un decremento en/
la peroxidacidén (Ghosh y col., 1.977), lo cual parece indi--

car que no hay dafio hepdtico,

En cuanto a los sistemas enzimaticos metabolizado
res de drogas, los resultados son confusos,. Segun Bartova y/
Birminghan (1.976), el Al - THC produce una fuerte disminu--
cién in vitro de la NADH oxidasa de las mitocondrias de cere
bro y corazén. En el cerebro es distinta, segin la regidn, -

ya sea en el hipotdlamo, cerebelo, corteza, etc.

Fernandes y col. (1.973) encuentran que el Al - -
- THC, A8 - THC, el cannabinol y el cannabidiol producen una
iﬁhibicién de la desmetilacidén enzimdtica de la aminopirina/
y de la morfina, con la excepcidén en esta ultima del A8-THC/
y no habria accidn sobre la hidroxilacidén de la anilina. ---
Otros autores han observado que con dosis altas de tetrahi--

drocannabinol después de 6 horas de la administracidn, se --

‘produce una disminucidén de la anilina hidroxilasa, mi,_

que hay pbéa'inhibicién con dosis bajas (Mitra y col. 1.976).
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A la vista de todo lo expuesto, nuestro objeti-
vo es pretender aclarar si los cannabinoides son inducto-
res o inhibidores enzimdticos, para lo que proponemos el/

siguiente plan de trabajo.
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PARTE EXPERIMENTAL



PLAN DE TRABAJO

ESTUDIO DEL EFECTO DEL CANNABIS EN LA INDUCCION
DE DISTINTOS SISTEMAS ENZIMATICOS EN HIGADO DE RATAS.

1.- Puesta a punto de los métodos de determinacidn de -

actividades enzimdticas.

1.1-.- Determinacidén de oxidasas microsémicas totales.

1.2.- Determinacidn de arilhidrocarburohidroxilasa.

Estudio de la variacidn de estas actividades enzimi

ticas-en animales control; no tratados, segun el se

X0, la edad y la época del afio.

2.1,- Influencia
2.2.~- Influencia

2.3.~ Influencia

Estudio de estos

de

de

del

la época del afio.
la edad.

sexo.,

niveles enzimaticos en ratas some-~-

tidas a los siguientes tratamientos con cannabis:

3.1.- Tratamiento agudo.

- Determinacidn de las actividades enzimdticas

a las cuatro horas de la administraciédn.

- Idem. a
- Idem., a
- Idem. a
- Idem. a

- Idem, a

las
las
las
las

las

ocho horas,

doce horas.
dieciseis horas.
veinte horas.

veinticuatro horas.

3.2.- Tratamiento crénico.

- Determinacidn de las actividades‘:enzimdticas

r



Idem.
Idem.
Idem,
idem.

res

las
las

las

semanas de¢ iniciado el tratamiento,

cuatro semanas,.
cinco semanas,
seis semanas.

ocho semanas.
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MATERIAL Y METODOS




ANIMALES

Se utilizaron 106 ratas albinas, machos, adul-
tas de 150-200 gr de peso, consanguineas, Wistar, sumi--
nistradas por Charles River., Se usan adultas por tener -

la actividad enzimdtica. v metabdlica normalizada.

Se agruparon en lotes de tres animales de la -
misma edad y siempre que fue posible de la misma camada,
para cada tratamiento, haciéndose paralelamente un con--

trol en lotes de tres individuos normales.

Durante todos los tratamientos, los animales to

maron agua y alimentos ad libitum.

PRODUCTOS EMPLEADOS PARA LOS TRATAMIENTOS.

- Extracto crudo de cannabis, procedente de --
grifa de apresidn policial o suministrada por el Ministe
rio de Sanidad, extraida con éter de petrdéleo en propor-
cidén del 25% (P/V), mediante calefaccidén a reflujo duran
te 15 minutos, enfriando antes de la fiitracién.-El pro-
ceso se repite dos veces, reuniéndose los filtrados. El/
extracto orgdnico se concentra en rotavapor a presién re
ducida y se pésa sobre el residuo una corriente de,aire

tangencial, hasta obtener la resina,

Como vehiculo del extracto, se utilizd aceite
de oliva que no interfiere en 1los resultados y fué adml

nistrado por via s.c.
Composicidn del extracto:

De los estudios de composicién de estos extrac
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tos, obtenidos de la planta realizados por Repetto y Mar-
tinez (1.975) por cromatografia gaseosa, se obtuvieron --

los siguientes resultados:

17,80% de resina.
11,80% de THC.
0,46% de CBN.
9,52% de CBD.

tiempo de reaccidén de Duquenois, 40 segundos.

TRATAMIENTOS.
1.- Agudos de distinta duracidn.

A cada lote de animales se  administré -
una dosis de 600 mg/kg de extracto de cannabis por via --
s.c., sacrificdndolos a distintos tiempos: 4, 8, 12, 16,-

20 y 24 horas.
2.- Crédnicos de distinta duracidn.

