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Comisién de_enzimas; los nimeros indican
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Acido etilendiaminotetraacético
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Glicerin-3-fosfato-deshidrogenasa
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Organization for the Economic Cooperation

and the Development.

(Organizacién para la

Cooperacién y Desarrollo Econémico)d.

Hidroxi tetrahidrocannabinol

Ortofosfato inorgénico

Fosfo-fructo-quinasa

Via oral

Peroxidasa

Pirofosfato inorgénico

Polivinil pirrolidona

Via subcuténea

Standard Operating Procedures

(Procedimientos Normalizados de Trabajo).

Acido tricloroacético



THC: Tetrahidrocannabinol

a=~THC: Posicién del doble enlace de los distintos
isémeros del tretrahidrocannabinol.

THC-COOH: Acido tetrahidrocannabidiélico

Tris: Tris (hidroximetil) aminometano

UMP, UDP, UTP: Mono-di y tri-fosfato de uridina

UDPG: Uridin-difosfo-glucosa

UDPGA: Acido uridin-difosfo-glucurénico

UPPG~DH: Uridin-difosfo-glucosa-deshidrogenasa



A JUAN ANTONIO



INDICE



INDICE

INTRODUCCION. « it iiie it ennsnassscsnnsssssanssnsnnas teateeiiaeartioaann 1

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

-~ ANTECEDENTES HISTORICOS. ... ittt it ittt iiiaaensanns 6
= BT AN C A, L i e i e s e e s e e 8
S RUIMICA. L i i i e e e e e 17-
= TOXICOCINET I A, o ittt i e e e i s o st aaas 22
= TOXICODINAMICA. . . i i i i s i it et a s i e 30
- POTENCIAL APLIACION TERAPEUTICA. .. ... i ivivvrivnnnnnnnnarsaaanany 44

PARTE EXPERIMENTAL

- PLAN DE TRABAJO

- Hipétesis de Trabajo............. R T TR T N 45
- Plan de Trabajo............ Ceeees e e 47

- MATERIAL Y METODOS

- Material
1o Andmales. . i i e i e e 49
2.- Productos utilizados en los tratamientos................. 52
3 ReBCLIVOS. v i e e 53
4.- Aparatos utilizados.......... . . i i i i e 54
- Métodos
1.- Modelo Animal....... ittt iaranaseinnn 55
2.- Sacrificio de los animales y preparacién
de 108 teJ1doS. v i it it i i i s e i c e e e s 56
3.- Métodos Analiticos...... . ittty 57
3.1.- Determinacién de amoniaco en sangre................ 57
3.2.~ Determinacién de glucégeno en higado............ .. 958
3.3.- Determinacién de GluCoSa......civviiiiiiiieinannn 59
3.4.- Determinacién de fosfofructoquinasa................ 60
3.5.~ Determinacidén de glutamina sintetasa............... 62

3.6.- Determinacién de glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa. ... covvvererinnutinsrtoies ooy 64



3.7.- Determinacién de uridindifosfoglucosa

deshidrogenasa. . ..o vviii i i i e 65
3.8.- Determinacién de proteimas............co v, 66
3.9.- Determinacién de fosforilasa............cooviivint, 67
3.10.- Determinacién de ;nsulina ......................... 69

4.- Métodos estadisticos
4.1.- Estadistica basica........cciviiiiiiiiiii i 70
4.2.- Comparacién de medias de cada parametro |
entre animales control y cada tiempo de
sacrificio de cada uno de los tratamientos......... 70
4.3.- Comparacién de medias de cada parametro

dentro de un mismo tratamiento para ver

la influencia del tiempo de sacrificio............. 70

4.4.~- Comparacién de medias entre tratamientos
para cada parametro y tiempo de sacrificilo......... 70
= RESULTAD S, ot vt i it i i i et i i e e e e e 72
DISCUSION. ... iiiiiiiiaierenenecansaanes creresidenens teeetereseaasnane 162
CORCLUSIORES. (. it tiiiiiiitenaaeeassetesanesnsasesnssonesassassonsnnns 173



INTRODUCCION



INTRODUCCION

La resina de cannabis es una mezcla muy compleja de productos
procedentes de la planta Cannabis sativa L. Se han llegado a identificar
421 componentes, lo que dificulta la investigacién y la interpretacién
de los resultados (Turner, 1.980).

Es el téxico tradicionalmente més utilizado en la drogadiccién
Junto con el tabaco y el alcohol, aunque en la actualidad ha aumentado
de forma muy considerable el consumo de otras drogas de adiccién mAs

téxicas como son la heroina y la cocaina.

Se encuentra sujeta a las legislaciones sobre estupefacientes y
sobre sustancias psicotrépicas. En cuanto estupefaciente esta
contemplada en el Convenio Unico Internacional de 1.961, recogido en la
Ley 17/1.967, enmendado por el Protocolo de 1.972, publicado en el
B.O.E. de 4 de noviembre de 1.981. La Orden del Ministerio de la
Gobernacién de 31 de julio de 1.967 (B.0.E. de 17 de agosto de 1.967),
que publicaba las Listas del citado Convenio incluia al Cannabis y su
resina, extractos y tinturasr en la Lista I, correspondiente a los
estupefacientes propiamente dichos sometidos a rigurosas medidas de
control, y en la Lista IV que abarca a las sustancias cuya produccién,
fabricacién, comercio y posesién estad prohibida. Como sustancia
psicotréopica estad regulada por el Convenio de Viena de 1.971, ratificada
por Espafia en 1.973‘y ﬁublicada en el B.O.E. de 10 de septiembre de
1.976 en cuya Lista I del Anexo I (B.0.E. 13 de abril de 1.976), se
prohibe el uso, fabricacién, comercio y tenencia de todos los isémeros

del tetrahidrocannabinol, entre otros psicotropos.

El Consejo Econémico y Social de las Naciones Unidas, en su
Resolucién 1984/22 sobre el problema del cannabis, aprobada a instancias
de la Comisién de Estupefacientes, recomendé a todos los gobiernos que
combatiesen el uso indebido, el trafico ilicito y el cultivo de 1la
planta. En esa misma resolucién el Consejo recomendé que se prosiguiese
e intensificase la investigacién de los efectos a largo plazo que puede

producir su consumo.



Profundizar en el conocimiento de la Toxicologia de los productos
canndbicos no solo puede contribuir a mejorar las técnicas del
tratamiento clinico de la adiccién, sino también a clarificar criterios
en relacién con las medidas legislativas y administrativas para la
prevencién y control, asi como a proporcionar una correcta informacién y
apoyo a los programas educativos destinados a jévenes en edades en las

cuales la droga sea "un atractivo®.

Los estudios sobre el cannabis han sido muchos y muy profundos,

sobre todo desde finales de los afios 70.

En la Figura 1 se ﬁmestra un diagrama en el que se reflejan los
porcentajes de las publicaciones dedicadas a los distintos temas de
interés, elaborado a partir de la revisién bibliografica realizada por

nosotros con motivo de esta memoria.



Fig. 1.- Distribucién porcentual de los principales temas de interés en
las publicaciones sobre el cannabis, de un total de 1976 citas
bibliograficas consultadas que abarcan un pericdo de 16 afios

{1973 a 1989).
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—~ Otros efectos somdticos: en muchos de ellos estd implicado el sistema
nervioso.

- Adiccidn: incluye legislacidn, aspectos socio-culturales y programas
educativos.

- Quimica: incluye toxicocinética y anélisislquimico.

— Mecanismo: se refiere a mecanismos de accidn molecular, enzimaticos,
hormonales y otros.

- Varios: incluye revisiones, generalidades y boténica.



Como se observa en la figura la mayor proporcién de publicaciones se
refiere a los efectos (38.72%), dentro de los que destacan los
referentes a los efectos somaticos (14.22%). De éstos el 4.45%
corresponde exclusivamente al sistema nervioso, que también esta
considerado en el grupo de otros efectos somAticos. Les siguen en
frecuencia los trabajos dedicados a toxicidad sobre la reproduccién
(actividad sexual y descendencia), y sobre el comportamiento, asi como a
las interacciones con anestésicos, otras drogas de adiccién y de los
distintos cannabinoides entre si. Otros focos de interés son los
problemas derivados de la adiccién, tanto respecto al drogadicto en si

como a las repercusiones sociales, legislativas y educativas.

En todo el periodo considerado en la revisién destaca el constante
interés en el anadlisis y determinacién de los productos cannébicos en la
droga procedente de distintas &ras geograficas, asi como el de las
sustancias activas y sus metabolitos en sangre y orina de consumidores.
En este sentido se observa un esfuerzo continuado en la aplicacién a
este problema de las mis modernas técnicas instrumentales de anélisis

quimico disponible en cada momento.

Debe seflalarse que un significativo porcentaje de publicaciones
(8.95%) se ocupa de posibles aplicaciones de los cannabinoides con fines

terapéuticos, especialmente como antieméticos.

Por Gltimo, es importante llamar la atencién sobre el hecho de que,
aunque se ha realizado un esfuerzo considerable por aclarar el mecanismo
molecular de accién (13.51% de las publicaciones), éste se halla todavia
sin resolver. Sigue siendo, por tanto, de enorme interés el proseguir
ahondando en los mecanismos de accién profunda de los cannabinoides y de
la fraccién no psicoactiva, tanto desde el punto de vista del
conocimiento cientifico como con la intencién de potenciar sus efectos
beneficiosos y contrarrestar los téxicos, con vista a una perseguida

aplicacién terapéutica.

Con estos objetivos, hemos dirigido nuestro esfuerzo, desde hace
afios, al estudio de alteraciones bioquimicas producidas en animales de

experimentacién en intoxicacién aguda y crénica, interesandonos tanto



por los mecanismos de destoxicacién como por otras vias metabbélicas en

higado y cerebro.

En este trabajo hemos estudiado las variaciones que en el
metabolismo hepaAtico de la glucosa se pueden producir por
administraciones unicas de cannabis, tanto en forma de resina como de

tetrahidrocannabinol puro.
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ANTECEDENTES HISTORICOS

La planta del Cannabis es oriunda del é&rea geografica comprendida
entre los mares Caspio y Negro, de ahi pasé a Persia y a la India,
cultivandose en el Extremo Oriente desde la mAs remota antiguedad
(Bouquet, 1.950).

Aunque se han encontrado restos de cAfiamo en urnas funerarias de la
prehistoria parece ser que su conocimiento y uso como fibra textil y
como planta medicinal data de 5.000 a 4.000 afios a.C., segin algunos
autores y segun Font Quer (1.973) de 8 siglos a.C. Otras informaciones
dicen que se encontraba en el herbario del Emperador Chino Nung en el
afio 2.737 a.C. (Winek, 1.977). |

La referencia médica mis antigua aparece en el libro de Dioscérides
(afios 80 d.C.) donde se la menciona como planta afrodisiaca. También

Galeno habla de ella y de su uso terapéutico.

Existen documentos histéricos en los que se prueba que. en el siglo
XI Hassan Ibn Sabah formé un poderoso ejército que le obedecia
ciegamente porque embriagaba a los hombres con hachis y asi consiguis
dominar Siria y Persia (Maccagno, 1.975).

Al parecer se utilizé de forma abusiva en la Edad Media y bubo que

frenar su consumo con leyes muy severas.

En Espaﬁa cuentan algunos historiadores que la usaban los moros para

soportar los tormentos a que los sometia Ya Inquisicién.

Ramazzini, médico del siglo XVIII estudié sus efectos téxicos, pero
las primeras investigaciones cientificas se deben a 0'schenghnessy que

llevé a cabo estudios farmacolégicos con la planta (Maccagno, 1.973).

Moreau de Tours en su libro "El hashich y la alienacién mental®
(1.845) describe los efectos téxicos y alucinatorios y llama la atencién
sobre el peligro de su uso por producir deterioro individual y social y

provocar dependencia.

El primer producto cannédbico aislado pof Vood y col. en 1.896 fué el

cannabinol, (como veremos mis adelante) y en 1.903 Frankel lo purifica.



A partir de aqui comienzan los estudios experimentales de esta droga.
(Maccagno, 1.975).

El consumo de 1la planta en sus diferentes preparados, que
consideraremos mAs adelante, y sus derivados se conocia en India y China
desde antiguo y se extendié por Oriente Medio y Africa traido por
mercaderes musulmanes, llegando a ser para ellos como el alcchol para la

cultura cristiana.

El “cannabismo" permanecié circunscrito dentro de los limites del
ambiente bohemio-artistico hasta la década de los 50 para difundirse en
los afios 60 por toda Europa y América y en todas las clases sociales.
Esto estimulé un interés, adn vigente, de sociélogos, gobernantes,
sanitarios y cientificos, en el estudio de diferentes aspectos de esta

drogadiccion.
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BOTANICA

Sistematica

Cannabls sativa L. es una planta diéica perteneciente a la clase de
las Dicotiledoneas, orden 49, Urticales, familia Cannabinaceas
(Strasburger y col., 1.960; Gola y col., 1.965).

Pertenecen al mismo orden las familias Ulmaceas <(olmo, almez),
Moraceas (morera, higuera) y Urticaceas (ortiga) y presentan tanta
semejanza con las Cannabindceas que algunos autores (Gola y col., 1.965)
opinan que se podian reunir en una familia unica. Emberger (1.960) en su
tratado de BotAnica SistemAtica clasifica a las Cannabiné&ceas como tribu

dentro de la familia Moraceas.

La familia Cannabinaceas estd formada sélo por dos géneros, ambos
con interés farmacolégico, que son: Humulus cuya especie mas
representativa es H. lupulus, planta aromatica utilizada en la
fabricacién de la cerveza y con propiedades antibiéticas y Cannabis.

El género Canpnabis estd constituido por una unica especie boténica,
C. sativa, clasificada por Linneo en 1.753 basandose en ejemplares
procedentes de la India, con diversas formas encontradas que aunque
descritas con nombres distintos (Cannabis indica, mexicana, americana...
etc.) (Emboden, 1.972) ho son mAs que variedades debidas a condiciones
climaticas, regionales y al cultivo con distintos fines. Asi la
frondosidad, tamafio, caracteristicas morfolégicas, produccién de fibras,
aceites o resinas... etc. son tan variadas que la clasificacién botanica

es muy dificil y objeto de polémica.

En el "Manual de Materia Médica y Terapéutica® ( Farre, 1.866)
aparece C, indica definida como “"extremo floral de la planta femenina
seca a la que no se ha extraido la resina" pero no como especie botéanica
distinta de C, sativa.

Los botéanicos de habla inglesa tienden a considerar una sola especie
con tres variedades productoras de fibra, de aceite y de droga

respectivamente (Dewey, 1.914).



Janischeuski describe en 1.924 una especie nueva en el céflamo
silvestre que crece en el sureste de Rusia, (. ruderalis. Se diferencia
en el fruto, que es méAs pequefio, ovoide, duro, con perianto moteado y
persistente, pero una vez maduro el aquenio esté& incluido en el perianto
y se desprende con rapidéz. Sin embargo, €1 mismo no considera
definitivas sus conclusiones 1llegando a proponer una nomenclatura
alternativa C. sativa var. ruderalis (Small y col., 1.975 a, b).

Actualmente y como consecuencia de las implicaciones legales a las
que se encuentra sometida esta planta han surgidoe dos posturas muy
distintas (Small, 1.976). Algunos botanicos defienden la existencia de
tres especies: C. sativa, C. indica y C. ruderalis, o dos, considerando
las dos primeras como C. sativa o C. sativa y C. ruderalis como Gnica y
C. indica como especie diferente. Asi Schultes, del Havard Botanical
Museum publica en 1.970 un trabajo defendiendo una especie uUnica y en
1.974 presenta una nueva revisién en la que concluye esta vez la

existencia de tres distintas.

Después de los trabajos de los boténicos Forskall, Delille, Figari,
Christiason, Baillon y otros, se admite una especie Gnica de (. sativa,
si bien la Sociedad de Naciones, acepta tres variedades (Documento 1.542
R. pag. 2) (Verdejo, 1.973): a) variedad vulgaris, b) variedad indica y

c) variedad sinensis.

Para establecer estas distintas variedades, se han basado los
boténicos en diferencias morfolégicas, pero hay que tener presente que
las caracteristicas de esta planta varian mucho por el cultivo o por

influencia del medio ambiente.

Small (1.975 a) realiza un estudio estadistico, para lo cual cultiva
2.500 plantas en las mismas condiciones (en campo abierto en Otawa,
Canadd) procedentes de 350 semillas de todo el mundo. Estudia 47
caracteristicas de estas plantas y las clasifica en tres grupos segin la

produccion de droga, a saber: téxicas, semitdéxicas y no téxicas.

Asi las plantas que producen mayor cantidad de resina y sin embargo
una fibra de muy mala calidad son las procedentes de paises meridionales
(Africa, Asia y Centroamérica) donde se cultiva con fines de

drogadiccién. Por el contrario en los ejemplares que proceden de
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regiones septentrionales, la produccién de resina es mucho mas escasa y
la segrega el pie femenino casi de forma exclusiva. La distincién clara
de estos grupbs s6lo ocurre en condiciones de cultivo ideales, pero
cuando la planta crece en estado salvaje se da un mayor numeroc de

variedades intermedias.

Las observaciones de Small en su experimentacién estén de acuerdo
con otros autores (Verdejo, 1.973; Luchi y col., 1.979; Baker y col.
1.983) que opinan que la secrecién de resina es un mecanismo de defensa
de la planta contra condiciones ambientales adversas (altas temperaturas
y falta de humedad) lo que explica su mayor contenido en las plantas
procedentes de climas meridionales. Cuando crece con agua abundante y
temperatura moderada, no es necesaria la resina como proteccién frente a
la desecacién, las plantas crecen mis y son mAs aprovechables por su
fibra. Entre estos casos extremos existen multitud de formas
intermedias, productoras tanto de fibra como de resina de diferentes
calidades. Por otra parte, plantas claramente establecidas como
productoras de resina o fibra de ©buena calidad, cultivadas en
condiciones ambientales distintas de las originales al cabo de unas
generaciones cambian sus caracteristicas a las correspondientes al nuevo

clima.