Para el experimento se utilizaron, distin--
tos lotes de animales y se sometieron durante 3, 4, 5, 6,
8 sevanas en dias alternos, a una dosis de 300 mg/kg de -

extracto de cannabis, administrado por via s.c.

Las administraciones no se prolongaron du--
rante mds de 8 semanas a causa del mal estado general de/

los animales provocado por tan largo tratamiento.

En todos los casos, los animales se sacrifi

can una vez .finalizado el tratamiento.

Todos"los tratamientos se repitieron al me-

nos tres veces,.

Se llevaron a cabo varios experimentos con-

trol, con lotes de tres individuos normales.
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PREPARACION DEL EXTRACTO HEPATICO

L.os animales se sacrifican por decapitacidn, me
diante una guillotina, para que la muerte sea instantédnea
y no sufran alteracidn alguna los niveles enzimdticos. IB
mediatamente se aisla el higado de cada rata, transfirién

dolo a una caja Petri a 49C en cdmara fria.

A continuacidén se lleva a cabo el proceso de ho
mogenizacidn y preparacidén de los extractos, todo ello a/

42C en camara fria.

La homogenizacidén .. leischer y col. 1.974) se /
realiza, después de lavar la viscera con sacarosa, 0,25M,

secar con papel de filtro y pesar.

La viscera se pica con unas tijeras y se suspen
de en 5 volumenes (P/V) de sacarosa 0,25 M-10 mM HEPES --
pH = 7,5 y se procede a 1la homogenizacidén en un homogeni-

zador de vidrio Potter.

Se filtra con nilon de 100 mallas, se lava el -
residué con medio de homogenizacidn y se centrifuga en -
‘una centrifuga‘Beckman J2-21 a 3.500 r.p.m, duranto 10 mi
nutos a 4°9C, Eijs srenadante se filtra con lino y se cen-

trifuga de nuevo a 18,000 r.p.m. durante 30 minutos a 42C,

El sobrenadante se filtra con papel de filtro,-
para eliminar grasas y se vuelve a centrifugar a 20.000 -
r.p.m. durante 20 minutos, se vuelve a filtrarkcon papel/
de filtro, obteniéndode: la fraccidn post-mitocondrial( /

f.p.m.).
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FraccionamientO»del extracto de higado
Homogeneizado

(Filtrar con nilon 100 mallas)

3.500 r.p.m,

10 min.
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pp 1 sobrenandante 1

{filtrar con 1lino)

18.000 r.p.m.

30 min.

Pp 2 sobrenadante 2

(filtrar con papel de

filtro)

20.000 r.p.m,

20 min.

pp 3 Fraccidén post-mitocondrial



METODOS ANALITICOS

Se ensayaron y se pusileron a punto los distin-

tos métodos de andlisis que fueron los siguientes:

1.- PROTEINAS.

" En la bibliografia, -se encontraron los siguien-

tes métodos para la determinacidn de proteinas: Método de

Kinsgley (1.942) basado en la reaccidén de biuret; método/
de Kjeldahl (Hiller y col. 1.948); método de Warburg y --
Christian (1.941) y el método dr. Lowry y col. (1.951) con
la modificacién de Litwath (1.960).

Se utilizd el método de Lowry por ser el mds --

exacto y el que se utiliza normalmente en Biogquimica.

El fundamento de este método, es la formacidén -

de un comple jo clprico-aminodcido que reducen el molibda-

to a 6xidos de molibdeno de color azul intenso.

Los reactivos utilizados fueron:

Reactivo

Az

Reactivo B

Reactivo

Reactivo

Reactivo

Reactivo

C:

CO3 Na2 al 2% en NaOH O'l1 N,

SO4 Cu 5H2O al 5% en agua destilada.
Tartrato sédico potdsico al 2% en -
agua destilada.

5 ml‘de reactivo C.

1 ml de reactivo B,

4L ml de agua destilada.

: 50 ml de reactivo A.

1 ml de reactivo D.
Folin-Ciocalteus Phenolreagenz 1N -

(dcido fosfomdiibdotﬁngstico).
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La tabla de protocolo es la siguiente:

Blanco patrén

1
Albémina(l mg/ml) -
Problema -
Agua f 1,0
Reactivo E(Agitar,10"') 2,5
Reactivo F(Agitar,30') 0,5
Agua ' 1,0

D,O0. 500 nm

0,05

0,95
2,5
0,5
1,0

Patrones
3 4
0,1 0,2

H b

H ?

’ ’

1,0 1,

Los resultados se expresan .n mg de proteinas/ml,

Blanco problema

Problema
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Los reactivos D, E v F se preparan en el momen-

to de la determinacidn., Patrdn albumina: 1 mg/ml.

Para la determinacidén se preparan tres patrones
con 0'05, 0'1l y 0'2 mg de albumina respectivamente, un --
blanco patrén al'que nxse.le afiade extracto y se le agrega/
1 ml de agua destilada, un‘blanco para cada problema al =
gue se adiciona 0'1 ml de extracto y los tubos problemas a
los que se afiade a cada uno 0'l ml de extracto, se comple-

tan todos los tubos con agua hasta 1 ml.

Se adiciona a cada tubo 2'5 ml de reactivo E, -
agitando y se esperan 10 minutos, se afiade O0'5 ml de reac
tivo F a todos los tubos, excepto a los blancos de los =--
problemas, se agitan y se esperan 30 minutos, se completa

cada tubo con agua destilada hasta 5 ml.

Se leyé a 500 nm el color de los patrones de con
centracién conocida, frente al blanco patrdn y del proble-
ma frente a su blanco, en un celorimetro Espectrofotdmetro

Spectronic 20.

2.~ ARIL-HIDROCARBURO-HIDROXILASA

Para la determinacidn de esta enzima se utilizé/

el método de Pelkonen y col. (1.975), basado en la reaccién
de la hidroxilacidén del 3,4-benzopireno, catalizada por el/

citocromo P-450 y que requiere oxigeno molecular y NADPH, -
Consiste en la determinacidén del benzopireno que desaparece

cuando se usa como sustrato, y se detiene la reaccidén con -
una solucién alcalina de Tritén x-100, segun Dehnen y col,-

(1.973), ello evita la extraccidén del benzopireno de los mé

todos usuales y permite "su determinacidn directa por Espec-

trofotometria de Fluorescencia.



Los reactivos utilizados fueron:

Tampén fosfato 0,1 M pH = 7,4.

NADPH 2,5 mM.

Cl2 Mg 100 mM.

Cl1 K 1 M,

Benzopireno 2,5 mM en acetona.

10% Tritén x-100, 1% EDTA en NaOH 1 N.

E1 NADPH se prepara en el momento de la determi
nacidén. La cantidad de proteinas de la muestra repercute/
en los resultados, siendo la cantidad éptima 1 mg/0,5 ml/
de extracto (Dehnen y col. 1.973; Pelkonen y -ol, 1,975).

Para la determinacidn se prepara un blanco pro-
blema al que no se le afiade extracto y se afiaden 0,5 ml -
de Tampdén fosfato, 0,1 ml de NADPH, 01 ml de Cl2 Mg, 0,1~
ml de ClK y de tres tubos problemas a los que se afladen =-
los mismos reactivos, mds 0,5 ml de extracto, completando
todos los tubos con agua destilada hasta 1,65 ml. Se incu
ban todos los tubos a 372C durante 15 minutos en una estu
fa de incubacidén P Selecta, se afiaden a todos los tubos -
Tritén x-100 para detener la reaccién. Se centrifuga en -~
una centrifugadpra Orto a 500 r.p.m. durante 5 minutos -~
para eliminar 1as proteinas precip‘tadas y se diluye el -

volumen del sobrenadante 4 veces,

La medida de fluorescencia se ﬁizo en un Espec-
trofotdmetro de Fluorescencia Perkin-Elmer MPF-3 en las -

siguientes condiciones:

Excitacidn 375 nm Rendija 4/4
Emisidn 405 nm """ Sensibilidad. 0,1

Se expresa la actividad enzimética;en,rumoles -

de benzopireno desaparecido/mg de proteinas/min.



l.La tabla de protocolo es la siguliente:

Blanco Problema
Tampdén fosfato 0,5 0,5
(0,1 M pH = 7,4) )
NADPH 2,5 mM 0,1 0,1
Cl2 Mg 100 mM 0,1 0,1
CiK 1M 0,1 0,1
Extracto | - 0,5
Agua 0,85 0,35
Benzopireno .2,5 mM 0,1 0,1
372C 15 minutos
10% Tritdén x-100 (en
1% EDTA en NaOH1N) 0,1 0,1
Centrifugar
Dilucidn

Medida de Fluorescencia.

3.~ TPNH
Determinacidén de TPNH como control de las oxida

sas microsémicas.

Uno de los sistemas microsdémicos de transporte/
electrénico en el higado estd constituido por una flavopro
teina llamada NADPH-citocromo-P-450-reductasa y un citocro
mo especializado, el citocromo P-450, segin el siguiente -

esquema: (Lehninger, 1.978).



P~450-A A~ OH H2O

( Sustrato hidroxilado)

2+
Fe ' - 02-
e~
NADPH FAD b_450-A
2+
Fe™. 02 P-450
P-450-A Fe
e~ 2+
+ NADP FADH2 Fe
P-450-A
+
Fe3 A

( Sustrato)
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El control de las oxidasas microsdmicas, se pue

de realizar de distintas formas:

A.~- Por métodos indirectos, basados en determi-

nar la hidroxilacidn de un sustrato que utilice ese siste

38

ma enzimdtico, c.- o el método de 1la anilina (Pérez, 1.969).