Por altimo, sabemos que la condicién biolégica indispensable para
establecer que dos poblaciones pertenecen a especies distintas es que no
sea posible la hibridacién. En el caso de (. sativa esto es siempre
posible (Small, 1.972) por lo que pare.ce poco riguroso proponer la
existencia de especies distintas basAndose en diferencias morfolégicas,

incluso bioquimicas por muy acusadas que estas sean.

Descripcidon botinica

C, sativa, de nombre vulgar céfiamo, es una planta herbacea anual que
presenta un tallo erguido, recto y rigido con seccién transversal
cilindrica, raiz pivotante, de aspecto aspexjo, color verde oscuro y con

ramas cortas y fragiles.

Las hojas se diferencian segin su ublcacién, las inferiores, que

ocupan précticamente la totalidad del tallo, son opuestas, palmeadas,
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presentando de 5-7 foliolos lanceolados y a veces ©-11, de bordes
aserrados y enteros en los extremos. Poseen peciolo muy largo con una

estipula rectiforme en la base.

En la parte superior del tallo, en las proximidades de lés
inflorescencias, las hojas que aparecen son alternadas o aisladas y de
morfologia diferente. No presentan peciolo y pueden ser simples y poseer
das o tres segmentos (disectas, trisectas). Sus bordes son también

dentados pero no se desarrollan tanto como las inferiores.

Bs una planta didica, siendo el pie femenino mas fuerte'j frondoso
que el masculino que es pequefio, delgado y se marchita rapidamente
después de la floracién (Strasburger, 1.960; Quimby, 1.974). (Fig. 27.
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Las flores masculinas (Fig. 3) se agrupan en racimos, son mas
pequeflas que las femeninas, de color amarillo verdoso. El caliz 1lo
forman cinco sépalos que rodean a cinco estambres, episépalos, en
disposicién opuesta, con grandes anteras colgantes. En el centro del
androceo, se observa en ocasiones un ovario rudimentario que en
determinadas condiciones, temperatura baja y poca iluminacién, se puede

desarrollar y dar lugar a pies hermafroditas (Shaffner, 1.923).

Las flores femeninas (Fig. 4) forman racimos muy contraidos de cimas
interpuestas con bracteas foliaceas. Bl perianto de las flores femeninas
forma un cono por cuyo extremo asoman dos estigmas largos de color
rosado rojizo. El c&liz es urseolado, ovario supero sentado, bicarpelar
y unilocular que contiene un évulo campilotropo el cual da lugar en la
madurez a un aquenio blando globular, griséceo, rodeado por una bractea
muy rica en gléndulas secretoras de resina. La fecundacién es por

chalazogamia.

Las semillas pobres en albumen, con cotiledones carnosos anchos y

gruesos, son ricas en lipidos y aleurona.

El fruto, cafiamén, (Fig. 5) es un aquenio éeco. redondo, comprimido,
formado por dos mitades hemisféricas, de olor aromitico y sabor
ardiente. Los caflamones se han utilizado como alimento de aves. Por su
contenido en aceite se aprovecha para la fabricacién de Jjabones,
pinturas y barnices. Una vez extraido el aceite, el fruto se puede

utilizar como fertilizante y como cebo para peces (Verdejo, 1.973).

Fig. 3
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En sus células epidérmicas se observan pelos cistoliticos con
depésitos de carbonato célcico y en la inferior pelos tectores
unicelulares muy comprimidos, y ambos curvados hacia la direccién del
&pice de la hoja. Los haces liberianos forman cordones de 1 4 2 metros
de largo de gran interés como fibra textil. Con este fin se cultiva en

Espafia, principalmente en Alicante.

Otro fin de su cultivo es obtener la sustancia psicoactiva de la
resina. Esta es segregada por los pelos glandulares que se encuentran en
toda la parte vegetativa, tanto en el pie femenino como en el masculino
(Agurell, 1.970); Maurisse (1.891) en su tesis “Le Hachich" observé

érganos secretores internos.

El nimero de pelos y su grosor aumenta a medida que crece la planta;
estan dispuestos principalmente en las hojas superiores y en las
sumidades floridas. La resina por tanto, la segrega tanto el pie
masculino como el femenino, aunque proporcionalmente el femenino segrega
m4s al ser mids frondoso. También, dado que la planta masculina se seca
inmediatamente después de la floracién, se explica la falsa creencia de

que s6lo el ple femenino segrega resina (Agurell, 1.970).

Para identificar una planta de Cannabis y poder distinguir sus
distintas variedades, se necesita un ejemplar entero y fresco y contar

con taxonomistas expertos (McBay, 1.977).

La identificacién histolégica y/o histoquimica a partir de restos
no completos o de planta seca triturada se basa en la observacién al
microscopio del polvo e identificacién de los cistolitos y de los
depésitos de carbonato calcico en la base de éstos. También puede
bacerse un estudio de los pelos glandulares que forman dos tipos de
tricomas: testores y glandulares pluricelulares. AdemAs se observan
fragmentos de estigmas, células epidérmicas, restos de bracteas... etc.
(Furr y Mahlberg, 1.981).

Sin embargo, con un estudio histolégico, aunque se hayan observado
todos los elementos tipicos no podemos llegar a ninguna afirmacién
rotunda ya que otras plantas los pueden poseer (Nakamura, 1.969). Por
ello, es necesario un estudio quimico para identificar y cuantificar los

principios activos y poder establecer diferencias entre las distintas
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variedades, teniendo en cuenta que el contenido en resina depende del
clima y de otros factores ecolégicos al igual que de la forma de
recoleccién y almacenamiento (Davis y col., 1.963; Lerner y Zeffert,
1.968; Joyce y Curry, 1.970; Repetto y Menéndez, 1.972; Luchi, 1.979).

Dentro de las caracteristicas consideradas por Small (1.975 a) en el
estudio citado anteriormente, valora el contenido en a® y &a®
tetrahidrocannabinol, cannabidiol y cannabinol por cromatografia gaseosa
relaciondndolo con el origen geogrédfico de la semilla, confirmado
recientemente por otros autores (Avico y col., 1.985; Cortis y col.,
1.985; Felby y Nielsen, 1.985 y Taylér y col.; 1.985). Llega a la
conclusién de que en las regiones situadas al norte del paralelo 302 de
latitud norte, los pies femeninos producen mis resina, esta resina es
pobre en tetrahidrocannabinol y predomina el cannabidiol. Las
originarias de regiones del sur de ese paralelo producen mayor cantidad
de resina, de la misma calidad la de los pies femeninos que la de los
masculinos; es muy rica en tetrahidrocannabinol y menor su contenido en
cannabidiol, sin llegar a florecer en las condiciones del experimento

realizado en Otawa.

Ademés de las diferencias cuantitativas en cuanto a la composicién
de los cannabinoides segin el origen geografico, se da un perfil
caracteristico de los érganos dependiente del fenotipo en el que influye
la madurez de la planta el sexo, la colocacién del érgano y el
procedimiento de muestreo. Tanto los granos de polen como la semilla

practicamente carecen de cannabinoides (Hemphill y col., 1.980).
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FORMAS DE CONSUMO

El preparado de la planta para el consumo se realiza de distintas
formas, que reciben diferentes nombres que varian de unos paises a

otros. Estos son:

- Hierba: hojas y sumidades floridas picadas como tabaco con las que
se hacen cigarrillos que se consumen fumados. En éstos suelen

encontrarse semillas. Se denomina:

~ Grifa (Marruecos y Espafia)
-~ Marihuana (EE.UU.)

- Marijuana (México)

-'Dagga (Sudéfrica)

-~ Hemp (Gran Bretafia)

~ Maconha (Brasil)

- Kiff o Kiffi (Marruecos)

- Polvo: rapé de kiffi

- Polvo prensado

- Ganja (India): picadura de sumidades floridas comprimidas para

darle forma de bola.

- Bang, bhang o patti (India): macerados acuosos o alcohélicos de
picaduras de hojas secas, que se consume solo o con otros téxicos que se

afiaden (opio, datura, etc.).

- Resina: es el producto segregado por la planta espont&neamente en
pequefias gotitas. Se extrae en las mismas plantaciones por el roce (los
trabajadores utilizan unos delantales de cuero o unos lienzos donde
queda adherida la resina). También se puede extraer de la planta con
disolventes organicos. Se fuma en cazoleta, generalmente mezclada con
tabaco, o se ingiere afiadida a dulces o galletas. Es lo que se denomina
hachis, hashis o hash. La resina va mezclada a veces con polvo vegetal.
Se presenta en forma de comprimidos o barras que se conoce COmO

“chocolate". Se fuma generalmente mezclada con tabaco rubio.

- Aceite rojo: se obtiene por extraccién en caliente de la planta

con disolventes orgéanicos y posterior evaporacién (Repetto y col.,
1.985).
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En la bibliografia en espafiol se encuentran las expresiones “el
cannabis", "“la cannabis* utilizadas indistintamente por diferentes
autores; pensamos que hay aqui un punto mis de confusién, de los muchos
que participan en la toxicologia por cannabis. A lo largo de esta
memoria nosotros seguiremos el criterio de reservar el femenino para la
planta ("la planta cannabis*), y utilizar el articulo masculino (el
cannabis") para el conjunto de compuestos activos presentes en la planta
o parte de ella (picadura, hachis) o preparaciones de parte de la misma
(extractos, resina, aceite); por “cannabinoides® entenderemos las

distintas sustancias constituyentes de esta familia quimica.



QUIMICA
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QUIMICA

¥o es posible realizar un estudio farmacolégico y toxicolégico de la
cannabis, igual que de cualquier sustancia natural o de sintesis, sl no

se conoce su quimica en profundidad y con precisién.

El conocimiento de los componentes de esta planta no avanzé hasta
los afios 50 ya que estudios anteriores habian dado lugar a
comunicaciones que carecian del rigor cientifico de la investigacién
actual. AdemAs resulté dificil el aislamiento de los productos activos
del céfiamo debido a las variaciones que sufre en cuanto a su composicién
no sélo a lo largo de su vida vegetativa (Kushima y col., 1.980),, sino
ademds dependiendo de las caracteristicas de su recoleccién,
almacenamiento, comnservacién asi como del origen geogréfico (Bertol y
Mari, 1.980; Tucker y Graham, 1.981; Barni y col., 1.984).

Los principios activos responsables de los efectos euforizantes del
cannabis, por los cuales se consume como drogra de adiccibén, se
encuentran principalmente en la resina que segrega la planta, y se
conocen como “"Cannabinoides® a propuesta de Mechoulam y Gaoni en 1.967.
Bstos compuestos poseen una estructura carbonada que responde a un

esquema triciclico de dibenzopirano.

Existen distintos sistemas de nomenclatura con diferente numeracién
de los anillos de los cannabinoides. Un grupo de investigadores
consideran a estos compueétos como derivados del térpeno (Fig. 67, lo
que estA de acuerdo con sus precursores bioquimicos terpénicos
(Mechoulam y Shvo, 1.963); Adams y col. (1.942) por el contrario
utilizan la numeracién normal de los derivados del pirano (Fig.7). Una
numeracién y otra tienen sus ventajas y sus inconvenientes; nosotros
vamos a adoptar la terpénica debido a que muchos cannabinoides no poseen
el anillo de pirano, si bien en las referencias bibliograficas

respetaremos el criterio del autor de la cita correspondiente.
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En el siglo pasado ya se conocia que en los extractos de cafiamo
existian unas sustancias que precipitaban con los reactivos de
alcaloides. Los trabajos de Smith y Smith en 1.847 (a, b)mostraron que
los principios activos de la resina estaban contenidos en una fraccién
insoluble en 4lcali, de alto punto de ebulliciém, que se obtenia de la

planta por extraccién alcohélica.

El primero de los cannabinoides conocido fue el cannabinol (CBID,
compuesto fenélico aislado de la resina por Vood y col. en 1.896. Es
Cahn en 1.932 quien consigue purificarlo bajo la forma de acetato
cristalino y demuestra que es un derivado fenélico del dibenzopiramo.
Algo mAs tarde y gracias a los trabajos de Cahn en Inglaterra (1.933) y
Adams (1.940) en EE.UU., se establecié la estructura del CBN; Adams y
Baker (1.940) aislaron otro nuevo principio activo de la resina de
cannabis al que denominan cannabidiol (CBD) que es obtenido a la vez por
Jacob y Tood (1.940).

En la planta se ha demostrado que existe un ciclo biosintético, de
los cannabinoides que ademds los relaciona entre si. Fue Mechoulam
(1.970) quien establecié estas reacciones en cadena y demostré que los

cannabinoides que se habian aislado eran productos intermediarios.

Segun Mechoulam el proceso se inicia con la condensacién del Geranil
fosfato y el Olivetol que origina el Cannabigerol que a su vez se cicla
y produce el CBD que por otra ciclacién forma el Tetrahidrocannabinol

(THC) el cual por deshidrogenacién se transforma en CBN (Fig. 8).
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Segin otros autores el acido cannabidiélico es ‘otro producto
intermedio que por descarboxilacién da CBD (Grlic, 1.962; Korte y col.,
1.966; Noirfalise, 1.968) (Fig. 3) y existe una via de descomposicién

. del a® THC a CBN (Turner y Elsohly, 1.979)., (Fig. 9
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Aunque son posibles sels isémeros del THC debido a la isomeria de
posicién por la localizacién del doble enlace, sélo se han aislado del
producto natural los isémeros A'THC y A'<%°THC. (Hollister,
1.970; Mechoulam, 1.970).

Todos los cannabinoides que se han aislado de la planta bhan sido
preparados de forma sintética o semisintética en el laboratorio. El CBR
fue sintetizado por Adams y Baker (1.940) partiendo del Olivetol, Ghosh
y col. (1.940) lo sintetizaron por otra ruta y obtuvieron como.producto
intermedio el THC. En 1.965 Mechoulam y Gaoni obtienen CBN y THC por la
misma ruta, partiendo de Citral y la sal de litio del dimetil éster del
Olivetol. Petrzilka y Sikemeier (1.967) obtienen de forma especifica el
isémero (-) CBD con un rendimiento del 25%. Taylor y Stronjny (1.960)
presentan una sintesis del A®THC y A®THC en un solo paso en el que se

obtienen otros isémeros que no se encuentran en la planta.

Hay que citar también 1la presencia' de otros cannabinoides
identificados en 1los extractos de resina como cannabigerol,
cannabiciclol, cannacromeno, cannabivarol, AZTHC, acido A A'THC, Acido B
A'THC, é&cido cannabigerélico, &cido cannabindlico (Mechoulam, 1.973),
Cannabiripsol (Boeremn y «col., 1.979; Turner y col., -1.980) y
cannabiglendol (Turmer y col., 1.981). Gill y col.,en 1.970 comunican la
identificacién del cannabidivarin, compuesto homélogo al CBD pero su
cadena lateral es de tres Atomos de carbono (CzH») en vez de ser CsHia.
Merkus (1.971 a'y b) estudiando unas muestras de hachis de HNepal y
valorando su contenido en cannabinoides postula unos procesos
biosintéticos a partir del CBD y THC en los cuales se dan como

intermedios el cannabidivarin, el tetrahidrocannabivarin y cannabivarin.

Otros productos secundarios extraidos de la planta son alcaloides
como la nicotina, tetanocannabina, muscarina, colina y trigonabina
(Bercht y Salemink,. 1.969; Gill y col., 1.970; Samrah, 1.970; Klein y
col. 1.971). Bstos productos alcaloideos se extraen tanto de ejemplares
frescos de cannabis como de material seco, con un contenido semejante.
Se logran separar por cromatografia en capa fina cuatro alcaloides que
se denominan cannabaminas A, B, C y D, y-nas tarde se identifican por

espectrometria de masas.
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Vood y col. (1.896 a, b) detectan también en el cafiamo la presencia
de ceras, asi comp de aceites esenciales como carofileno, $ humileno, o
selimeno, limonemo y ¥ terpinemo (Martin y col., 1.961; Nigam y col.,
1.965; Lamberkovics y col., 1.979 y 1.981).

R] Il ! ! z I ia E ]I I

Se ha visto que existe un antagonismo farmacodindmico entre los
distintos cannabinoides (Farnsworth, 1.969; Mechoulam, 1.970; Repetto,
1.974) y que la actividad de THC estad ligada al radical del C 5. Asi se
ha demostrado que si cambia el radical n-pentilo de los cannabinoides
naturales, por el dimetil-heptil en un producto de sintesis, la

actividad aumenta cuatro veces (Grunfeld y Edery, 1.969).

Los dos isémeros dextro y levo del THC preparado por sintesis
también presentaron distinta actividad, asi la forma 1 es 4 6 5 veces
mhs activa que la d que a su vez es un 40% mAs activa que la racémica.
(Adams y col., 1.941).

Otros productos sintetizados por Mechoulam (1.970) han demostrado
distinta actividad debido a cambios estructurales. Asi cuando se
sustituye un hidrégeno aromhAtico por un radical metilo la actividad
disminuye y el producto se inactiva completamente cuando la sustitucién
es de grupos hidroxilos o carboximetilos. Otro cambio estructural que
disminuye la accién del THC es la acetilacién de los grupos hidroxilos
libres (Mechoulam, 1.970; Paton, 1.975). La actividad psicotropa esta
especialmente relacionada con la estereoquimica del sustituyente en el
Cl. Si ésta se mantiene, la actividad no se altera aunque cambien los
sustituyentes en el C2 y C6 (Mechoulam y col., 1.980, 1.988).



TOXICOCINETICA



22

TOXICOCINETICA

Para el estudio de la absorcién, distribucién, biotransformacién y
eliminacién de los cannabinoides se han utilizado sustancias marcadas
por técnicas biogenéticas (Gaoni y Mechoulam, 1.966), tal como el
cultivo de la planta en atmésfera de '4COz o utilizando productos de
sintesis. Asi Burstein y Mechoulam en 1.963 usaron A'<€°THC
especificamente marcado en el C-2 con tritio y Agurell y col. en 1.970

marcaron los hidrogenos aromAticos del A'THC también con tritio.