B.- Método basado en la identificacién del cito
cromo P-450 segin el método de Omura y Sato, que se funda
menta en la formacidn de un compuesto amarillo con un pi-
co de absorcién a 450 nm, al burbujear con CO durante 10-
20 segundos la muestra reducida con ditionito, La concen-
tracidn de P-450 se calcula con ayuda de unas tablas (Omu

ra y Sato, 1.967).

En el caso de los microsomas hepdticos, inter--

fiere el citocromo b pero puede ser solubilizado de for

57
ma selectiva y eliminado de las particulas microsdmicas -

por digestidn con esteapsina; sin embargo con este trata-

miento prdcticamente la mitad del citocromo P-450 se trans

forma en citocromo P-420 que es imposible de eliminar(Jerqg

trom, y col. 1.975).

C.- Método que se basa en medir directamente la
desaparicién de NADPH, en el que el sistema donadc de --

electrones es el par NADPH-NADP y el sistema aceptor de -

electrones, el par FADH2 - FAD (flavin-adenin dinucledti=-_

do) lo hemos sustituido por el 2,6 diclorofenolindofenol,
(DPIP) aceptor de electrones artificial de color azul; --
este colorante experimenta un cambio en su espectro de ab
sorcidn cuando es reducido por el NADPH (Paneque, 1979).
Dada la fuerte actividad de este coenzima, para
cada determinacién, es necesario hacer un sondeo previo,-
para saber cual es la dilucidn del extracto més convenien

te para la medida.



Los reactivos utilizados fueron:

Tampén fosfato 0,01 M pH = 7,8

NADPH 0,2 mM

DCPIP 0,04 mM

Albdmina 0,07% (activador)

E1 NADPH y el DCPIP se prepararon en el momento

de la determinacidn.

Para la determinacidn se disponen de varios tu-
bos problemas a los que se afiaden 0,6 ml de tampén fosfa-
to, 0,6 ml de NADPH, 0,6 ml .: DCPIP y 0,6 ml de albumina.
Se incuban los tubos a 382C durante 5-8 minutos, en una -
estufa de incubacidén P Selecta. A continuacidn se pasa la-
mezcla a la cubeta del espectrofotdmetro y se afiade rdpida

mente 0,3 ml del extracto enzimdtico mantenido en hielo.
Se sigue durante 3 minutos la cinética de la -~
reaccidén a 340 nm en un espectrofotdmetro Perkin-Elmer Hi

tachi 200,

Cdlculos:

A = a.b c.

a = Coeficiente de extincidén 6,23 x 103.cm2,mol'
b =1 cm2.

¢ = Concentracién molar.,

La actividad enzimdtica se expresa en ‘Amoles/ml

de TPNH desaparecido/mg de proteinas/minuto.
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La tabla de protocolo es 1la sigulente:
Problema

Tampdn fosfato

(0,01 H pH = 7,8) : 0,6
NADPH 0,2 mM 0,6
DCPIP 0,04 mM 0,6
Albdmina 0,07% 0,6

38eC 5-8 min
Pasar a cubeta de espectrofotdmetro
Extracto 0,3

Cinética a 340 nm 3 min.



RESULTADOS




1.- ENSAYOS PREVIOS DE LOS METODOS DE DETERMINACION DE LAS
ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

1.1.- DETERMINACION DE OXIDASAS MICROSOMICAS TOTALES.

A, Comparacidén de dos formar de determinacidén -

de la desaparicidn de Trifosfopiridin nucledtido reducido-

(TPNH) .

a) Determinacién directa de TPNH desaparecido,-

por comparacidn con unextracto engzimdtico inactivado.

Protocolo
Problema Patrdn Inactivo,

Tampdn fosfato 0,6 0,6
(0,01 M ph = 7,8)
NADPH 0,2 mM 0,6 0,6
DCPIP 0,04 mM 0,6 0,6
Albumina 0,07% 0,6 0,6
Extracto enzimdtico 0,3 -
Extracto enzimdtico inactivo - 0,3
5-8 min 359C
D O 340 nm

b) Cinética
Protocolo (Ver Material y métodos pag. 40)

Los resultados obtenidos con ambos métodos apa-

recen en la tabla 1.
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TABLA 1.~ Valores medios obtenidos con dos métodos de determinacidn de la desaparicidn

de TPNH.
Método Directo Método Cinético
TRATAMIENTO T P NH N2 Animales T P N H N2 Animales
(};mol/mg/min) ( ymol/mg/min)
L 1
CONTROL 2,55 _ 1,44 12 34,13 _ 15,23 21
AGUDO 24 h
L 1
(600 mg/Kg) 2,45 ~ 1,58 7 28,17 _ 3,42 9
CRONICO (300 mg/Kg)
L L
4 Semana. 0,86 _ 0,40 3 3,53 _ 0,40 6
’ 1 3.
5 Semanas 2,06 _ 0,95 3 1,96 0,17 6

1% 4
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De la consideracidn de los resultados que se oOb--
tienen por ambos métodos, entendemos que el cinético es mu--
cho mds fiable porque permite seguir el curso de la reaccidn
en un caso como €ste en el que no es posible detener 1la reac

cidén sin que se altere el propio TPNH.

B.- Puesta a punto de la determinacidén de desapa-

ricidén de TPNH mediante cinética enzimdtica.

Debido a que las oxidasas microsdmicas totales --
constifuyen un sistema enzimdtico muy activo y muy sensible/
a las alteraciones, su determinacidn requiere en cada caso -
un sondeo previo para fijar la dilucidn de enzima més adecua

da,

En la tabla 2 exponemos ur nodelo de dicho sondeo:

TABLA 2.- Variacidn de la actividad enzimdtica de las oxida-~

sas totales segin la dilucidn del extracto.

Dilucidn extracto’ <D0340 nm
1:1 *
1:5 ¥
1:10 0,033
1:20 0,064
1:30 0,052
1:40 0,036

¥ No se detecta decremento en la lectura‘dewDO'--

porque la reaccidn es instanténea.’



1.2.- DETERMINACION DE ARIL~-HIDROCARBURO-HIDROXILASA(AHH).

Comparacidén de dos métodos de determinacidn de

la actividad enzimdtica.

a) Detencidn de la reaccidn con acetona y extrac
cidén del benzopireno de la mezcla de reaccidén con disolven-

tes orgdnicos (Método de Pelkonen y col. 1.975).

Protocolo

Blanco Problema
Tampén fosfato
(0,1 M ph= 7,4) 0,5 0,5
NADPH 2,5 mM 0,1 0,1
Cl?Mg 100 mM 0,1 0,1
Cl: M 0,1 0,1
Extracto - 0,5
Agua | 0,75 0,25
Benzopireno 2,5 mM 0,1 0,1
37eC 15¢
Acetona 1,0 1,0
Centrifugar

Extraer con hexano 2 1 2--»1ml extraer con NaOE .M
Exc. 366 Rendija 4/4

Det. Fluorescencia

Em. 410 Sensibilidad 30

45
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b) Detencidn de la reaccidn con Tritdn y determi-

nacién directa (Dehnen y ¢0l.1,973)

Protocolo (ver material y métodos, pag. 36)

E1l valor medio de los resultados obtenidos en ra-

tas normales con ambos métodos se presenta en la Tabla 3.

TABLA 3.-

Valores medios obtenidos en ratas normales con --
dos métodos de determinacidon de AHH expresados en

m}kmol/mg/min

Método de extraccidn Método directo

Como se ve en la Tabla3lel método directo da ﬁo sé

lo valores mas altos en un mismo ensayo de un lote de anima-

les normales sino que es mucho menos complejo y laboricso --

por lo gque estd menos sujeto a errores.

En los resultados que se dardn en el resto del --

trabajo hemos reflejado solamente los obtenidos por el méto-

do cinético de determinacidn de la desaparicién de TPNH y --

por el método directo para la AHH por considerar que son los

verdaderamente fiables,.




2.- ESTUDIO DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN RATAS CON

TROL NO TRATADAS.

En las tablas 4, 5 v 6 aparecen los valores -
obtenidos en la determinacidn de oxidasas microsdémicas/
totales {(TPNH) y Aril-hidrocarburo-hidroxilasa en ratas

control no tratadas,.

TABLA 4.,- Actividad de oxidasas microsémicas totales en

ratas control no tratadas.

Experiencia TPNH
Ne Animal (r.mol/mg/min)
1 a 31,78

b 23,77

c 23,67

2 a 12,80
11,52

c 12,52

3 a 18,93
15,75

c ' 15,63

4 a 40,92
39,03

c 39,60

... Slgue
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Cont. TABLA 4.

Experiencia

N2

10

11

Animal

(

TPNH
rlnol/mg/min)

47,55
33,44
38,77

46,52
46,44
56,91
54,59
49,77

56,91
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TABLA 5,.,- Actividad de la aril-hidrocarburo~hidroxilasa

en ratas control no tratadas.

Experiencia .. _AHH
Ne Animal (mwmol/mg/min
1 a 2,64

5,64

2 a 7,65
5,84

c 8,46

3 a 5,60
4,76

c 6,00

4 a 8,64
5,33

c 5,92

5 a 1,64
3,28

c 3,49

6 a 6,56
‘ 6,92

o 6,56

7 a 13,00
13,32

c 17,20

es s -Sigue



Cont., TABLA 5.