Para el estudio farmacocinético experimental del cannabis, se ha
utilizado la via inhalatoria, por ser la mAs usual en los consumidores,
y también la oral y la parenteral. Se ha visto que la via de
administracién afecta fundamentalmente a 1la distribucién de los
cannabinoides, ya que una misma dosis de A'THC por via intraperitoneal
permanece en la cavidad abdominal con escasa distribucién a los tejidos,
nmientras que por via intravenosa el paso a tejidos se realiza en cinco
minutos (Ho y col., 1.971; Layman y Milton, 1.971),

Los productos cannAbicos se transportan en la sangre unidos a
proteinas. Se sabe que el A'THC se une fuertemente a las a y B
lipoproteinas y algo a la albimina, por esta razén la concentracién de
A'THC libre en plasma es muy baja (Agurell y col., 1.970; Nilsson y col.
1.970; Valquist y col., 1.970; Vidman y Nilsson, 1.973; Widman y col.,
1.974 a). Klansner y col., en 1.975 publican un trabajo sobre la
distribucién del THC en el que parece que estd mAs relacionada con el
contenido en lipidos totales que con proteinas y fosfolipidos.

Cuando se estudian las concentraciones de 1los cannabinoides
marcados, en los distintos o6rganos, con relacién al tiempo, se observa
que si la via utilizada es la inhalatoria, a los 20 minutos la mayor
concentracién est4 en el pulmén y la menor en higado y testiculos. A las
8 horas la acumulacién aumenta en higado y disminuye en cerebro y
rifién. Hasta después de 7 dias se encontraron concentraciones residuales
en cerebro, pulmén e higado. (Ho y col., 1.970). En cerebro la
penetracién es mayor por via inhalatoria que por via intravenosa
(Leighty, 1.973).
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En estudios comparativos con fumadores habituales o no de marihuana
(Lemberger y col., 1,971) se comprobé que los cannabinoides marcados
permanecen en el plasma de los primeros un 50% mis tiempo que en los no
habituales, de lo que deducen la existencia de una induccién de las
enzimas hepaticas, aunque podia también interpretarse por desarrollo de
tolerancia. Mason y col. en 1.983 detrminan por RIA y posterior
confirmacién y cuantificacién por cromatografia gaseosa/masa el
contenido en THC y COOH-THC y sus concentraciones relativas en plasma de
fumadores activos y pasivos. Desde 20-30 minutos y hasta 4 horas después
de fumar, el derivado carboxilado predomina sobre el THC en los
primeros, mientras que en los pasivos ocurre al contrario, lo que aboga
en favor de una estimulacién de los mecanismos metabélicos destoxicantes

en el fumador activo.

El metabolismo de los principios activos de los cannabinoides es de
gran importancia. Los primeros estudios se llevaron a cabo tanto in vivo
(Burstein y Mechoulam, 1.963) en conejos tratados por via intravenosa
con A'¢S>THC tritiado en el C-2, como in vitro (Mechoulam, 1.970),
incubando A'THC con homogeneizado hepatico de conejo. En ambos casos se
ha comprobado que el THC se biotransforma en los microsomas hepaticos en
su compuesto hidroxilado. Asi el A'THC origina el 7-OH-A'THC (Fig. 100 y
su isémero A'¢S>THC el 7-OH-A'<®>THC. (Fig. 11).

Fig. 11

7--0H-A1 (6) THC
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Mechoulam también identificé en su trabajo in vitro otro metabolito

del A'THC que igualmente es otro compuesto hidroxilado, el 6-§-OH-a'THC.
(Fig. 12).

Se ha puesto de manifiesto que esta hidroxilacién es realizada por
una enzima monooxigenasa dependiente del oxigeno y del sistema NADP-
NADPH que se inhibe con monéxido de carbono lo cual indica que también
interviene el citocromo P-450. (Burstein y Kupfer, 1.971).

Estos metabolitos del THC se han aislado y sintetizado y cuando se
administran a animales se ha comprobado que su actividad es similar,
incluso superior a la del THC (Ben-Zvi y col., 1.971; Christensen y
col., 1.971). Esto indica que la actuacién farmacolégica del A'THC
requiere una transformacién previa en su 7-hidroxiderivado y explica que
algunos ne6fitos en el consumo de la droga la ingieran en gran cantidad

para inducir el sistema enzimAtico y comseguir su efecto.

Sofia y Barry comprobaron en 1.970 que no se alteraba la
hidroxilacién por la administracién simulténea de hexobarbital, que si
es impedida por el SKF-525-A (acetato de B dietil amino etil difenil
propilo) que inhibe las enzimas microsémicas metabolizadoras (James y
Fujimoto, 1.973; Estevez y col., 1.974). Cuando se produce esta
inhibicién los animales experimentan una depresién central, que hay que

achacar al THC original, y el metabolito es el estimulante (Repetto y
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Menéndez, 1.972). También aumenta la depresién por la administracioén
conjunta de THC, hexobarbital y alcohol etilico (Phillips y col.,
1.970).

Posteriormente los siete hidroxiderivados se transforman en el
higado en dihidroxi-THC (Fonseka y Widman, 1.977) y carboxi-THC (Ben-Zvi
y col., 1.974; Kanter y Hollister, 1.977; Yisak y col., 1.978; Nordqvist
y col., 1.979 a, b; Agurell y col., 1.979).

Se han aislado también mono y dihidroxiacidos (Harvey y Paton,
1,976, 1.980) y otros oso, hidroxi, dihidroxi, hidroxiacidos y cetonas
en distintas posiciones de la cadena lateral (Harvey y Paton, 1.976;
Nordqvist y col., 1.979 a, b; Harvey y col., 1.980 a, b ,c.

Se ha postulado que la formacion de los derivados hidroxilados seria
a través del doble enlace (Harvey y col., 1.980 b) con la formacién de
un epoéxido inestable aislado por Ben-Zvi en 1.980.

El CBN y CBD sufren un metabolismo semejante al de THC (Martin y
col., 1.976, 1.977; Kanter y Hollister, 1.977; Yisak y col., 1.977,
1.978; Fonseka y col., 1.977; Harvey y col., 1.980a).

La elimipacién de los principios activos del cannabis y de sus
metabolitos, se realiza por orina y también por bilis. Tanto el A'THC
como el A'“S>THC no se excretan en su forma libre, sino previa
conjugacién con el Acido glucurénico debido a la estructura fenélica
(Burstein y Raz, 1.972; Vidman y col., 1.974 b;Lyle y col., 1.977; Levy
y col., 1.978) dando lugar a diferentes glucurénidos.

La glucuroconjugacién se realiza en el higado y en esta reaccién
interviene una serie de enzimas por las que a partir de glucosa 1-
fosfato se llega al Acido uridindifosfoglucurénico (UDPGA) que es el
compuesto activo capaz de unirse al grupo hidroxilo del compuesto
orgAnico para producir el conjugado. Estas reacciones son las
siguientes:
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Glucosa-l-fosfato + Uridin trifosfato (UTP)
UDPG-pirofosforilasa

Uridindifosfoglucosa (UDPG) + pirofeosfato (PPi)
| 2 §AD~

deshidrogenasa
2 NADH

Acido uridindifosfoglucurénico (UDPGA)

UDPGA + ROH
glucuronil-transferasa
R-glucurénido + Uridindifosfato (UDP)

Los glucurénidos formados se eliminan por orina (Lemberger y col.,
1.970; 1.971; Kanter y col., 1.972; 1.974; 1,975; Kelley y Arnold,
1.976) y por bilis (¥Widman y col., 1.974 b; Siemens y col., 1.975).

Los metabolitos eliminados por la bilis se excretan por las heces,
pero en su mayor parte se reabsorben, desde el tubo digestivo(Ben-Zvi y
col., 1.970; Burstein y col., 1.970; Foltz y col., 1.970; Patom, 1.975).
Esta circulacién enterchepAtica es la responsable del retraso en la
eliminacién de los metabolitos activos y por tanto de su mayor vida
media (Neumeyer y Shagory, 1.971; Villiams y Smith, 1.971). Esta es de 7
dias, con una persistencia en el organismo de hasta 30 (Sutheiner y
col., 1,986)

En tejidos se han aislado cannabinoides y sus derivados hidroxilados

conjugados a acidos grasos, como forma de retencién de estas sustancias
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en organos ricos en lipidos (Leighty y col., 1.976; Leighty, 1.979,
1.980.

En orina y heces de fumadores se han aislado también numerosos
metabolitos de los que son cuantitativamente importantes el mono, el
dihidroxi y el carboxiderivado (Lemberger y col., 1.970, 1.971; Agurell
y Leander, 1.971; Kelley y Arnold, 1.976; Kanter y Hollister, 1.977;
Halldin y col., 1.982).

La identificacién de los cannabinoides y de sus metabolitos en
muestras biolégicas con fines clinicos o forenses, ha sido bastante
dificil. Hasta 1.970 sélo se habian identificado algunos cannabinoides
en saliva, sangre y orina por cromatografia en capa fina (Da Silva,
1.967); en orina de un muerto Heyndrickx y col. detectaron en 1.969, por
la misma técnica, CBN; y en boca y dedos de fumadores (Stone y Stevens,
1.969; Robinson, 1.971) pero sin poderlo identificar por cromatografia

gaseosa.

Repetto y Menéndez consiguieron en 1.970, identificar por
cromatografia gaseosa 1los constituyentes del humo del cannabis,
metabolitos en orina, restos en dedos de fumadores y productos
condensados y en la sangre de un individuo que sufrié una intoxicacién
aguda,

En la actualidad es de mayor interés identificar los metabolitos en
sangre y orina ya que ademAs puede dar informacién sobre el grado de
habituacién. Hoy dia estd muy difundido el uso de técnicas
inmunolégicas, fundamentalmente enzima-inmuncensayo (EMIT) para 1la
deteccién de camnabinoides en fluidos organicos ( DE Laurentis y col.,
1.982). Pero debido a la elevada incidencia de falsos positivos y de
reacciones cruzadas entre el amplio espectro de cannabinoides y
metabolitos, estos métodos, aunque de gran sensibilidad carecen de 1la
necesaria especificidad. Los resultados positivos deben por tanto
validarse con otros métodos, como cromatografia de gases/masa, que

permitan su diferenciacién y su cuantificacién.

El metabolito mayoritario en orina es el 11-nor-9-carboxi-a®THC
(Vhiting y Manders, 1.982; Vinson y Lopatofsky, 1.985; Elsohly y

Stanford, 1.985), asi como en sangre (Burney y col., 1.986).
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La cuantificacién de este metabolito en orina puede servir para
relacionar el tiempo transcurrido desde la absorcién de la droga.
Permanece dias en sangre y semanas en orina después de interrumpir 1la
ingestién o el fumado. Su presencia indica exposicién previa en un
tiempo indeterminado. Sin embargo, las relaciones THC-COOH
libre/conjugado en orina y la de cannabinoides totales/THC en plasma nos
informan del tiempo transcurrido desde la absorcién. El THC incambiado
no aparece practicamente en orina, en la que si se encuentra THC-COOH
constituyendo el 27% de un conjunto de hasta 117-120 de otros derivados
carboxilicos y dicarboxilicos minoritarios (Burney y col., 1.986). Se ha
encontrado diOH-THC en orina inmediatamente después del fumado pero no
al dia siguiente, por lo que este derivado podria ser un indicador de
consumo reciente (Hazan y col., 1.980), pero Burney y col. (1.986)
proponen como indicador reciente la relacién log THC-COOH/THC en plasma
que se corresponde con el logaritmo del tiempo, ademAs de la
cuantificacién de cada uno de ellos. Inmediatamente después de fumar dos
cigarrillos de marihuana, se encuentran en plasma concentraciones de THC
superiores a 100 ng/ml, pero a las 4-5 horas sélo 2-3 ng/ml. Por
ingestién, el contenido plasmAtico de THC es siempre menor, mientras que
el de THC-COOH y OH-THC son mayores que por inhalacién. En orina de
fumadores se encuentran concentraciones superiores a 15-20 ng/ml de

diOH-THC s6lo en las primeras 4-6 horas.

Las concentraciones sanguineas de A®THC nos indican si la ingesta ha
sido reciente o no, pero no dan idea de sus efectos. Sin embargo, la
determinacién de THC y THC-COOH en la misma muestra de sangre, presenta
potenciales ventajas forenses, para estimar el grado de deterioro y
tiempo de Gltimo uso de la marihuana por un individuo (Hanson y col.,
1.983).

También Mason y col. publican en 1.983 un método para diferenciar
entre fumadores activos y pasivos, segin las concentraciones de THC-COCH
y THC que se determinan en sangre. Concluyen que en plasma de un fumador
pasivo se encuentran bajas concentraciones de THC y siempre THC-COOH en

mayor proporcién que THC.

Jones publica en 1.985 un trabajo muy interesante en el cual opina

que para valorar la cinética de eliminacién urinaria, hay que relacionar
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concentraciones de metabolitos con creatinina, al igual que se hace para

otros farmacos.



TOXICODINAMICA
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TOXICODINAMICA

El cannabis representa uno de los mejores ejemplos de psicofarmacos
de accién miltiple y compleja; pese a haber sido estudiado de forma
extensa por muchos autores se siguen encontrando én la bibliografia
resultados contradictorios, o incompletamente explicados. Quizas esto
contribuya a que el mecanismo de accién todavia esté sin aclarar.

La razén primaria de esta complejidad de efectos es debida a la
variedad de productos psicoactivos presentes en la planta chyas acciones

farmacolégicas y téxicas pueden solaparse, sumarse o contrarrestarse.

Se ha considerado siempre a THC como el més importante de los
componentes activos, pero también participan en la accién el CBN y CED
que ademAs se encuentran en mayor proporcién. El &cido cannabidiélico es
inactivo, pero se transforma en THC cuando el cannabis se fuma. Por otra
parte los metabolitos hidroxilados son los responsables de la accién
euforizante de la droga (Farnsworth, 1.969; Hollister, 1.970; Mechoulanm,
1.970; Repetto, 1.974).

Se han adjudicado también acciones importantes a la fraccién no

psicoactiva de esta planta (Dalterio y col., 1.981).

En los Gltimos afios aparecen muchos trabajos experimentales en los
que se utilizan independientemente los distintos productos activos e
incluso productos puros de sintesis, lo que ha permitido importantes
avances en el conocimiento, pero a pesar de ello ain quedan por explicar

muchos puntos de su modo de accisén tanto individual como conjunta.

El estudio de los efectos de esta droga en humenos se complica ain
mis por una serie de factores: ademés de la dosis, participa la
personalidad del individuo y 1la influencia que sobre él1 ejerza umn
ambiente mAs o menos propicio, el hecho de que se trate de un individuo
ne6fito en el consumo o no y su grado de habituacién; el momento en que
se realice el estudio en cuanto a la fase cronolégica de la adiccién. De

éstas se consideran las siguientes:

Fase I, de jinduccién: en esta fase se pueden producir sensaciones
contradictorias, tanto efectos euforizantes como disféricos, depresores,

panico o agresividad, risas o llantos.
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Fase 1I, de dependencia: en ella el individuo aumenta la dosis, la
consume sélo, adopta un cambio de conducta razonando su nueva filosofia
de la vida pero va perdiendo actividad y disminuye su rendimiento

laboral e intelectual.

Fase 1III, premérbida: el individuo se hace agresivo, paranéico,

receloso.

Fase 1V, patolégica: los fumadores habituales (“duros") pueden
llegar en esta fase a un estado patolégico de tipo esquizoide con toda

la sintomatologia de esta enfermedad (Repetto y col., 1.98%5).

Los sintomas caracteristicos tanto del cannabis como del THC
aparecen con dosis bajas; asi, se da ligera euforia desde dosis umbrales
de 50 pg/Kg por via oral (Isbell y col., 1.967). A medida que aumenta la
dosis se producen otros sintomas inespecificos como alteraciones
perceptivas y sensoriales, que pueden llegar a distorsién de la
percepcién, despersonalizacién, pérdida del sentido del tiempo y de la

realidad y alucinacliones visuales y auditivas.

Estos sintomas se acompaflan de otros signos como congestién de la
conjuntiva (Chopra y Chopra, 1.957), disminucién de la fuerza muscular,
aceleracién del pulso y alteracién de la presién sanguinea (Manno y
col., 1.970; Renaut y col., 1.972; Nahas, 1.973; Kawasaky y col., 1.980;
Stark y Dews, 1.980), asi como disminucién de la temperatura corporal
(Veil, 1.969; Zinberg y Veil, 1.970; McLean y Littletom, 1.977; Haavik y
Hardman, 1.980; Haavik y col., 1.980; Vaziri y col., 1.981), de la
secrecién salivar y de la presién intraocular (Isbell y col., 1.967;
Sidney-Cohen, 1.976; Green y col., 1.977 a, b).

El efecto cardiovascular del THC es bifasico: con dosis bajas la
frecuencia cardiaca disminuye, mientras que con dosis mas elevadas
aumenta. E1 THC también provoca una disminucién de la fuerza contractil
lo que progresivamente reduce el flujo sanguineo coronario. Por el
contrario el CBD produce un aumento de la frecuencia cardiaca
dependiente de la dosis con aumento de la fuerza contractil y del flujo
sanguineo coronario. Este efecto antagénico del THC y CBD puede explicar

las variaciones en la respuesta cardiovascular del cannabis dependiendo
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de la concentracién de estas sustancias en el preparado (Husain y Khan,
1.085).

En fumadores de marihuana se ha observado disminucién de la
capacidad vital y obstruccién de las vias respiratorias superioreé. Las
lesiones del parénquima pulmonar consisten en -alveolitis focal
diseminada, caracterizada por fenémenos granulomatosos de infiltraciones
densas de macréfagos, asociados con depésitos de colesterol. Estos
efectos son distintos a los producidos por el tabaco (Mechoulan, 1.976;
Nahas, 1.978; Babers y col., 1.987; Gong y col., 1.987; Wu y col.,
1.988). Hay que seflalar también el mayor riesgo de céncer de pulmbén que
presentan los fumadores de hachis frente a los de tabaco debido al mayor
contenido de benzopireno en el cigarrillo de bhachis (Repetto y col.,
1.685).

El  cannabis afecta de modo significativo las funciones
cognoscitivas, tanto mAs cuanto mhs elevada es la dosis y mis compleja
la tarea, como lo demuestran los numerosos estudios sobre comportamiento
realizados en grupos de humanos voluntarios, sometidos a pruebas
psicolégicas y de ejecucién de tareas o en animales con distintos tipos
de laberintos y de pautas de comportamiento de condicionamiento

operativo con y sin autoadministracién.