Experiencia

No

10

11
12
13
14
15
16

Animal

AHH

(mrvmol/mg/min)
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TABLA 6.- Resumen de los valores medios de las activi

dades enzimaticas en ratas control no trata

das.
TPNH AHH
_Lr,mol/mg/min) (mLmol/mg/min)
L L
34,13 - 15,23 (a) 7,04 - 3,37 (b)

a) Valor medio de 21 animales,

b) Valor medio de 35 animales.

D DE SEVILLA

UNWERS‘DA CIA

FACULTAD DE FARMA
@iBLIOTECA
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De los valores expuestos, podemos extraer -
informacidn sobre la influencia gue en ellos tiene, -
la época del ano, la edad y el sexo f{apartado 2.1, --

2.2y 2.3).

2.1.- INFLUENCIA DE LA EPOCA DEL ANO EN LA QUE SE REA
LIZAN LOS EXPERIMENTOS.

En la tabla 7 se exponen los valores medios
obtenidos en distintas épocas del afio para ver la mo-
dificacidédn que sufren estos niveles.:nzimdticos debi-

do a distintas condiciones ambientales,

TABLA 7.- Influencia de la época del afio en las acti-
vidades enzimaticas del TPNH y AHH en ratas

normales no tratadas.

52

TPNH AHH
Fecha N2 Animales (Wmol/mg/min) (m\&mol/mg/min)
—_— ~1 |

i3

Invierno 3 39,92 - 5,81 9,94 - 0,80

1 L
Primavera 3 50,26 -~ °,34 7,04 - 0,63
Verano 3 12,29 - 0,55 2,80 - 0,82
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2.2.- INFLUENCIA DE LA EDAD,

Los datos reflejados en la tabla 8 corres-
ponden a experimentos realizados en una misma época,

verano (Jnio~-Julio).

TABLA 8,- Influencia de la edad en las actividades =

de TPNH y AHH en ratas normales no tratadas.

Edad TPNH AHH
meses N2 Animales (tAmol/mg/min) glkjml/mg/min)
L
3 3 16,77 - 1,52 6,68 - 0,16
6 3 12,29 = 0,55 6,03 = 1,27

Nota.- De los resultados obtenidos a lo larvgo del es
tudio de los animales no tratados y refleja--
dos en las tablas 4 y 5, recogemos en ésta sé
lo aquellos qgue son comparables por haberse -
realizado en la misma época del afio, para que
la Unica variable que influya sea la edad de/

los animales.
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2.3.~ INFLUENCIA DEL SEXO.

TABLA 9.~ Influencia del sexo en la actividad de 1la

AHH en ratas normales no tratadas.

AHH
Sexo N2 Animales (myvmol/mg/min)
07 ) L
3 6,03 - 1,27
Q 3 5,80 - 2,0

Nota.~- El presente trabajo estd efectuado con ratas

macho,



3.~ EFECTO DEL CANNABIS EN LOS SISTEMAS ENZIMATICOS
OXIDATIVOS DE DROGAS. -~

3.1, TRATAMIENTO AGUDO,

En las tablas 10, 11, 12, 13 y figuras 1y 2
aparece la evolucidn de los niveles enzimdticos a -
lo largo de una intoxicacidn aguda tras administra-

cidn de una sola dosis de cannabis (600 mg/Kg).

TABLA 10,- Actividad de las oxidasas microsdmicas -
totales en la f.p.m. de ratas tratadas =

con cannabis.

Experiencia TPNH
N2 Animal Tiempo (%) (. mol/mg/min)
—
1 a 4 -

26,95

c 29,07

2 a 34,89

_ 28,45

c 24,88

3 a 8 13,98

26,75

c 13,71

4 a 12 16172

c 14,15

.... Sigue



Cont, TABLA 10.

Experiencia

TPNH

Ne Animal Tiempo (%) Lk\mol/mg/min)
5 a 12 13,23
0 12,84
C 15,31
6 a 16 21,90
21,95
c 19,81
7 20 25,47
19,02
C 18,39
8 24 25,35
b 30,83
c 20,00
9 28,18
31,04
c 31,70
10 28,53
27,98
c 29,92

%) En esta tabla y las siguientes,

Tiempo, en horas

transcurrido desde el principio del tratamiento/

al sacrificio de los animales.
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TABLA 11.- Resumen de los valores medios de la acti-
vidad de las oxidaxas microsdmicas tota--
les en la f.p.m. de ratas tratadas con --

cannabis,

TRATAMIENTO . TPNH % Actividad
Ne Dosis Tiempo (h) (r~mol/mg/min)

CONTROL - - 34,13 ¥ 15,23 100

AGUDO 1 4 28,84 ¥ 3,35 84,50
(600 mg/Kg) :

1 8 18,14 ¥ 6,08 53,14
1 12 14,94 T 1,70 43,77
1 16 21,22 ¥ 0,99 62,17
1 20 20,96 ¥ 3,19 61,41

1 24 28,17 T 3,42 82,53
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TABLA 12.-~ Actividad de 1la aril—hidrocarburo-hidroxi
lasa en la f.p.m. de ratas tratadas con -

una dosis aguda de cannabis (600 mg/Kg).