Son particularmente claros los efectos sobre el aprendizaje y la
memoria. Parece ser que en los consumidores de cannabls aparece un
deterioro de la memoria siendo la mAs afectada la inmediata y 1la
reciente, no afecténdose la permanente (Paton y Pertwee, 1.973; Vetzel y
col., 1.982; Hollister, 1.988), lo que ha sido comprobado en los

estudios realizados con animales (Sanz y col., 1.979; Essman, 1.984).

La revisién de la amplia bibliografia existente sobre el cannabis
sugiere que los cannabinoides ejercen acciones ubicuas produciendo
actuaciones en practicamente todos los sistemas biolégicos estudiados.
La meta principal de muchos de los autores parece haber sido identificar
el acontecimiento bioquimico o 1la via responsable del efecto
psicoactivo. Dado que este efecto es complejo, es logico pensar que
también sean miltiples los mecanismos implicados. Han despertado un

especial interés los efectos neuroquimicos. Para descifrar el mecanismo
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de la accién de los cannabinoides sobre el sistema nervioso central, se
han estudiado sus efectos en diversos neurotransmisores (Filipovic y
Trkovnik, 1.980; Ghosh y Bhattacharya, 1.980 a, b; Steger y col., 1.983;
Mendelson y Mello, 1.984; Markianos y Vakis, 1.985).

Aunque todavia no esta clara la accién del THC parece ser que tiene
particular importancia en 1la renovacién de la acetilcolina en el
hipocampo mediante un mecanismo GABA-érgico (Lindamoord y Colasanti,
1.980, 1.981; Revuelta y Cheney, 1.981). No obstante nb se puede
descartar la posible accién de un mecanismo dopaminérgico (Bloom, 1.982;
Machula y Barkov, 1.983; Cheongton y col., 1.988), con intervencién de
prostaglandinas que actuarian como moduladores (Bhattacharya y col.,
1.980; Coupar y Taylor, 1.982; Burnstein y col., 1.983; Hillar y Bloom,
1.983) y del AMPc , sobre el que los cannabinoides ejercen un efecto
bifasico. Con dosis entre 0'1-1'0 mg/Kg administrada via 1i.p. a
ratones, se encuentra un incremento de AMPc en cerebro, mientras que a
dosis mis altas, 2'0-10'0 mg/Kg, disminuye (Dolby y Kleinsmith, 1.974).

Estas alteraciones se corresponden con un efecto paralelo en la
adenilciclasa, enzima responsable de la ciclacién del AMP, cuya
actividad aumenta con dosis baja y disminuye o no sufre alteracién a

dosis alta de cannabinoides.

Al estar implicado el AMPc en el transporte de neurotransmisores a
través de las membranas sinépticas, sus efectos se pueden relacionar con
las modificaciones detectadas en éstos y en las acciones sobre el

comportamiento.

Se bhan observado también alteraciones en el contenido de histamina
cerebral (Fennessy y col., 1.983), corticoides (Puder y col., 1.982) y
catecolaminas (Poddar y Dewey, 1.980; Patel y col., 1.985). También
parece afectado el sistema serotoninérgico (Bhattacharya y col., 1.980;
Jonhson y col., 1.981; Taylor, 1.982) con diferente respuesta para los
isomeros del A® y a® del THC.

Se ha - comprobado un paralelismo entre la actividad de 1la
acetilcolinesterasa (AChE) y la monoamino oxidasa (MAO) cerebral y las
reacciones que experimentaban los animales, en tratamientos crénicos, de

28-91 dias de duracién, tanto con THC como con resina, a dosis bajas. Al
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principio del tratamiento (10 dias) los animeles manifestaban signos de
depresién del sistema nervioso central, incoordinacién, ataxia vy
pasividad. A los 28 dias evolucionaban a hiperactividad, irritabilidad
y agresividad, coincidiendo con una disminucién de 1la AChE. Con
tratamientos largos, de mAs de 90 dias, la inhibicién de la MAO coincide
con convulsiones clénicas de algunos de los animales; todos los cambios
neurotéxicos y neuroquimicos son reversibles después de 30 dias de

recuperacion (Luthra y Rosenkrantz, 1.974; Luthra y col., 1.975, 1.976).

Dado que el THC parece interaccionar con varios neurotransmisores y
que esta interacciéon presenta una cierta esterecespecificidad, se han
buscado receptores 'del cannabis para explicar estos efectos, aunque
basta la fecha no se han encontrado evidencias experimentales que apoyan
esta suposicion (Martin, 1.986). El efecto ejercido sobre receptores -
adrenérgicos, dopamina y opidceos y la unién a membranas neuronales de
ratas, parece deberse mAs bien a una alteracién del entorno membranoso
(Husain y Khan, 1.985).

Los cannabinoides se acumulan en tejidos grasos gonadales (Rawitch y
col., 1.979) y parecen interaccionar con receptores estrogénicos (Sawer
y col., 1.983) interfiriendo en la funcién propia (Morrill y col.,
1.983). Alteran la unién del estradiol a los tejidos (Chakravarty y
Ghosh, 1.981; Chakravarty, 1.983).

En ratém se ha observado la inhibicién de 1la secrecién de
testosterona (Dalterio y col., 1.977, 1.982, 1.983; Braunstein y col.,
1.980; Barnett y Chiang, 1.983; Kumar y Chen, 1.983).

El THC estimula la secrecién de proteinas fijadoras de androgenos en
testiculo aumentando asi 1la unién de éstos y disminuyendo la
concentracién de andrégenos libres; consecuentemente las células

afectadas se convierten en hipoandrogénicas (Husain y Kban, 1.985).

Ademés de los efectos directos en las génadas, el THC interfiere en
la secrecién hormonal de la hipésifis (Chakravarty, 1.982) de una forma
mas o menos directa (Hughes y col., 1.981). Bloquea la liberacién de
prolactina (Kramer y Ben-David, 1.978; Hughes y col., 1.981; Hughes y
Tyrey, 1.982; Markianos y Stefani, 1.982; Steger y col., 1.983; Dalterio
y col., 1.984; Harclerode, 1.984;‘ Mendelson y col., 1.984, 1.985) de
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hormona luteinizante (Besch y col., 1.977; Alozie y col., 1.978; Steger
y col., 1.980) y de hormona foliculo estimulante necesarias para la
ovulécién y el mantenimiento de la fase folicular <(Husain y Kban,
1.985). Los efectos de la exposicién prolongada del THC son reversibles
y los niveles hormonales hipofisarios recuperan la normalidad cuando

cesa la exposicién (Harvey, 1.984).

Ademds de los efectos hormonales el THC produce cambios enzimAticos
en los oérganos sexuales (Chakravarty, 1.981, 1.982) inhibiendo
fundamentalmente la oxidacién de la fructosa y la glubosa y la fijacién
de la glucosa en las células testiculares, con deterioro de los
mecanismos productores de energia necesarios para la espermatogénesis
(Husain y Khan, 1.985). Se ha observado igualmente inhibicién de las
isoenzimas de las esterasas testiculares (Goldstein, 1.977) y de la MAO

de Gtero (Chakravarty y col., 1.976).

El consumo de cannabis altera los mecanismos sexuales de hembras y
de machos de todas las especies, afectando a las funciones reproductoras
y al desarrollo de los fetos. A pesar de existir discrepancia en los
estudios llevados a cabo en los humanos y animales y dentro de ambos
grupos, pueden establecerse con claridad una serie de hechos, si bien
unos autores atribuyen algunos de estos efectos a productos no
cannabinoides de la droga (Virth y col., 1.981) o los consideran como
efectos secundarios a la disminucién del consumo de alimento y bebida y
a la pérdida de peso (Abel, 1.981).

En animales de experimentacién se ha comprobado inhibicién de la
espermatogénesis y de la movilidad de los espermatozoides (Tilak y
Zimmerman, 1.984; Zimmerman y col., 1.986) 1lo que coincide con la
oligospermia observada en hombres consumidores habituales de cannabis
(Husain y Khan, 1.985). |

La funcién reproductora se ha visto alterada en roedores machos
(Dalterio, 1.980) y en hembras con retrasos en la maduracién sexual
(Smith, 1.983; Field y Tyrey, 1.984; Smith y Asch, 1.984; Kumar y col.,
1.985; Martin, 1.985; O0'Connell y col., 1.987), incluso cuando la
exposicién ha sido perinatal (Dalterio y Bartke, 1.979).
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También se han encontrado alteraciones de 1la funcién sexual en
humanos (Halikas y col., 1.982; Erdolu y col., 1.98%5), perturbacién del
ciclo menstrual (Sanz y col., 1.981; Smith, 1.983) e inhibicién de la

ovulacién tanto en humanos como en animales (Kostellow y col., 1.980).

Parece que el consumo de cannabis, tanto en hombres como en mujeres,
afecta al crecimiento y desarrollo fetal (Greenland y col., 1.982,
1.983; Hingson y col., 1.982; Gibson y col., 1.983; Barr y col., 1.984;
Fried y col., 1.984; Loscalzo y caol., 1.984; Tennes, 1.984).

En animales se ha comprobado también disminucién de crecimiento
fetal en ratas (Abel, 1.980, 1.984; Qazi y col., 1,985; Hatch y Bracken,
1.987) con desmasculinizacién (Okey y Truant, 1.975; Dalterio y col.,
1.986) y embriotoxicidad en ratas, ratones y conejos aunque con leve si
no nulo efecto teratogénico (Abel, 1.979; Cozens y col., 1.980;
Rosenkrantz, 1.980; Rosenkrantz y col., 1.986).

Por otra parte existen pruebas de que el consumo del cannabis o del
THC puede provocar una disfuncién del sistema inmune en humanos (Yashia
y Vatson, 1.987) y en monos (Daul y Heath, 1.975). En roedores se ha
demostrado un efecto inmunosupresor de los constituyentes cannébicos,
asociado a la disminucién de la resistencia a determinadas bacterias y
virus (Zimmerman y col., 1.,977; Luthra y col., 1.980; Levy y Heppner,
1.980, 1.981; Baczynsky y Zimmerman, 1.983 a, b). Asi por ejemplo se ha
estudiado la disminucién de la resistencia a la infeccién vaginal por el
virus HSV-2 tras exposicién de ratones y cobayas a THC, que se ha
asociado con una disminucién de la inmunocompetencia humoral (Husain y
Khan, 1.985). Se ha comprobado también una inhibicién en la funcién de
las células NK ("natural killer cells") (Klein y col., 1.987; Kawakami y
col., 1.988).

Se estima que el aumento inducido por los cannabinoides en la
eliminacién de los corticoides podria determinar ciertos aspectos de la
supresién inmunitaria como la atrofia esplénica (Lefrowitz y Klager,
1.978; Husain y Khan, 1.985). La supresién de la inmunidad, tanto
humoral como celular, presenta una relacién con la estructura de los

cannabinoides tanto naturales como sintéticos (Smith y col., 1.978).
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Ya hemos indicado que de los mecanismos bésicos que pudieran
explicar la psicoactividad de los cannabinoides, debe descartarse de
momento la posibilidad de existencia de un receptor especifico. Por otra
parte los efectos tan generalizados en miltiples y variados sistemas

biolégicos hace pensar en mecanismos mAs ubicuos.

Desde el punto de vista fisico-quimico los cannabinoides son
fundamentalmente sustancias 1liposolubles <(coeficiente de particién
octanol/agua: 1.200) con gran afinidad por las lipoproteinas de las
membranas celulares y sistema nervioso. Este mecanismo ha despertado
considerable atencion por parte de los investigadores, estableciendo una

relacién de semejanza con los anestésicos volatiles (Martin, 1.986).

A bajas concentraciones, los cannabinoides fluidifican y por tanto
permeabilizan capas lipidicas, de un modo semejante a como lo hacen
dosis subtéxicas de aquellos farmacos (Lawrence y Gill, 1.975) y de
otros muchos xenobiéticos que realizan una accién no especifica sobre la
membrana, denominada accién estabilizante de la membrana, MSA (Henry y
Cassidy, 1.986). Esta consiste en una inhibicién de la despolarizacién y
por tanto del potencial de accién de las células excitables que se ha
observado sobre el sistema nervioso central y periférico y sobre
miocardio en <casos de sobredosis de alcoholes, barbituricos,

antidepresivos triciclicos entre otros.

El mecanismo de accién sobre los complejos lipido-protéicos de las
membranas todavia no es muy claro, y en algunos puntos los resultados de
los distintos autores son contradictorios. Estas discrepancias pueden
quizas deberse a las dosis consideradas, ya que varios de los parametros
estudiados presentan comportamientos bifasicos o reversion de los

efectos con el tiempo por adaptacién o tolerancia.

En lineas generales con concentraciones por encima de 107 K los
efectos encontrados son inespecificos, imputables solamente a la
liposolubilidad de los cannabinoides; aparecen cambios estructurales que
llegan hasta la desintegracién de las membranas. Por debajo de esa
concentracién se encontraron efectos esterecespecificos con alteraciones

exclusivamente bioquimicas (Nahas, 1.978).
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Existen por'tanto concentraciones limites para estos dos efectos que
dependen ademAs del contenido en lipido de la membrana y quizés también

del tipo de la molécula lipidica que la constituye (Chari-Bitrom,
1.976).

En 1.974 Laurent y col. determinaron el THC en sangre después de
fumar un cigarrillo de marihuana, que contenia 10 mg de THC. Los valores
encontrados fueron de 107 M, con concentraciones superiores en tejidos
con contenido lipidico mayor. Esta concentracién est&d muy préoxima a la

citada como limite productor de efectos estructurales o funcionales.

En tratamientos con cannabinoides se ha comprobado que se inhiben
tanto la ATPasa dependiente de Na*-K*, responsable del flujo de iones a
través de la nmembrana, como la Mg-ATPasa que cataliza las
transfosforilaciones. In vitro se ha comprobado que con concentraciones
-de THC de 10~ M, la Na*, K*-ATPasa desaparece completamente, mientras
que la Mg-ATPasa sélo se inhibe en un 40% (Laurent y col., 1.974),
También in vivo se ha comprobado esta inhibicién que se ha puesto de
manifiesto mAs claramente con tratamientos agudos que con los crénicos
(Repetto y col., 1.979).

En 1.975 Laurent y Roy realizéron un estudio del comportamiento
alostérico de estas enzimas y comprobaron que los cannabinoides no
modificaban la estructura de la molécula, pero se adhieren a la membrana

celular produciéndose cambios en su organizacién fisica.

Estos mismos cambios se seflalan en trabajos con eritrocitos y
mitocondrias hepaticas (Chari-Bitron, 1.976) e in vivo en la membrana
sinaptica (Lee y Olmsted, 1.976; Olmsted, 1.976).

Otro sistema de membrana que aparece alterado es el del AMPc y
enzimas relacionados, como adenilciclasa que como hemos visto ve
incrementada su actividad con dosis bajas de THC y disminuida a medida
que éstas aumentan (Dolby y Kleinsmith, 1.974).

Por otra parte pequefios cambios en el AMP. pueden repercutir em la
actividad de proteinkinasa, muy importante en los mecanismos de
regulacién enzimAtica, produciendo un efecto en cascada sobre otros
sistemas enzimAticos (Dolby y Kleinsmith, 1.977).
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Uno de los sistemas regulados por mediacién del AMPc, es la sintesis
y catabolismo del glucégeno, que como veremos mis adelante es uno de los

parametros mAs afectados por esta droga.

Otro importante efecto de los cannabinoides es la inhibicién de la
sintesis de macromoléculas, tanto &cidos nucléicos (ADN y ARN) como
proteinas. Esto fué observado por primera vez por Jakubovic y Mc Geer en
1.972 y confirmado por Nahas y Desoize en 1.974, en un experimento in
vitro, utilizando 1linfocitos humanos cultivados con distintas
concentraciones de THC. Otros autores han comprobado este mismo efecto
en otros tipos de células y especies animales. Asi Zimmerman y Zimmerman
(1.976) utilizaron protozoos, Braum y Brachet fase ameloide de un
mixomiceto., También se ha observado esta misma accién en fibroblastos
humano y de ratén (Blevins y Regan, 1.976; Huot, 1.976) testiculos
(Jakubovic y Mc Geer, 1.976) y pulmén (Leuchtemberger y Leuchtemberger,
1.973).

La inhibicién de la sintesis de macromoléculas se puede explicar
también por la alteracién estructural y funcional de las membranas
celulares. Unos autores opinan que este cambio en las membranas impide
la entrada de precursores metabélicos y como consecuencia la sintesis
normal de é&cidos nucléicos y proteinas (Luthra y Rosenkrantz, 1.974;
Laurent y Ray, 1.975; Nahas y col., 1.976). Sin embargo Nahas no
descarta que fuese la inhibicién de la sintesis de ADN y ARN 1o que
provocara la alteracién de las proteinas enzimAticas de las membranas.
Por el contrario, Blevins y Regan (1.976) defienden la hipétesis de que
esta alteracién de las membranas provoca la salida de lo que constituye
la reserva intracelular normal de precursores y se ha comprobado que

esta reserva disminuye hasta en un 50% (Mc Lean y Zimmerman, 1.976).

Otros autores opinan que esta disminucién en la sintesis de acidos
nucléicos y proteinas puede ser debida a la utilizacién de biopolimeros
como sustrato oxidativo debido a restricciones en la entrada de glucosa
extracelular por alteracién del mecanismo de transporte a través de

membrana (Repetto y col., 1.981 a).

Cualquiera que sea el mecanismo por el cual se inhibe la sintesis de

ADN, ARN y proteinas esto repercute de forma muy importante en la
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actividad celular normal. Asi hay que destacar las anomalias de la
mitosis observadas en cultivos celulares de linfocitos de fumadores
habituales de marihuana (Leuchtenberger y Leuchtenberger, 1.972; Miras y
col., 1.978) y de no habituales (Morishima y col., 1.976) con aparicién
de alteraciones cromosémicas estructurales y numéricas, por afectacién
de la propia estructura molecular de los cromosomas y deterioro en la

formacién de microtiubulos y del huso acromatico.

Tanto por afectacién de la membrana celular como de la sintesis de
édcidos nucléicos y proteinas o por un efecto directo sobre ellos deben
quedar alterados otros sistemas enzimAticos intracelulares. Este ha sido
otro de los centros de interés en la investigacién de los mecanismos de

accién de los productos cannabicos.