Experiencia l ’ - AHH
Ne Animal Tiempo (h) iﬂ*amol/mg/min)
1 a 4 . 5,20

9,27

C -
2 5,10
c 5,45
3 8 6,27
4,26
c 6,97
4 a 12 4,63
b4, bt
c 4,26
5 16 4,44
3,26
c 8,48
6 20 4,84
5,71
c 6,66

esee Sigue



Cont. TABLA 12.

Experiencia

Ne

10

Anirp-:1 Tiempo (h)
24
c
c
a
c
a

AHH
(ml~mol/mg/min)

1,68
4,23
4,56

6,92
8,53
5,06

7,61
T,24
4,14

9,60
10,66
10,80

60



TABLA 13.- Resumen de los valores medios de 1la acti
vidad de la aril-hidrocarburo~hidroxila-
sa en la f.p.m, de ratas tratadas con --

cannabis,

TRATAMIENTO AHH % Actividad
Ne Dosis Tiempo (h) (mwmol/mg/min)
CONTROL - - 7,04 = 3,37 100
AGUDO 1 4 6,25 = 1,74 88,77
(600 mg/Kg) N
1 8 5,83 = 1,14 82,81
1
1 12 4,44 ~ 0,15 63,06
1
1 16 5,39 - 2,23 76,56
1 .
1 20 5,73 = 0,74 81,39

1 24 6,75 = 2,74 95,88
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3.2.- TRATAMIENTO CRONICO,

En las tablas 14, 15, 16y 17y figuras 3y 4, apare
ce la evolucidn de las actividades enzimaticas a lo largo/

de una intoxicacidén crédnica.

TABLA 14.- Actividad de las oxidasas microsémicas totales/
en la f.p.m. de ratas tratadas de forma crénica

con cannabis (300 mg/Kg en dias alternos).

Experiencia TPNH
2 Animal N2 Dosis Tiempo(x) (r_mol/mg/min)
1 a 9 3 5,52

b 4,40
c 2,97
2 a 7,00
6,52
c 7,30
3 a 12 4 3,37
2,93

C -—
4 a 3,88
3,41
c 4,07
5 a 15 5 2,09
1,75
c 2,26
6 a 1,80
1,87
c ' : 2,01

eees Slgue.
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Cont,TABLA 14, -

Experiencia TPNH

Ne Animal N¢ Dosis Tiempo (%) (r«mol/mg/min)

7 a 18 6 4,20

4,95

c . 4,54

8 a 24 8 5,75

' 4,88

C 5,66

(%) En esta tabla y siguientes, Tiempo, en semanas transcu-
rrido desde el principio del tratamiento al sacrificio/

de los animales.



TABLA 15.- Resumen de 1los valores medios de la acti
vidad de las oxidasas microsdmicas en la

f.p.m. de ratas tratadas con cannabis.

65

TRATAMIENTO TPNH % Actividad
N2 Dosis Tiempo (sem) (k,mol/mg/min)
CONTROL - - 34,13 = 15,23 100
CRONICO 9 3 5,61 = 1,53 16,43
(300 mg/Kg) N
12 4 3,53 = 0,40 10,34
1
15 5 1,96 = 0,17 5,74
bR
18 4,56 = 0,30 13,36
1

24 8 5,43 = 0,39 15,90
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TABLA 16.- Actividad de la aril-hidrocarburo-hidro
xilasa en f.p.m. de ratas tratadas con/
cannabis de forma crdénica (300 mg/Kg) -

en dias alternos.

Experiencia AHH
Ne Animal N92Dosis Tiempo(semn) Lﬁrmol/mg/min)
1 a 9 3 3,99 )
3,99
c ) 4,50
2 a 7790
7,35
C 5752
3 a i2 4 6,26
6,22
c 6,93
4 a 5,58
6,36
C ——
5 a 4,96
6,53 -
c 5,46

eeses Sigue



Cont., TABLA 16,

68

Experiencia

Ne

10

Animal

N¢ Dosis

AHH

Tiempo(sem) (mkmol/mg/min)

15

18

24

6,33
10,99

5,71
5,95
6,51

5,61
7,20
4,02

6 7,90
5,23
6,55

8 8,60
4,96
6,77
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TABLA 17.~- Resumen de los valores medios de la ac-
tividad de 1la aril-hidrocarburo—hidroxi
lasa en la f.p.m. de ratas tratadas con

cannabis,

TRATAMIENTO - AHH % Actividad
N Dosis Tiempo {sem) (m}mmol/mg/min)
CONTROL - - 7,04 i 3,37 100
CRONICO - 9 3 5,5 = 1,56 78,69
(300 mg/Kg) N
12 4 6,03 = 0,60 85,65
* L
15 5 6,54 - 1,88 92,90
L
18 6 6,56 - 1,09 93,18
L

24 8 6,77 = 1,48 96,16
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DISCUSION



DISCUSION

A lo largo del presente trabajo se ha observado/
gue influye de forma significativa la época del afio en que
se realizan los experimentes (Tabla 7). Al ver la diferen-
cia de resultados que se obtenian segin la estacidén en que
se realizaron los experimentos, ademds del estudio de los/
niveles enziméticos en animales control no tratados se afia

dié a cada lote de animales tratado, uno control.

Es importante resaltar en este tipo de trabajo =~
con animales que no solamente influyen condiciones endbge-
nas y factores externos (Formeyer, 1.9;9) como la estacio-
nal que hemos analizado, sino fjue también hemos observado/
que cualquier situaciédn meteéro]égica anémala aislada, co-
mo una tormenta etc. puede afectar los resultados de una -

experiencia.

~ No se llevaron a cabo experimentos en la época -
de mayor calor debido a la disminucidén observada en los ni
veles enzimdticos, tanto oxidasas totales, como aril-hidro
carburo-hidroxilasa. Por ello se prefirié trabajar en pri=-

mavera € invierno,

La edad de los animales, no influve en las acti=-
vidades enzimaticas (Tabla 8) dentro de un margen compren-

dido entre los 3 y 9 meses,

El sexo no parece influir tampoco en los niveles
enzimdticos determinados (Tabla 9), pero se prefirié traba

jar exclusivamente con animales con animales macho.

El tratamiento agudo con cannabinoides, no pare

ce afectar al cabo de 24 horas las actividades enzimdticas
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de las oxidasas microsdmicas totales y aril-hidrocarburo-
hidroxilasa, lo que tratamos de confirmar con el estudio/
de la evolucidn de la intoxicacidn aguda, sacrificando --
los animales a distintos tiempos después de la administra

s
cion.

En este estudio se vid una inhibicidén méxima a/
~las 12 horas de ambas actividades enziméticas, aparecien-
do un 56,27% de inhibicidn en las oxidasas microsdmicas,/
dependiente de TPNH, implicadas en la oxidacidn de compues
tos alifdticos, y un 36,94% de inhibicidn en la aril-hidro

carburo-hidroxilasa, que oxida los compuestos aromdticos,

Ambas actividades enzimdticas se van recuperan-
do a partir de las 12 horas, y se acercan a los niveles /

normales a las 24 horas (Tabla 11 y 13).

En el tratamiento crdnico, se observa que los -
productos canndbicos son fuertes inhibidores de los meca-
nismos de oxidacidn en el higado, y afectan especialmente
a las oxidasas microsdmicas. Esta actividad queda reduci-
da al 5,74% del control a las 5 semanas, que representa /

un 94,26% de inhibicién (Tabla 15).

Sin embargo, la aril-hidrocarburo-hidroxilasa -
parece menos afectada. S6lo en el tratamiento crénico a -
las 3, & 4 semanas presenta un 15-20% de inhibicidn (Ta--
bla 17). Cabe penSar que la actividad de esta enzima se -
mantiene alta por ser la utilizada por la célula para la/

hidroxilacidén metabdlica de los cannabinoides.

Esto coincide con otros resultados obtenidos en
estos laboratorios en los que otra enzima implicada en el
proceso de desintoxicacidén, uridin-difosfo-glucosa deshi-

drogenasa, aparece muy activada (Repetto y col. 1.981).
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Si bien el efecto inhibidor de los cannabinoides
sobre los sistemas enzimaticos puede ser consecuencia de -
la inhibicidn que sufre la sintesis de macromoléculas, &ci
~dos nucleicos y protefinas (Nahas y col. 1.976; Nahas, - =~
1.978), c.n el presente trabajo podemos deducir claramente
que los cannabinofdes actilan de forma bastante especifica/

como inhibidores de los sistemas enzimdticos oxidativos.
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CONCLUSTIONES

18,.- Se ha comprobado la importancia de la in--
fluencia de la época del afio en que se efectia el estudio
y de las alteraciones meteoroldgicas,en los pardmetros me

tabdlicos,

22 ,~- Tras la administracidn de una dosis alta -
de cénnabiﬁoides (600 mg/Kg),se manifiesta a las 12 horas
la maxima inhibicidn enzimdtica (56,27% en las oxidasas/
totales y 36,94% en la AHH). Ambas actividades enzimdticas

estdn recuperadas a las 24 horas.

32,- En el tratamiento crénico (300 mg/Kg/alter
no), las oxidasas totales manifiestan fuerte inhibicidn, -~
que es méxima a las 5 semanas (94,26%). La AHH sufre lige

ra inhibicidn,que es mdxima a las 3 semanas (21,31%).

La,-Como conclusidén general, puede afirmarse que
los cannabinoides son inhibidores especificos de los sis-

temas enzimdticos oxidativos.
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