Asi se han consideradoc los sistemas enzimAticos hepaticos del
metabolismo general de las drogas. En humanos parece ser que se inducen
estos sistemas, pero no se ha podido confirmar en experimentacién
animal. Algunos autores opinan que la induccién en humanos se debe al
efecto de los productos de pirélisis y pirosintesis presentes en el humo
de los cigarrillos de marihuana (Kufter y col., 1.973; Marcotte y col.,
1.975; Gumnar y col., 1.976).

Poddar y Ghosh (1.972 a, b, 1.973) estudian el efecto del extracto
del cannabis y del THC y el CBD por separado y observan una ligera
induccién de distintas enzimas hepaticas del metabolismo de aminoécidos,
triptéfano oxidoreductasa, o-cetoglutarato-transaminasa, triptéfano
pirrolasa; enzimas cuyo carécter inducible se ha estudiado muy a fondo,
modificados por otras drogas psicoactivas y por variaciones en la dieta.

Pero los resultados que obtienen son de dificil interpretacién.

Afios después, este mismo equipo (Mitra y col., 1.976, Ghosh y col.,
1.977) concluye que el A'THC parece no producir dafio hepAtico alguno si
bien en tratamientos crénicos durante 21 dias, 10 mg/Kg i.p. observan en
microsomas un incremento de proteinas, ARN, fosfolipidos, colesterol,
glucosa-6-fosfatasa y Mg-ATPasa y uné inbibicién de la peroxidacién de
lipidos y de distintas desmetilasas. También aparecen fuertemente
inhibidas, in vitro, la NADH oxidasa mitocondrial de cerebro y corazén

de rata, localizéndose la accién en la cadena respiratoria en el mismo
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lugar que el amital <(citocromo C) <(Bartava y Birminghan, 1.976) y
también se inhibe el metabolismo hepatico de esteroides (List y col.,
1.877; Cham y Tse, 1.978),

El A'THC 4inhibe también 1la aminopirina desmetilasa y la
arilhidroxilasa inducidas por fenobarbital o metilcolantreno (Friedman,
1.976). Si el A'THC y el inductor enzimAtico se administran
simultédneamente la interaccién no tiene lugar. El mismo efecto ejerce
sobre la aminotransferasa y la triptéfano oxigenasa hepaticas inducidas
por los esteroides, aunque no aparece el efecto si la induccién se hace

por triptéfano (Friedman y Wrenn, 1.977).

En eéte mismo sentido nuestro equipo ha investigado en rata la
capacidad inductora o inhibidora del extracto de cannabis y su
interaccién con inductores enzimAticos potentes como el fenobarbital.
Nuestros resultados parecen indicar un marcado efecto inhibidor de las
oxidasas dé funcién mixta medidas <como NADPH diaforasa y
arilhidrocarburo hidroxilasa, tanto en tratamientos crénicos como agudos
(Sanz y col., 1.983). La administracién simulténea de dosis agudas de
resina de cannabis y de fenobarbital bloquea totalmente el efecto
inductor del fenobarbital. Esta misma accién se ha observado sobre la
NADPH cit.Paso reductasa siendo el efecto inhibidor del cannabis
semejante al del dietilditiocarbamato (Sanz y col., 1.988).

Por otra parte se habia observado en los adictos al cannabis, que al
principio se les despierta un gran apetito con deseos de comer dulces
para pasar después a inapetencia y pérdida de peso. Esto hizo pensar que

se producia una alteracién en el metabolismo de la glucosa.

En el estudio de este parametro nor existe acuerdo, ya que los
primeros autores detectan hipoglucemia después de distintos tratamientos
con cannabis (Beringer y col., 1.932; Lindemam, 1.933). Afios mas tarde
Sengupta y Bhattacharya, (1.973) observan una inhibicién de las
disacaridasas intestinales lo que dificultaria la absorcién de la
glucosa y podria explicar la hipoglucemia. Sin embargo existen
resultados contradictorios ya que mientras unos autores opinan que no
existe alteracién en la glucosa sérica (Hollister y col., 1.968; Veil y
col., 1.969; Repetto y col., 1.979), otros observan una hiperglucemia
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(Mayor's Committee in Marihuana, 1.944; Carbonaro e Imbasi, 1.948; El-
Sourogy y col., 1.966) y hasta incluso se ha descrito un coma diabético
originado por alta dosis de cannabis (Hughes, 1.970). En 1.978 Pasquale
y col. en perros tratados con un extracto de resina, observan una
hiperglucemia transitoria inicial, reestableciéndose la normalidad con
rapidez. Estos autores concluyen que el cannabis produce una disminucién
de la tolerancia a la glucosa. Esto estd de acuerdo con los trabajos de
Kephalas y col. (1.973) realizados en ratas diabéticas somef.idas a una
s6la dosis de resina de cannabis por via i.p., que observan una
disminucién de glucosa con aumento de insulina en sangre a los 30

minutos de la administracién.

Junto a todas las contradicciones que aparecen en la bibliografia
sobre los niveles de glucosa, parece existir acuerdo en que el cannabis
produce un fuerte decremento del glucégeno hepatico, tanto en
tratamiento agudo como crénico (El-Sourogy y col., 1.966; Sprague y
col., 1.973; Repetto y col., 1.979, 1.981 b).

Nuestro equipo se ha interesado en las distintas vias enzimaticas

implicadas en el metabolismo de la glucosa en rata.

En una primera etapa, estudiamos y confirmamos el decremento del
glucégeno como uno de los efectos iniciales y mAs llamativo de la
administracién de resina de cannabis, en tratamiento agudo y crénico de
distinta duracién. Esta disminucién no va acompaflada de alteraciones

signifidativas en los niveles de glucosa sérica o intrahepética.

Consideramos que la alteracién de los lipidos de la membrana,
producida por el cannabis, podria ser uno de los mecanismos de accién
molecular primario de los cannabinoides, ya que ésta se traduce en una
modificacién de su funcién y ésta a su vez provoca una cadena de

alteraciones bioquimica.

Por ello, se estudié en primer lugar la actividad de la G-6-Pasa,
enzima de membrana responsable de la salida de glucosa libre desde el
citoplasma a la sangre. Esta enzima se encuentra inhibida tanto en
tratamiento agudo como crénico y la inhibicién es mayor a medida que

aumenta la duracién del tratamiento crénico (Repetto.y col., 1.981 a).
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Este hecho explica que la glucosa procedente de la desaparicién de
glucégeno no repercute en un aumento de la glucosa circulante. Por lo

tanto es necesario buscar la via intracelular de consumo de la glucosa.

Estudiamos por tanto una de las enzimas clave de la glucolisis, la

fructosa-1,6-diP-aldolasa.

En los primeros trabajos realizados observamos que los cannabinoides
parecen actuar en las células hepaticas aumentando algunas de las vias
del metabolismo de la glucosa, de tal forma que toda la que se libera a
partir del glucégeno se consume rapidamente, tanto en la intoxicacién
aguda como en la crénica. La via glucolitica se encuentra ligeramente
activada, alcanzando un méximo a las 12 horas en el tratamiento agudo y
a las cuatro semanas en el crénico, sin embargo el consumo de glucosa
deducido de los valores observados de glucégeno parece vsuperior al
correspondiente a la activacisén de esta via. El transporte de glucosa a
través de las membranas celulares no se activa en la intoxicacién aguda,
mhs bien se inhibe, sin embargo, si hay afectacién en tratamientos

crénicos prolongados, por posible deterioro celular.

A partir de estos conocimientos hemos abordado el estudio de otras

vias metabélicas que pudiesen estar implicadas.
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POTENCIAL APLICACION TERAPEUTICA

No podemos terminar la revisién de las propiedades y efectos del

cannabis, sin aludir a su posible empleo como medio terapéutico.

Entre los variados efectos de esta droga de abuso, algunos de ellos
ha despertado el interés del mundo médico para su potencial utilidad
terapéutica. Asi se han ensayado productos camnnébicos, tanto naturales
como de sintesis, para combatir la ansiedad, el insommnio, la depresién,
el asma, el dolor, el glaucoma, como relajante muscular, como
anticonvulsivante, com antiemético y parﬁ la inhibicién tumoral (Cohen y
Stillman, 1.976; Nida y Cohen, 1.980).

Miembros del Instituto Nacional del Céncer (USA, 1.981), calificaron
al THC como “una importante esperanza en la terapia del cancer". Aunque
su utilizacién mAs prometedora es como antiemético en 1la terapia
anticancerosa, ya que estA demostrada su eficacia cuando fallan otros
antieméticos (Sallan y col., 1.980; Gunby, 1.981), el uso terapéutico se
encuentra limitado por sus efectos téxicos (Colls,1.980; Green y Roth,
1.980; Schlegel y Norris, 1.980). Los peligros y la utilidad terapeéutica
del cannabis requieren una mayor atencién de la profesién médica y de

la comunidad cientifica (American Medical Association, 1.981).



PARTE EXPERIMENTAL
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HIPOTESIS DE TRABAJQ

A la vista de los resultados obtenidos en los trabajos previos,
realizados sobre tratamientos agudos y crémicos con resina de cannabis,
nos planteamos la siguiente hipdétesis de trabajo:

El objetivo seria profundizar en el conocimiento del efecto de los
cannabinoides sobre el metabolismo hepatico de la glucosa en rata; para
ello realizariamos un seguimiento de 1la glucosa producida en el
hepatocito, a consecuencia de la degradacién del glucégeno que, sabemos,
induce el cannabis; nos interesaria también conocer cual es la
participacién que en estos efectos tienen los diferentes cannabinoides,
0 al menos, las dos formas principales, es decir, la resina, como
conjunto global de cannabinoides y el tetrahidrocannabinol, el

componente reconocido como de mayor actividad psicotrapa.

A tal objeto, ademds de medir los niveles de glucégeno, gluposa
hepatica y glucosa sérica, vamos a controlar la ruta glucolitica
(fosfofructoquinasa), la via de las pentosas fosfato (glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa), la via de 1la eliminacién <(desintoxicacién) por

formacién de glucurénidos (uridindifosfo deshidrogenasa).

Por otra parte, nos interesa comprobar en ratas si se produce el
aumento inicial transitorio de amoniaco sanguineo relacionado con una
disminucién paralela de insulina, observados en perros por otros autores
(Pasquale y col., 1.978). En caso positivo, buscariamps la repercusién
de este hecho en el metabolismo hepatico de eliminacién del amoniaco
(glutamina sintetasa), y en definitiva, considerar globalmente la accién
de los cannabinoides sobre las rutas metabélicas representadas en el

esquema (Fig. 13).

Consecuentemente elaboramos el siguiente plan de trabajo.
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PLAN DE TRABAJOQ

1.- Estudio de la intoxicacién aguda con dosis altas. El sacrificio de

los animales se realiza a las 4 horas de la administracién, momento en
que habiamos observado el mAximo efecto. Con este estudio se pretenden

comprobar las hipétesis surgidas de trabajos anteriores.

1.1.- Trataminto con una sola dosis de extracto de resina de
cannabis, correspondiente a 200 ng de THC/Kg.
1.2.- Tratamiento con una sola dosis de 200 nmg/Kg de

tetrahidrocannabinl puro.

En ambos tratamientos se determina:
- Glucégeno hepético
- Glucosa hepatica

- Glucosa sérica

Fosfofructoquinasa

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Uridindifosfoglucosa deshidrogenasa

Glutamina sintetasa

2.- Estudio de la intoxicacién aguda con dosis bajas y su evolucion
Lemporal.

2.1.- Tratamiento con una sola dosis de extracto de resina de
cannabis, correspondiente a 10 mg THC/Kg, que es aproximadamente lo que
contiene un cigarrillo de marihuana o de hachis. El sacrificio de los
animales se realiza a los 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 5, 12 y 24 horas de la

administracién.
Se determina:

~ Glucégeno hepatico

- Glucosa hepética

~ Glucosa sérica

- Fosfofructoquinasa

~ Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

~ Uridindifosfoglucosa deshidrogenasa

- Amoniaco en sangre



48

-~ Glutamina sintetasa.

2.2.- Tratamiento con una sola dosis de 10 nmg/Kg de
tetrahidrocannabinol puro.El sacrificio de los animales se realiza a los
15, 30, 45 minutos, 1, 1%, 2, 2%, 3, 3%, 4, 4%, 5, 12 y 24 horas.

Se determina:

- Glucogeno hepatico

- Glucosa hepética

~ Fosforilasa

- Glucosa sérica

- Fosfofructoquinasa

- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

- Uridindifosfoglucosa deshidrogenasa
- Amoniaco en sangre

- Glutamina sintetasa

- Insulina sérica.



MATERIAL Y METODOS



Mater-ial
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1.- Animales

La eleccién del animal de laboratorio viene condicionada por el tipo
de investigacién a realizar. En nuestro caso hemos utilizado roedores,
concretamente ratas, pertenecientes a la categoria de agnotobiéticos y
dentro de ella, haloxénicos o convencionales. Son por tanto individuos
sanos procedentes de criaderos de mAxima garantia, coh una flora
microbiana normal lo que permite respuestas fisiolégicas y metabélicas

normales.

Se han utilizado 280 ratas albinas, machos adultas de 180-200 gramos
de peso, Vistar, suministradas por IFFA-CREDO Lyon (Francial), ¥y

remitidas por via aérea.

Todo el trabajo experimental se ha realizado con un solo sexo
(macho) ya que habiamos comprobado anteriormente que no influia en los
paréametros estudiados (Rodriguez-Vicente, 1.981), y hemos querido
introducir el menor nimero posible de variantes para obtener resultados

mAsS homogéneos.

En experimentacién animal no bhay que considerar sélo las
caracteristicas genéticas del animal y el estado de salud al comienzo
del experimento sino que ademds hay que tenmer en cuenta los factores
ecolégicos, para lo cual el experimentador debe tomar conciencia de las
condiciones de mantenimiento de estos animales. Por ello, durante toda
la experimentacién se ha utilizado un estabulario o bioterio de
mantenimiento que cumple las lineas directrices relativas al alojamiento
y a los cuidados de los animales (Directiva 86/609/CEE, 1.986) y Real
Decreto 223/1.988 de 14 de marzo, sobre proteccién de los animales
utilizados para experimentacién y otros fines cientificos.

Los factores que se han controlado son tanto los que influyen en el
macroambiente (sala en que se mantienen 1los animalés) como en el
microambienfe (interior de la jaula en que se alojan):

- Factores microbianos: se han tenido en cuenta tanto el estado de
salud de los animales, con andlisis bacterianos de rutina realizados

periodicamente, como el control sanitarioc de salas, aire, jaulas,
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accesorios, cama, dieta y agua. Asimismo se han cumplido las normas de
higiene y proteccién para los propios cuidadores e investigadores, en

contacto directo o indirectamente con los animales.

- Factores fisicos: El sistema de ventilacién ha garantizado ciclos
de 15-20 renovaciones de aire filtrado por hora que alcanza por igual a
todas las jaulas. La temperatura, constante en todas las épocas del afio,
ha sido de 22°2C * 1 y la humedad relativa de 55% + 10. Se han alternado
ciclos de luz oscuridad de 12 horas, con lémparas de luz fria de 40 VW de

potencia.

- Factores quimicos: Se ha reducido al minimo el posible contacto de
los animales con productos quimicos, mediante control de posibles
contaminantes de dieta y agua; y cumplimiento de las normas para la
limpieza de animalarios y Jjaulas con utilizacién de los detergentes y

desinfectantes recomendados.

A la recepcién de los animales, se han mantenido en una sala de
cuarentena durante 7 dias, al final de la cual se someten a controles

fisicos y sanitarios antes de su utilizacién.

Las jaulas utilizadas han sido de metacrilato (Tecniplast Tipo 3)
con suelo de rejilla de acero inoxidable, recomendadas para estudios de
toxicidad para evitar el polvo y contaminantes procedentes de los
lechos. Permiten una buena circulacién de aire y evitan condensacién de
humedad y concentracién de calor lo que daria lugar a microclimas en el
interior de la jaula, diferentes de las condiciones controladas en la

sala correspondiente.

La alimentacién, ad libitum, consistié en pienso Sanders, especial

para ratas, de la siguiente composicion:

- Glacidos. ... .. vi i ettt 69%
— Proteinas brutas........... .0 e 18%
B € o 1= 1= 7 3%
- Fibra bruta. ... ...ttt et s 5%
- Sustancias minerales........ . oveivivienn 5%

El agua suministrada fue de la red local.
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Semanalmente se controla el peso, el consumo de agua y alimento y
dos veces al dia se realizan los controles fisicos de todos los

animales.

Todos los datos, tanto de los factores ambientales como de los
animales, se registran diariamente y las hojas correspondientes se
archivan cumpliendo asi las normas de buena practica de laboratorio,
incluido lo referente a SOPs (GLP OCDE, 1.981; CEE, 1.987).
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2.- Productos utilizados en los tratamientos

2.1.- Extracto crudo de Cannabis: se ha preparado en nuesiro
laboratorio a partir del producto bruto suministrado por la Delegacién
Territorial del Ministerio de Sanidad y Consumo. Se sometié a una
extracclén con éter de petréleo, en proporcién 25% (p/v), mediante
calentamiento a reflujo durante 15 minutos, enfriando y filtrando a
continuacién. Se repite la extraccién dos veces y el extracto organico
se concentra en rotavapor, a presién y temperatura reducidas, hasta

obtener la resina.

La resina obtenida se valora por cromatografia gaseosa (véase
apartado 4.10) (Repetto y Martinez, 1.975) y se disuelve en aceite de
oliva hasta obtener 1la concentracién deseada en THC para cada

tratamiento.

2.2.- Tetrahidrocannabinol en solucién metanélica suministrada por
Makkor Chemicals (Israel).

2.3,- Aceite de oliva de 0'42 de acidez, utilizado como vehiculo,
cuya inocuidad en este tipo de estudios fué comprobada con anterioridad
(Rodriguez Vicente , 1.981).
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3.- Reactivos
Los reactivos utilizados se relacionan con cada métode analitico,
dentro del apartade 3, de Métodos; en los de caracter general, siempre

que fue posible se emplearon de "grado para an&lisis".
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4.- Aparatos utilizados

4.1.- Balanza granatario Mettler P.E. 2000 provista de cubilete

para pesar animales y de un integrador que hace la media de 10 pesadas.
4.2.- Balanza analitica Mettler AE 240.
4.3.- Balanza semianalitica Mettler PJ 3000,
4.4.- Centrifuga Beckman J2-21.
4.5,~ Centrifuga Sigma 201.
4.6.- Bafio Selecta Unitronic 320 OR con agitacién orbital.
4.7.- pHmetro HI-8418 Hanna Instruments.

4.8.- Espectrofotémetro Uvikon 860 de la firma Kontron Instruments
equipado con Plotter 800 de la misma firma.

4.9,- Espectrofotémetro visible-ultravioleta Spectronic 20 Bausch &
Lomb.

4.10.- Cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5710 A, equipado con
detector de ionizacién de llama FID, con columna semicapilar de 530 u de
didmetro interno con fase estacionaria de metilsilicona y con integrador
Hewlett-Packard 3388 A.

4.11.~- Microtomo-Criostato International Equipment Company de la
Damon/IEC Division. ' |

4.12.- Microscopio  Nikon  Microflex AFX-35 <con equipo de

fluorescencia y de fotografia.
4.13.- Congelador Koxka (- 802).

4,14.- Fotocolorimetro Ammonia Checker de la firma A, Menarini

Divisione Diagnostici.

4,15.- Ordenador IBM 5170 Enhanced color display.



Metodos
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1.- Modelo Animal

Los animales se agruparon en lotes de 5, estimado este namero
mediante test estadistico de tamafio de muestra a partir de resultados
obtenidos en ensayos piloto previos. Se realizaron los siguientes tipos
de tratamiento:

1.1.- Control vehiculo: animales a los que se administré por via
s.c. una dosis Onica de aceite de oliva de 0'5S mL.

1.2,- Tratados con resina de cannabis: recibieron por via s.c. una
dosis anica de resina disuelta en aceite de oliva. A los lotes A se les

administré una dosis equivalente a 10 mg/Kg, a los C 200 mg/Kg de THC.

1.3.- THC puro: a estos animales se les administré por via s.c. una
dosis Gnica de 10 mg/Kg a los lotes B y de 200 mg/Kg a los lotes D. El

THC también se disolvié en aceite de oliva.

Todos los animales recibieron en la administracién el mismo volumen
que fue de 0'5 mL/rata.

El sacrificio se realizé por decapitacién a distintos tiempos desde
la administracién que se especifican para cada tratamiento en el plan de

trabajo. -

En todos los experimentos se llevaron en paralelo lotes control

vehiculo que se mantuvieron en las mismas condiciones que los tratados.



56

2.- Sacrificio de los animales y preparacién de los tejidos

2.1.- Sacrificio y necropsia: El sacrificio de los animales se llevd
a cabo por decapitacién, mediante guillotina, para que la muerte sea
instanténea y asi evitar la alteracién de los niveles enzimiticos y de

glucégeno por el estrés.

Inmediatamente se procede a hacer una toma de sangre en la que
se determina la concentracién de amoniaco en sangre total. Este anélisis
debe realizarse con rapidez para evitar pérdidas de amoniaco por
volatilizacién. El resto de la sangre se deja coagular para separar

suero, mediante centrifugaciéon a 250 g durante 5 minutos.

A continuacién se procede a realizar la necropsia del animal y
después de un estudio macroscépico de rutina, para ver posibles
alteraciones, se separa el higado que se lava con solucién salina
fisiolégica a 42 C,

El higado se divide en varias porciones: se separa un trozo de
un gramo para determinar glucégeno, una pequefia parte para la
determinacién de fosforilasa por método histoquimico y el resto se
fracciona y se pesa. Tanto la porciéh separada para estudio histoquimico
como las pesadas para obtener la fraccién Ss postmitocondrial se

congelan con nitrégeno liquido y se almacenan a - 802C hasta que se
procesan.

2.2.- Homogeneizacién y fraccionamiento del higado: Este érgano se
homogeneiza en un homogeneizador Potter de émbolo de vidrio con tampén
fosfato 0°1 M, 0'2 mM en ditiotreitol pH 8, a razén de 1/10 (p/v).

A continuacién se filtra con nilén de 110 mallas para eliminar
restos de células no rotas. Se centrifuga a 42C y a 9.000 g durante 10
minutos (4.4), para separar la fraccién Ss (Fleischer y Dervina, 1.974).
Se filtra con papel para eliminar lipidos y se mantiene a 42C en un bafio

de hielo durante su manipulacién.
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3.~ Métodos analiticgos

3.1.- Determinacién de amoniaco en sangre:

3.1.1.- Método de Okuda y col., 1.978 modificado por Ratnaike y
col. 1.984.

3.1.2.- Fundamento: Consiste en un método de microdifusién en
placa para determinar amoniaco en sangre total. Al dispensar la sangre
en el pocillo de la placa, el tampén alcalino libera el amoniaco que se
difunde a través de la pelicula de polipropileno hacia la zona de
desarrollo de color. Un indicador de pH (verde de bromocresol) da una
densidad de «color, 1la <cual es directamente proporcional a la

concentracién.
3.1.3.- Reactivos:

- Placas de microdifusién conteniendo: 40 pg de verde de
bromocresol, 1'5 mg de carbonato sédico y 0'3 mg -de
bicarbonato sédico.

Estas placas son de la firma Menarini.

3.1.4.- Procedimiento: Se extraen 20 pL de sangre total, mediante
capilar graduado, se limpia bien el exterior del capilar y se deposita
la sangre en el pocillo de la placa. Se cierra y se agita. La medida se
realiza a los 15 minutos en un fotocolorimetro (4.14), previamente
calibrado con una placa patrén. La prueba se debe realizar entre 15-302C

y en atméosfera exenta de amoniaco.

3.1.5.- Calculos: El fotocolorimetro mnos da directamente la

concentracién de amoniaco expresada en pg/100 mL de sangre.
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3.2.- Determinacién de glucégeno en higado:
3.2.1.- Método de Seifter y col. (1.957).

3.2.2.- Fundamento: Se determina la glucosa formada, tras la
digestién alcalina en caliente del higado, midiendo el complejo

coloreado que se forma con el reactivo de antrona.

3.2.3.- Reactivos:
- KOH al 30%
- Patrén de glucosa de 20 pg/mL
-~ Antrona al 0'2% en SO4Hz concentrado

Todos los reactivos utilizados son de la firma Merck.

3.2.4.- Procedimiento: Se toma 1 g de higado y se le afiaden 10 mL
de KOH, se pone en bafio de agua hirviendo durante 20 minutos hasta que

se produce la digestién del érgano.

Una vez fria la mezcla de digestién se pasa a un matraz
aforado de 50 mL y se enrasa con agua destilada. Se vuelve a diluir
tomando 1 mL de la disolucién anterior y llevando de nuevo a 50 mL con

agua destilada en matraz aforado.

Se preparan 3 tubos (blanco, patrén y problema) y en cada
uno se pone respectivamente 5 mL de agua destilada, 5 nL de la
disolucién patrén de glucosa y 5 mL de la disolucién preparada del
higado. Colocando los tubos en un bafio de hielo picado se afiade a cada
uno 10 mlL de reactivo de antrona, se tapan con canicas y se ponen en un

bafio de agua hirviendo durante 10 minutos.

'~ Se enfrian y se lee a 620 nm (4.9) tanto el patrén como el

problema frente al blanco.

3.2.5.- Célculos: Los resultados se expresan en ug de glucégeno/mg
de higado. El factor de conversién de la densidad éptica en glucégeno
es:

100 . D.O. problema
1*11 . D.0. patrén
El factor determinado por Morris (1.948) para la conversién de

glucosa en glucégeno segiun esa reaccién, es = 1'11.
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3.3.- Determinacién de glucosa:
3.3.1.- Método de la glucosa oxidasa de Vermer y col. (1.970).

3.3.2.- Fundamento: Consiste en la oxidacién de la glucosa a
gluconato con produccién de Hz0=z, que con el reactivo 2,2'-azino-di-3-
etil-benzotiazolina-a4cido sulfénico-6 sal diaménica <(ABTS) forma un

compuesto coloreado.
3.3.83.- Reactivos:

- Acetato de uranilo.

- Solucién patrén de glucasa 0'505 mM.

- Tampon/enzimas/cromégeno: tampén fosfato 100 ~mNM,
péroxidasa (POD)> 0'8 U/mL, glucosa oxidasa (GOD) 10 U/mL
y ABTS 1'0 mg/mL. '

Todos los reactivos utilizados han sido de la firma

Boehringer Mannheim.

3.3.4.- Procedimiento: Determinamos la glucosa tanto en suero
como en el extracto hepAtico. En dos tubos de centrifuga se pone 1 mlL de
acetato de uranilo y 0'1 mL de suero y en el otro 0'1l nL de la fraccién
Se de higado para desproteinizar. Se centrifuga a 1.000 g durante 5

minutos y se separa el sobrenadante.

En tubos de ensayo se prepara un blanco al cual se aflade
0'1 mlL de agua destilada, un patrén con 0'1 mL de la solucién estandar
de glucosa y el problema con 0'1 mL de los sobrenadantes separados
anteriormente. A continuacién se afiade a cada tubo 5 mL de la solucién
tampén/enzimas/cromégeno y se mezcla. Se mantienen 5 minutos en bafio
termostatico (4.6) a 372C.

Se lee la absorcién a 435 nm (4.9) del patrén y problemas
frente al blanco.
3.3.5.~- Calculo: La concentracién de glucosa se expresa en mg/100

ml de suero o extracto hepético.

Concentracién de glucosa = D.0._prablema . 100

D.O. patrén
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3.4.- Determinacién de fosfofructoquinasa (E.C. 2.7.1.11),
3.4.1.- Método de Ling y col. (1.966).

3.4.2.~- Fundamento: La actividad de la enzima se mide por medio de

la cinética de la reaccién siguiente:

fosfofructoquinasa
F-6-P + ATP » F-1,6-diP + ADP

N

NADH NAD

Como sustrato actua la fructosa-6-P que pasa a F-1,6-diP y el ATP
pierde un P y pasa a ADP. En la reaccién actua como coenzima el NADH que
se oxida a NAD*. Se determina la desaparicién de NADH, y cada mol de

NADH oxidado corresponde con un 1 mol de F-6-P transformada.
3.4.3.~ Reactivos:

- Tampén Tris ClH 0'2 X pH 8.
- ATP 0'02 M pH 7.

- S0.Mg 0'2 M.

- F-6-P-K= 0'02 M.

- NADH 2'4 mM,

- ClK 0'2 M.

- Ditiotreitol 0'1 X,

- GDH-TIM 10 mg/mL

- Aldolasa 10 mg/mL

- Albamina bovina.

Todos los reactivos utilizados han sido de la marca Sigma.

3.4.4.- Procedimiento: Se prepara la mezcla reactiva que contiene:
500 puL de tampén Tris ClH, 300 uL de ATP, 75 pL de SO.Mg, 300 uL de F-6-
P-K=, 200 pL de NADH, 750 pL de ClK, 30 pL de ditiotreitol, 200 pL de
una mezcla de enzimas que contiene 50 uL de GDH-TIM en 4,7 mL de tampén
Tris ClH 0'01 M pH‘8 que contiene albﬁminé y 250 ul de aldolasa, y se
completa hasta 4 mL con agua destilada.
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Se pasa a una cubeta de cuarzo y se afiade 50 pL de la
fraccién Ss de higado. Se realiza la cinética a 340 nm durante 6

minutos, cada minuto (4.8).

3.4.5.- Célculo: La actividad enzimética se expresa en umoles de

NADH desaparecidos/mL de extrato/mg de proteina/minuto.

A D.O.z20 nm = 0'207 corresponde a 0'l1 umol de NADH

desaparecido.
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3.5.~ Determinacién de glutamina sintetasa (E.C.6.3.1.2.):
3.5.1.- Método de Rowe y col. (1.969).

3.5.2.~ Fundamento: Este método se basa en 1la formacién de
glutamina a partir de glutamato y amoniaco. La reaccién tieme lugar en
presencia de ATP, que pasa a ADP con la liberacién de fésforo inorgénico
que es lo que se mide. Requiere la presencia de magnesio.

glutamina sintetasa

L

Glutamato + NH= + ATP g » glutamina + ADP + Pi
MD"'"
glutamina transferasa

3.5.3.- Reactivos:

Tampén imidazol ClH 0'125 M pH 7'2
ClzMg 0'2 X

- 2-mercaptoetanol 0'25 X

~ L-glutamato sédico 0'5 ¥

- Hidroxilamina 1 X pH 7'2

-~ ATPNa 0'1 M

- ClaFe 0'37 M

- ClH 0'67 X

-~ Acido tricloroacético (TCA) 0'2 M

Todos los reactivos utilizados han sido de la marca Merck.

3.5.4.- Procedimiento: En tubo de centrifuga se prepara la mezcla
reactiva que contiene: 800 pL de tampén imidazol ClH, 200 pL de Cl=Mg,
200 pL de 2-mercaptoetanol, 200 uL de L-glutamato sédico, 200 pL de
hidroxilamina y 200 uL de ATP sb6dico.

Exactamente con las mismas cantidades se prepara un blanco
al que se - aflade 100 pL de agua destilada, y al tubo problema 100 pL de
extracto hepatico. Se incuban a 372 C (4.6) durante 15 minutos.

Pasado este tiempo se detiene la reaccién desproteinizando
con 1'5 mL de ClsFe preparado en ClH 0'67 N y al que se adiciona TCA.
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Se centrifuga a 1000 g (4.5) durante 5 minutos. Se separa
el sobradanante y se mide la absorbancia a 535 nm (4.8) frente al

blanco.

3.5.5.~ CAlculo: La actividad de la enzima viene expresada en

pmoles de glutamil-hidroxdmico/mg de proteina/mL de extracto/minuto.

A D.O.s3s nm = 0'340 corresponde a un umol de ac.

3

glutamilhidroxadmico formado en los 15 minutos de la reaccién.
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3.6.- Determinacién de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (E.C.

1.1.1.49):
3.6.1.- Método de Kornberg y Horecker (1.955).

3.6.2.- Fundamento: La actividad de esta enzima se mide por medio

de la cinética de la siguiente reaccién:

RADP™ NADPH
~ T

G-6-P - —® 6 - P - gluconolactona
NADP~ NADPH

Como sustrato actua la G-6-P y como coenzima el NADP* que se reduce

a NADPH en presencia de magnesio.

3.6.3.- Reactivos:

Tampén glicil-glicina 0'04 M pH 7'5.
Glucosa-6-fosfato 0'2 mM.

NADP* 1'5 mM.

ClzMg 0'1 M.

Todos los reactivos utilizados han sido de la firma Sigma.

- 3.6.4.- Procedimiento: Mezcla reactiva: 300 uL de tampén glicil-
glicina, 100 pL de G-6-P, 100 pL de BADP, 200 uL de ClzMg, se completa
hasta 1 mL con agua destilada.

Se pasa a la cubeta y se afiade 50 pL del extracto hepatico
y se realiza la cinética a 340 nm durante 6 minutos (4.8), frente a

agua, siguiendo los cambios de absorbancia cada minuto.

3.6.5.- Calculo: La actividad enzimAtica viene expresada en umoles
NADPH/mL extracto/mg proteina/min.
Extincién molar del NADPH = 6'23 . 10°.
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3.7.- Determinacién de uridindifosfoglucosa deshidrogenasa
(B.C.1.1.1.22):

3.7.1. - Método de Gainey y Phelps (1.972).

3.7.2.~ Fundamento: El uridindifosfoglucosa es oxidado a A&cido
uridindifosfoglucurénico en presencia de NAD* que se reduce a NADH y de
la enzima uridindifosfoglucosa-deshidrogenasa. La reaccién es la
siguiente:
UDPG-DH
UDPG / ~» JDPGA

NAD* NADH

3.7.3.- Reactivos:

- Tampén Tris C1H 0'S M pH 8'8.
-~ NAD* 4mM.
- UDPG 2 mM.

3.7.4.~- Procedimiento: Mezcla reactiva: 750 ul de trampén Tris
ClH, 750 uL de NAD* y 750 uL de extracto hepético.

Se incuba a 302C durante 2'5 minutos 4.6 e
1nmedf;tamente se afiade 750 pL de UDPG, se pasa a la cubeta de cuarzo y
se realiza la cinética a 340 nm (4.8) observando los cambios de

absorbancia que corresponden a la transformacién de NAD* en NADH.

3.7.5.- Calculo: La actividad enzimatica se expresa en umoles

NADH/nl extracto/mg proteina/min.

Un A DOzao = 0°'207 corresponden a 0'l umol NADH/3 mL del

volumen total de reaccién.
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3.8.~ Determinacién de proteinas:
3.8.1.- Método de Bradford (1.976).

3.8.2.~ Fundamento: La determinacién de proteinas por este método
se basa en el incremento de absorbancia desde 465 nm a 595 nm de una
solucién de azul brillante de Coomassie G-250 cuando éste se une a

proteinas.
3.8.3.- Reactivos:

- Solucién patrén de albimina bovina de 1 mg/ml de
concentracién. A partir de ésta se preparan 3 patrones
por dilucién: Patrénm 1: 0'1l mg/mL; Patrén 2: 0'2 mg/mL;
Patrén 3: 0'S mg/mL.

- Reactivo: tampén fosfato adicionado de azul brillante de
Coonassie G-250.

3.8.4.- Procedimiento: Se preparan cinco tubos a los que se afiaden
100 pL de solucién salina fisiolégica al blanco, 100 uL de cada solucién
patrén preparada y 100 upL del extracto hepAtico que previamente hemos
diluido por 25. A continuacién se afiade a cada tubo 5 mL de la solucién
reactiva diluida por 4 con agua destilada y filtrada. Se mezcla
cuidadosamente y se espera entre 5-60 minutos para medir la absorbancia
a 595 nm (4.9,

3.8.5.~ Calculo: El contenido en proteinas de nuestro extracto
hepatico lo valoramos mediante una curva patrén que construimos a partir
de los tres patrones. En ordenadas se coloca la D.O. obtenida y en
abscisas la concentracién en mg/mL de cada patrén. Es 1lineal la
correspondencia mg prot./mL con la D.O. Hay que tener en cuenta la

dilucién que hemos efectuado al problema.
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3.9.- Determinacién de fosforilasa (E.C.2.4.1.1.):

3.9.1.- Método de Takeuchi y Kuriaki (1.955) modificado (Guha y
Wegmann, 1.961 y Erauko y Palkama, 1.961; GodLewski, 1.962).

3.9.2.- Fundamento: Este método se basa en 1la sintesis de

moléculas de glucégeno a partir de glucosa.

in vitro

Glucosa =g > Glucégeno

in vivo

La enzima fosforilasa cataliza la sintesis e hidrélisis de
glucéogeno; in vivo predomina la accién hidrolitica mientras que in vitro
predomina la sintesis. La reaccién est4 favorecida por la adicién de
glucosa-1-fosfato como sustrato y AMP como activador. La valoracién de
la fosforilasa se realiza a través del glucégeno neoformado que con el
reactivo de lugol da una coloracién azul y pardo caoba, correspondiente

a cadenas no ramificadas y ramificadas respectivamente.

Esta enzima se presenta en forma activa e inactiva. En
higado predomina la forma inactiva y su activacién depende de la enzima

fosforilasa-quinasa.

fosforilasa-quinasa

Fosforilasa inactiva g — » Fosforilasa activa

fosforilasa-fosfatasa

y esta reaccién se activa con AMP e insulina.

3.9.3.- Reactivos:

100 mg de G-1-P.

- 10 mg de AMP Na*

- 2 mg de glucdégeno.

- 18 mg de FNa.

- 10 ml de tampén acetato 0'2 ¥ pH 6.
- 2 g de polivinil pirrolidona (P.V.P.D
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- 2 unidades de insulina.

- 20 mg de EDTA.

- Solucién de lugol (1 g Iz + 2 g IK + 300 mL sacarosa
0'32 M.

Reactivo de Schiff.

1

3.9.4.~ Se realizan cortes de higado en criostato de 10-12 u de
espesor. Se incuban a 372C durante 2 horas en la solucién de incubacién,
se lavan con agua destilada, a continuacién se tratan con etanol al 40%
y después con etanol de 95% durante 5 minutos. Se dejan secar al aire.
Se tifien con lugol hasta que aparece color. Se lavan y se observan al

microscopio previamente montadas con glicerina-gelatina.

Paralelamente se llevaron cortes controles incubando sin

G-1-P en el medio, y otros sin incubar.

3.9.5.- Calculo: Como toda técnica histoquimica es
semicuantitativa y los resultados se basan en datos comparativos entre
los controles y los cortes problemas a los que se asignan unos valores

previamente establecidos por el observador. ,
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3.10.- Determinacién de insulina:

3.10.1.- Método enzimoinmunolégico (ELISA). Esta técnica mostré en
suero de ratas una enorme variabilidad y escasa reproducibilidad lo que

nos obligé a desecharlo.

3.10.2.- Método radioinmunolégico (RIA). Como caonsecuencia de lo
anterior, la valoracién de insulina en el suero de los animales fué
realizada por RIA en "Reference laboratory", de Barcelona, especializado

en determinaciones clinicas hormonales.
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4.- METODOS ESTADRISTICOS

Se utilizé un programa estadistico SIGMA en un ordenador personal
IBM (4.15).

4.1.- Estadistica bésica. Los datos obtenidos de cada uno de los
parametros en los distintos tratamientos y tiempos considerados se
sometieron a estadistica bésica (calculo de la media, desviacién tipo,
tamafio de muestra, valores méximo y minimo, rango, error estandar,

coeficiente de variacién).

4.2.- Comparacién de medias de cada parametro entre animales control y

cada tiempo de sacrificio de cada uno de los tratamientos.

Se utilizé un contraste de medias para muestras independientes en el
que se calcula la diferencia entre las dos medias y se comprueba si esta

diferencia esté dentro de los limites esperados debidos al azar.

Cuando las varianzas son homogéneas estos limites se calculan con el
error estandar de la diferencia a partir de la desviacién tipica media
ponderada de las dos muestras, y el contraste se realiza con un t de

Student para n: + nz — 2 grados de libertad.

Cuando las varianzas no son homogéneas el error estandar se estima a
partir de las desviaciones tipicas individuales de cada muestra en vez
de utilizar su media ponderada, y el contraste se realiza con la t de

Student y ademAs con una F de Fisher.

4,3.- Comparacién de medias de cada parémetro dentro de un mismo
tratamiento para ver la significacién de la influencia del tiempo de

sacrificio.

En cada tratamiento y parametro se comparé cada uno de los valores
de cada tiempo con el inmediato anterior mediante un contraste de medias

para muestras independientes igual al descrito en 4.2.

4.4.- Comparacién de medias entre tratamientos para cada parametro

determinado y tiempo de sacrificio.
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Se utilizé igualmente un contraste de medias para muestras

independientes.



RESUIL TADOS
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RESULTADQS

Tras la puesta a punto de los métodos analiticos seleccionados, en
animales control no tratados, se estudié la estabilidad de las
actividades enzimAticas que se iban a determinar. Este ensayo se realizé
en homogeneizado hepético de animales control, que previamente se habia
alicuotado y mantenidas unas alicuotas a 42C y otras a -802C. Las
determinaciones se realizaron el mismo dia del sacrificio y 1, 2, 3 y 4

semanas después.

Se concluyé que no habia pérdida de actividad de las enzimas
estudiadas, tanto si se congelaba el érgano en nitrégeno liquido,
inmediatamnte después del sacrificio y se mantenia a -802C, como si se

congelaba la fracciéon Ss una vez preparada.

Los resultados de estos ensayos previos no se recogen en la presente

Memoria.

En la primera tabla (TABLA 0) aparecen reflejadas las unidades en
que se expresan todos los parémetros bioquimicos determinados en este

trabajo.



TABLA O.

RELACION DE

BIOQUIMICOS CONTENIDOS EN LAS

UNIDADES EN QUE
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SE EXPRESAN L0S

PARAMETROS

TABLAS GQUE SIGUEN.

PARAMETROS

UNIDADES

ABREVIATURAS

GLUCOGENG

GLUCOSA

AMONIACO
INSUL INA

PFK

G-6-P DH

UDPG DH

GIn-SINTETASA

MICROGRAMOS DE GLUCOGE-
NO POR MILIGRAMO DE HI-
GADO

MILIGRAMOS DE GLUCOSA
EN 100 MILILITROS DE
SUEROC O EXTRACTO HEPA-
TICO

MICROGRAMOS DE AMONIACO
EN 100 MILILITRGOS DE
SANGRE

MICROUNIDADES DE INSU-
LINA POR MILILITRO DE
SUERO

MILIMICROMOLES DE NADH
POR MILIGRAMO DE PRO-
TEINA POR MILILITRO DE
EXTRACTO POR MINUTO

MILIMICROMOLES DE

NADPH POR MILIGRAMO DE
PROTEINA POR MILILITRO
DE EXTRACTO POR MINUTO

MILIMICROMOLES DE NADH
POR MILIGRAMO DE PRO-
TEINA POR MILILITRO DE
EXTRACTO POR MINUTO

MILIMICROMOLES DE GLU-
TAMIL HIDROXAMICO POR
MILIGRAMO DE PROTEINA
POR MILILITRO DE EX-
TRACTO POR MINUTO

KHg/mg

mg/100mbL

Hg/100mL

pU/mlL

mupmol/mg prot/ml/min.

mumol/mg prot/ml/min.

mpmol/mg prot/mb/min.

mpmol/mg prot/ml/min.
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Todos los datos que se fueron obteniendo, tanto de animales control
como de los animales sometidos a los diferentes tratamientos y distintos
tiempos de sacrificio, se sometieron al programa estadistico detallado

en el apartado 4 de Métodos.

Todas las tablas que se incluyen a continuacién corresponden a los
resultados obtenidos para cada parametro y cada actividad enzimética

después de los distintos estudios estadisticos.

Los resultados se han agrupado por tratamientos. En el caso de los
animales control y en tratamiento con resina a dosis de 200 mg THC/Kg,
se recogen en una misma tabla los datos de todos los parametros y

actividades enzimaticas consideradas.

En los tratamientos con resina a dosis 10 mg THC/Kg y THC (10 mg/Kg)
cada tabla corresponde a un sélo parédmetro o actividad enzimédtica en los

distintos tiempos de sacrificio.

Cada grupo de resultados contempla una tabla de valpres medios
acompafiada de los datos de la estadistica basica, una segunda tabla con
la comparacidén estadistica entre animales tratados y controles y un
diagrama de barras que refleja las medias, el error estandar y la

significacién estadistica.

Al final de cada tratamiento se ha incluido una tabla resultante del
estudio estadistico de la evolucién temporal del paré&metro o actividad
enzimitica.

En todas las tablas la columna de Tamafio de la muestra se refiere al
namero de animales utilizados.
En las graficas la barra rayada corresponde al valor medio de los

animales control.

En la TABLA 1 aparecen los valores obtenidos de los distintos

parémetros y actividades enzimAticas en ratas control.



TABLA 1
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NIVELES DE LOS DISTINTOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EN RATAS CONTROL.

ESTADISTICA BASICA.

PARAMETRO MEDIA DESVIACION} ERROR COEFICIENTE | TAMANDO
TIPO ESTANDAR VARIACION
GLUCOGEND 58.60 16.80 2.04 e8.67 68
GLUCOSA
HEPATICA 107.37 30.66 4.42 28.33 48
GLUCOSA ,
SERICA 120.18 21.99 2.94 18.29 56
PFK 44,11 17.70 2.83 40.13 39
G~-6-P DH 6.39 3.01 0.43 47.13 49
UDPG DH 17.37 4,02 0.79 23.12 26
AMONIACO 69.47 18.23 4,70 26.24 13
Gln-
SINTETASA 32.04 12.28 2.62 30.33 22
INSUL INA 13.52 2.03 1.02 15.15 4
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1.~ Estudio de la intoxicacién aguda con dosis altas.

1.1.- Tratamiento con una dosis anica de resina de 200 mgTHC/Kg y
sacrificio de los animales a las 4 horas de tratamiento (TABLAS 2.1 y
2,2 y Figuras 14 y 15).

Se observa un 58% de decremento de glucégeno hepAtico respecto al

control como alteracién més llamativa.,

No se contempla modificacién de la glucosa intrahepaAtica ni de la

glucosa sérica.

Las actividades enzimAticas relacionadas con la via glucolitica
(PFK> y la via de las pentosas fosfato (G-6-P DH), estan incrementadas.
ASi la PFK presenta un 12% de incremento y la G-6-P DH un 35% de

activacién.

Los resultados de la actividad de UDPG DH reflejan un incremento del
69% en los animales sacrificados a las 4 horas que llegé hasta el 94%

cuando el sacrificio es a las 24 horas.



TABLA 2.1
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NIVELES DE LOS DISTINTOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EN RATAS TRATADAS

s.c. CON RESINA DE CANNABIS (200 mg THC/kg) A LAS 4 HORAS DE
TRATAMIENTO. ESTADISTICA BASICA.
PARAMETRO MEDIA DESVIACION! ERROR COEFICIENTE | TAMAND
TIPO ESTANDAR VARIACION
GLUCOGENQG 24 .30 12.23 2.61 50.43 22
GLUCOSA
HEPATICA 8.18 20.39 4,39 20.97 22
GLUCOSA
SERICA 103.93 11.57 2.47 11.13 22
PFK 49 .69 8.11 2.957 16.34 10
G-&~P DH 8.63 3.78 0.80 43,82 22
UDPG DH 29.47 10.91 3.63 37.02 9
Glin-
SINTETASA 17.33 1.52 0.68 8.67 5
TABLA 2.1 (bis)

NIVELES DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE UDPG DH EN RATAS TRATADAS

s.c. CON RESINA DE CANNABIS (200 mg THC/kg) A LAS 12 Y 24 HORAS
DE TRATAMIENTO. ESTADISTICA BASICA.
TIEMPO MEDIA DESVIACION| ERROR COEFICIENTE | TAMANO
(H) TIPO ESTANDAR VARIACION
12 27.71 6.03 2.46 21.75 &
24 33.68 6£.98 2.33 20.74 9
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TABLA 2.2
COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES OBTENIDAS PARA
CADA PARAMETRO RESPECTO AL CONTROL, EN RATAS TRATADAS CON RESINA

DE CANNABIS (200 mg THC/kg). SACRIFICIO A LAS 4 HORAS.

PARAMETRO NIVEL DE SIGNIFICACION
GLUCOGENO ‘ S (p<0.001)

GLUCOSA HEPATICA NS

GLUCOSA SERICA S (p<0.001)

PFK NS

G-6-P DH S (p<0.01)

UDPG DH S (p<0.01)
61n-SINTETASA S (p<0.001)




RESINA 200 mg THC/Kg

100+

GLUCOGENO
HEPATICO

g
!

LSS LS A

GLUCOSA
HEPATICA

L L

GLUCOSA
SERICA

LSS

(*) p<0.05
* p<0.01
** p<0.001

4 c

4

[+]

4

TiEmero (L)

Fig.14.- EFECTO EN EL GLUCOGENO Y LA GLUCOSA, DE UNA DOSIS s. c. DE RESINA DE CANNABIS

(200 mg THC/Kg) EN RATAS SACRIFICADAS A LAS 4 H. DE TRATAMIENTO.

6L



PFK

(*) p<c0.05
* p<0.01
%% < 0.001
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Fig.15.— EFECTO EN LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS ESTUDIADAS, DE UNA DOSIS s. c. DE RESINA
DE CANNABIS (200 mg THC/Kg), EN RATAS SACRIFICADAS A LAS 4 H. DE TRATAMIENTO.
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1.2,- Tratamiento con una sola dosis de 200  ng/Kg de
tetrahidrocannabinol puro y sacrifico de los animales a las 4 horas de
la administracién (TABLAS 3.1 y 3.2 y Figuras 16 y 17).

En estos resultados se pone de manifiesto un decremento de glucégeno
del 24% mientras que en la glucosa intracelular se encuentra una
disminucién del 33,5%, 1la glucosa extracelular no se encuentra

moficiada.

Las actividades enzimAticas presentan un incremento del 14,8% la PFK
y del 74% la G-6-P DH.

La Gln-sintetasa no se encuentra modificada respecto a los valores

control.

En la actividad de la UDPGH se observa un incremento del 67% en este

tratamiento.
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TABLA 3.1
NIVELES DE L0OS DISTINTOS PARAMETROS BIOGUIMICOS EN RATAS TRATADAS
S5.C. CON THC (200 mg/kg) A LAS 4 HORAS DE TRATAMIENTO.

ESTADISTICA BASICA.

PARAMETRO MEDIA DESVIACION! ERROR COEFICIENTE | TAMAND
TIPO ESTANDAR VARIACION

GLUCOGENO 44,60 3.96 1.22 8.66 10
GLUCOSA
HEPATICA 71.40 8.02 3.58 11.23 S
GLUCOSA
SERICA 129.40 7.92 3.5S0 6.05 3
PFK 50.67 6.69 2.11 13.20 10
G-6-P DH 11.12 1.36 0.43 12.26 10
UDPG DH 29.02 5.93 2.60 20.09 3
Gln-
SINTETASA 32.60 7.42 2.34 22.78 10

j




TABLA 3.2
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COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES OBTENIDAS PARA

CADA PARAMETRO RESPECTO AL CONTROL, EN RATAS TRATADAS CON

(200 mg/kg). SACRIFICIO A LAS 4 HORAS.

THC

PARAMETRO NIVEL DE SIGNIFICACION

GLUCOGEND S (p<0.001)

GLUCOSA HEPATICA S (P<0.001)

GLUCOSA SERICA S (p<0.05)

PFK S (p<0.05)

G-&-P DH S (p<0.001)

UDPG DH S (p<0.001)
G1n-SINTETASA NS
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Fig. 16.~ EFECTO EN EL GLUCOGENO Y LA GLUCOSA DE UNA DOSIS s.c. DE THC:,

PURO (200 mg/Kg) EN RATAS SACRIFICADAS A LAS 4 h DE TRATAMIENTO

P<0.05
p<0.01
P <0.001
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(*) p<0.05
* p<0.01
** p< 0.001
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Fig. 17.- EFECTO DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS ESTUDIADAS, DE UNA DOSIS Ss.c.
DE THC PURO (200 mg/Kg), EN RATAS SACRIFICADAS A LAS 4 h DE TRATAMIENTO.
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2.— Estudio de la intoxicacién aguda con dosis bajas y su evolucién

temporal.

2.1.- Tratamiento con una sola dosis de extracto de resina de
cannabis correspondiente a 10 mg de THC/Kg: los resultados de esta parte
del trabajo experimental realizado se recogen en las tablas y figuras

que vamos a describir a continuacién.

En las TABLAS 4.1. y 4.2 y Figura 18 observamos los resultados
obtenidos para los niveles de glucégeno hepatico en cada tiempo

considerado y su estudio estadistico.

Observamos que hay un fuerte decremento del glucégeno a esta dosis
entre la % h y 2 h de tratamiento y que representa alrededor del 50% con
significacién estadistica (p < 0,001). A las 4 horas de tratamiento se
repite la disminucién de glucégeno (35%), también con significacién
estadistica (p < 0,01). A las 24 horas el contenido de glucégeno esta
ligeramente por encima del valor de 1los controles (17% y su

significacién estadistica es p < 0,01.
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TABLA 4.1
EVOLUCION DEL VALOR DE GLUCOGENO EN HIGADO DE RATAS TRATADAS s.c.

CON RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/kg). ESTADISTICA BASICA.

TIEMPO MEDIA DESVIACION| ERROR COEFICIENTE| TAMARO
(H) TIPO ESTANDAR | VARIACION
1/2 21.40 19.03 8.51 88.94 5
1 30.87 20.082 7.08 64.85 8
2 25.33 6.54 3.76 25.68 3
3 50.00 1.41 1.00 2.83 4
4 38.50 4.95 3.50 12.86 4
5 52.50 0.71 0.50 1.35 | 4
12 55.00 7.39 3.67 13.44 4
24 69.00 3.91 1.96 5.67 4
j




88

TABLA 4.2
RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE L.OS VALORES DE GLUCOGENO HEPATICO.
COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES OBTENIDAS PARA

CADA TIEMPO RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION

1/2 ' S (p<0.001)
1 S (p<0.001)

2 S (p<0.001)

3 S (p<0.01)

4 S (p<0.01)

5 S (p<0.01)

12 NS

24 S (p<0.01)




GLUCOGENO (u g/mg)

RESINA 10 mg THC/Kg GLUCOGENDO

(*) p<0.05
* p<0.01
** 1§ <0.001
100 ' . FL
N . T
50.} \ = ™
N
‘% . i
§ * % _I, x*®
N 1
N
N
N
N
N
0 // /4
c % 1 2 3 4 5 1/ 12 // 24
TIEMPO (h)

Fig.18.- EVOLUCION TEMPORAL DEL GLUCOGENO HEPATICO EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s. c.
DE RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/Kg). '

68
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A continuacién se comentan los resultados obtenidos en los niveles

de glucosa hepatica en los distintos tiempos del tratamiento.

Estos valores y su estudio estadistico quedan reflejados en las

TABLAS 5.1 y 5.2 y representados en la Figura 19.

En la glucosa intrahepatica se observan dos minimos a lo largo del
tiempo, comparando con la media de animales control. Uno ocurre a la 1
hora de tratamiento y representa un 30% de inhibicién con un nivel de
significacién p < 0,05 mientras que a las 24 horas existe un 40% de

disminucién y su significacién es p < 0,001,

También observamos un méximo a las 3 horas del 24% cuyo nivel de
significacién es p < 0,05,
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TABLA 3.1

EVOLUCION DEL VALOR DE GLUCOSA ENM LA FRACCION S9 DE HIGADO EN RA-

TAS TRATADAS CON RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/kg). ESTADISTICA
BASICA.
TIEMPO MEDIA DESVIACION| ERROR COEFICIENTE| TAMARO
(H) TIPO ESTANDAR | VARIACION
1/2 85.80 20.61 g.22 24,02 5
1 75.60 18.95 - 8.48 25.07 5
2 92.50 10.61 7.50 11.47 4
3 133.50 24.75 18.564 17.50 4
4 121.00 11.31 8.00 %.35 4
5 91.00 4,24 3.00 4.66 4
12 113.50 14.85 10.50 13.08 4
24 64.00 0.00 0.00 0.00 4




TABLA &.2

RESUMEN DE LOS

HEPATICA.
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RESULTADOS DE LOS VALORES DE

LA

GLUCOSA

COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES

OBTENIDAS PARA CADA TIEMPO RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION

1/2 NS

1 5 (p<0.05)

2 NS

3 S (p<0.0%5)

4 S (p<0.05)

5 NS

12 NS
24 S (p<0.001)




( mg/100 m1)

GLUCOSA

RESINA 10 mg THC/Kg GLUCOSA HEPATICA
™)
150 o
(*) p<0.05
*  p<0.01
(i) #* p<0.001
100 | l
l hd
(j_)
* %
-
50 4
/,
0- c % 1 2 3 a 5 /4 12 // 24

TIEMPO (h)
Fig.19.~ EVOLUCION TEMPORAL DE LA GLUCOSA HEPATICA EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s. c.

DE RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/Kg) .
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Los valores de glucosa sérica de este estudio quedan recogidos en
las TABLAS 6.1 y 6.2, con su estudio estadistico y graficamente en la
Figura 20.

Este parémetro se mantiene a lo largo del tiempo dentro de los
mirgenes de normalidad en ratas, que esta4 establecido entre 60-120
mg/100 ml de suero para ratas Wistar machos y nosotros lo hemos
establecido en nuestras condiclones de trabajo entre 98-142 mg/100 ml.

(Ver TABLA D).



TABLA 6.1
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EVOLUCION DEL VALOR DE GLUCOSA SERICA EN RATAS TRATADAS s.c.

COM RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/kg). ESTADISTICA BASICA

TIEMPO MEDIA DESVIACION| ERROR COEFICIENTE| TAMARO
(H) TIPO ESTANDAR | VARIACION

1/2 105.60 5.68 2.54 5.38 5

1 11391 21.52 6.49 18.89 11

2 | 100.00 8.48 65.00 8.48 4 !

3 | 2. 3.53 2.50 3.14 4

4 § 106.50 13.43 9.50 12.61 4 |

5 % 115.00 2.83 2.00 2.46 4 é

12 % 92.50 9.19 6.50 9.94 4 %

24 | 124.00 15.56 11.00 12.54 4 %
|
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RESUMEN DE L0OS RESULTADOS DE LOS VALORES DE GLUCOSA SERICA.

COMPARACION

ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES OBTENIDAS

CADA TIEMPO RESPECTO AL CONTROL.

PARA

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION

1/2 S (p<0.01)

1 NS

2 S (p<0.01)

3 S (p<0.05)

4 S (p<0.05)

5 NS

12 S (p<0.01)
24 NS




(mg/ 100 ml)

"GLUCOSA

RESINAI1Omg THC/Kg GLUCOSA SERICA

(*) p<0.05

* p<0.01
%% p<0.001

b
H=

31—
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100~
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]
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~
N

12 24 TIEMPO (h)

Fig,20,- EVOLUCION TEMPORAL DE LA GLUCOSA SERICA EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s. c.
DE RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/Kg).
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En las TABLAS 7.1 y 7.2 y Figura 21 se recogen todos los resultados
con su significacién estadistica, obtenidos para la actividad de la PFX,
en cada tiempo del tratamiento con resina de cannabis a dosis de 10 ng
THC/Kg.

Se observa, que estos valores estadn por debajo del valor obtenido
para los animales control, en todo momento. La inhibicién mAs acusada se
da a las 2 horas de tratamiento y resulta ser del 47% con un nivel de
significacién p < 0,001. Todos los decrementos representados en la

gréafica poseen una alta significacién estadistica.
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EVOLUCION DEL VALOR DE PFK EN FRACCION S92 DE HIGADO DE RATAS TRA-

TADAS s.c. CON RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/kg). ESTADISTICA

BASICA

| T1EMPO MEDIA DESVIACION| ERROR COEFICIENTE| TAMARO
TS TIPO ESTANDAR | VARIACION

—— ,

g WE= g 26.49 3.40 1.29 i2.8s | 7

f 1 % 35.75 9.86 2.26 27.59 19 %
E 2 % 23.05 | 1.41 | 0.71 6.14 6
§ 3 § 30.33 3.28 | 1.64 ; to.81 | 4

% 4 % 35.17 7.73 | 3.87 21.98 g 4

é 5 % 26.36 0.36 % 0.18 | 1.38 ? 4

i 12 I 34.94 4.63 | 2.3e 13.26 % 4

i 24 l 30.97 0.94 | 0.47 3.03 % 4

| i
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TABLA 7.2
RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE PFK.
COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES OBTENIDAS PARA

CADA TIEMPO RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION

1/2 S (p<0.001)

1 S (p<0.05)

2 S (p<0.001)

3 S (p<0.001)

4 S (p<0.05)

5 S (p<0.001)

12 S (p<0.05)
24 S (p<0.001)




( mpm  moles/ ml / mg Prot. / min.)

PFX
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(*) p<0.05

* p<0.01

**  p<0,001

RESINA 10 mg/kg PF K

50

% (*) (*)

(*)

§ 'L * % ’l *x

N T o

§ ~ nn Ty ﬁ

N

N\

N

§ |
O— // /

c % 1 2 3 4 5 /12 // 24

TIEMPO (h)

Fig.21.- EVOLUCION TEMPORAL DE LA ACTIVIDAD DE LA P F K EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s. c. DE RESINA

DE CANNABIS (10 mg THC/Kg).
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La actividad de la G-6-P DH y su estudio estadistico, queda recogida
en las TABLAS 8.1 y 8.2 y representada en el diagrama de barras de la
Figura 22.

Esta enzima se encuentra a lo largo de todo el tratamiento por
debajo de los valores normales y entre las 3 y las 5 horas presenta una

inhibicién que llegé a ser del 49%, con alto nivel de significacién (p <
0,001,
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TABLA 8.1
EVCLUCION DEL VALOR DE G-4-P DH EN FRACCION S? DE HIGADO DE RATAS

TRATADAS s.c. CON RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/kg). ESTADISTICA

BASICA.

| T1EMPO MEDIA  |DESVIACION| ERROR  |COEFICIENTE| TAMARO
o TIPQ ESTANDAR | VARIACION

; 12 ; 5.57 1.00 0.50 17.96 4

i ! % 6.30 | 2.09 o4 | 3317 4 }
I § 6.25 % 0.37 | 0.18 5.91 i 4

|3 f 3.27 g 0.40 2 o.0 | 1231 4 %
2 4 % 4.35 | 0.74 g 1.37 | 16.94 | 4

% 5 ; 4.75 1.35 2 0.68 2 28.48 i 4

2 12 g 6.22 1.18 g 0.59 } 18.93 | 4

% 24 i 4.77 1.00 2 0.50 | eo.90 | 4

| i | : i
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TABLA 8.2

RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE

G-6-P DH. COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES

OBTENIDAS PARA CADA TIEMPO RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO  (H) NIVEL DE SIGNIFICACION

1/2 NS

1 NS

2 NS

3 S (p<0.001)

4 S (p<0.01)

S S (p<0.05)

1e NS
24 S (p<0.05)




( m g moleg/ml/ mg Prot./ min.)

G -6 -P DH

10 4 (*)
RESINA 10 wmg THC /ig G-6-P DI *
N } L
N o
5- § x ) ’_]'_
N L
\ LR ]
§ T
N
N
N
N
N
N
0 N / 1 /.
c % 1 2 3 a 5 /T Al 24

Fig.22.- EVOLUCION TEMPORAL DE LA ACTIVIDAD DE
DE RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/Kg).

TIEMPO (h)

LA G - 6 - P DH EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s.c.

p< 0.05
p< 0.01
p<0.001

GOT
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La evolucién del nivel de amoniaco en sangre, a lo largo del
tratamiento, con una dosis unica s.c. de resina de cannabis (10 ng
THC/Kg), se representa en las TABLAS 9.1 y 9.2, asi como en la Figura
23.

Observamos que el amoniaco se encuentra por encima del valor de los
controles en todo momento, con un mAximo a las 4 horas que llega al 72-

73% de incremento, con una significacién estadistica p < 0,001.
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TABLA 2.1
EVOLUCION DEL VALOR DE AMONIACO EN SANGRE DE RATAS TRATADAS s.c.

CON RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/kg). ESTADISTICA BASICA.

TIEMPO MEDIA DESVIACION ERROR COEFICIENTE| TAMARO
(H) TIPO ESTANDAR VARIACION
1/2 81.30 8.81 4.40 10.81 4
1 86.50 8.23 4.11 9.51 4
2 80.00 10.74 5.37 - 13.42 4
3 8e.85 12.97 6.48 15.77 4
4 119.50 19.40 %.70 16.23 4
3 87.30 6.24 3.12 7.14 4
12 94.00 3.60 2.08 3.83 3
24 83.00 7.81 4.51 F.41 3




TABLA 2.2
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LOS VALORES DE AMONIACO. COMPARACION

ESTADISTICA

RESPECTO AL CONTROL.

DE MEDIAS INDEPENDIENTES OBTENIDAS PARA CADA

TIEMPO

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION

1/2 S (p<0.01)

1 S (p<0.01)

2 S (p<0.05)

3 S (p<0.01)

4 S (p<0.001)

5 S (p<0.01)

12 S (p<0.01)
24 S (p<0.01)




AMONIACO (ug/ 100 ml)

150
RESINAI10mg THC/Kg AMONIACO EN SANGRE
. (*) p<0.05
I *  p<0.01
**  p<0.001
100 | .
» . e
* *
;i T ﬁf J; T I
50~
0~ yyi /1

N
E-Y

7/ ;
c % 1 2 3 4 5 12 T1EMPO (h)

Fig.23.- EVOLUCION TEMPORAL DEL AMONIACO SANGUINEO EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s. c.
DE RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/Kg).

601
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La actividad de la Gln-sintetasa hepatica a lo largo de cada tiempo
considerado en este tratamiento, queda reflejada en las TABLAS 10.1 y

10.2 y esta evolucién se presenta en la Figura 24.

Se observa que esta via metabélica se encuentra activada entre las 2
y las 12 horas alcanzando un incremento del 45% entre las 5 y las 12

horas.

El estudio estadistico de esta enzima queda recogido tanto en las

tablas como en el diagrama de barras.
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TABLA 10.1
EVOLUCION DEL VALOR DE GIn-SINTETASA EN FRACCION S9 DE HIGADO DE

RATAS TRATADAS s.c. CON RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/kg).

ESTADISTICA BASICA

TIEMPO MEDIA |DESVIACION| ERROR |COEFICIENTE| TAMARO
(H) TIPO ESTANDAR | VARIACION
1/2 24.9¢4 12.82 4.84 51.39 7
1 27.05 13.18 3.65 48.73 13
2 39.09 3.06 1.53 7.83 4
3 28.23 4.84 2.42 17.16 4
4 3e.25 4.92 2.46 15.26 A
5 44.03 3.10 1.55 7.04 4
12 46.35 2.92 1.46 6.29 4
24 31.42 9.95 4.98 31.67 4
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TABLA 10.2
RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE
GIn-SINTETASA. COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES

OBTENIDAS PARA CADA TIEMPO RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO  (H) NIVEL DE SIGNIFICACION
/2 NS
1 NS
2 S (p<0.05)
3 NS
4 NS
5 , S (p<0.001)
12 S (p<0.001)
24 NS




IS

(*) p<0.05
100 - * p<0.01
** D <0.001
RESINA 10 mg THC/kg Gln - SINTETASA
50 - xe T
(*) H
FI-
T
Nom |
( 0d—h - /1l //
c % 1 2 3 4 5 112 //

TIEMPO (h)

Fig.24.- EVOLUCION TEMPORAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA Gln - SINTETASA, EN RATAS TRATADAS
CON UNA DOSIS DE RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/Kg).
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Las TABLAS 11 y 12 recogen un resumen de los resultados obtenidos
para los parémetros bioquimicos considerados y las diferentes
actividades enziméticas, en el tratamiento de resina de cannabis (10 ng
THC/Kg) .

Este estudio estadistico consiste en una comparacién de medias

independientes en cada tiempo respecto al anterior.



118

TABLA 11

RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS
INDEPENDIENTES DE PARAMETROS BIOQUIMICDSbEN EL TRATAMIENTO CON
RESINA DE CANNABIS éDNSIDERANDD CADA TIEMPD

(10 mg THC/kg)

RESPECTO AL ANTERIOR.

NIVEL DE SIGNIFICACION
TIEMPO
(H) GLUCOGENO GLUCOSA GLUCOSA AMONIACO
HEPATICA SERICA SANGUINEQO
1 - 1/2 NS NS NS NG
e - 1 NS NS NS NS
3 -2 S(p<0.01) S{p<0.001) NS NS
4 - 3 S(p<0.05) NS NS S(p<0.001)
3 - 4 S(p<0.05) S{p<0o.01) NS S(p<0.001)
12 - 3 NS S(p<0.01) S(p<0.01) NS
24 - 12 S(p<0.05) S(p<0.001) S(p<0.03) NS
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TABLA 12

RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS
INDEPENDIENTES DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN EL TRATAMIENTO
CON RESINA DE CANNABIS (10 mg THC/kg) CONSIDERANDO CADA TIEMPO

RESPECTO AL ANTERIOR.

NIVEL DE SIGNIFICACION
TIEMPO
(H) PFK G-46-P DH G1n-SINTETASA

1 - 1/2 S(p<0.01) NS NS

2 -1 S(p<0.01) NS S(p<0.01)

3 -2 S(p<0.01) S(p<0.001) S(p<0.01)

4 - 3 NS S({p<0.05) NS

S - 4 ' S(p<0.05) NS S(p<0.01)

12 - 5 S(p<0.05) NS ’ NS
24 - 12 NS NS 5(p<0.0%)
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2.2.- Tratamiento con una sola dosis de 10 mg/Kg de
tetrahidrocannabinol puro y su evolucién temporal: A continuacién se
pasa a detallar los resultados obtenidos en esta parte del trabajo

experimental, que quedan recogidos en las tablas y figuras que siguen.

En las TABLAS 13.1 y 13.2 y Figura 25 se reflejan los niveles de
glucégeno obtenidos y su estudio estadistico para cada tiempo en
animales tratados con una dosis Gnica de THC puro (10 mg/Kg). A la vista
de ellos se puede decir que este tratamiento produce, igual que la
resina de cannabis, un fuerte decremento de glucégeno, con minimos a los
45 minutos (65%) y a las 3% horas (46%) siendo su nivel de significacién
p< 0,001. A las 24 horas el nivel de glucégeno resulta estar un 20% por

encima del valor de los animales control.
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TABLA 13.1
EVOLUCION DEL VALOR DE GLUCOGENO EN HIGADO DE RATAS TRATADAS s.c.

CON THC. (10 mg/kg). ESTADISTICA BASICA.

TIEMPO MEDIA DESVIACION ERROR COEFICIENTE| TAMARNO
(H) TIPO ESTANDAR VARIACION
174 47 .68 2.50 0.88 S.26 8
1/2 355.37 8.21 2.90 14.83 8
374 ' 20.70 21.40 7.56 103.38 8 *
1 51.00 11.13 3.21 21.82 12
1 1/2 49.87 7.94 2.80 15.921 8
2 48.37 7.84 2.77 14.20 8
a2 ts/e 49.30 1.00 0.50 2.02 4
3 40.75 1.89 0.95 6.64 4
3 1/2 31.37 22.94 8.11 73.12 8
4 45.62 14.68 3.19 32.17 8
4 1/2 43.75 5.17 1.83 11.31 8
S 46.50 4.43 2.22 ? .54 4
12 54.235 0.50 0.25 0.92 4
24 70.23 4.57 2.29 6.51 4

* ALGUNOS VALORES POR DEBAJO EN EL LIMITE DE DETECCION
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TABLA 13.2

RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LOS VALORES DE GLUCOGENO HEPATICO.

COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES OBTENIDAS PARA

CADA TIEMPQ RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION

1/4 S (p<0.001)

1/2 NS

3/4 » S (p<0.001)

1 NS 1
1 1/2 3 (p<0.05)

2 S (p<0.01)

2 ts2 8 (p<0.001)

3 S (p<0.001)

3 t/2 S (p<0.001)

4 : S (p<0.01)

4 1/2 S (p<0.001)

5 S (p<0.01)

12 S (p<0.095)
24 S (p<0.01)




(peg/ og)

GLUCOGERNDO

(*) p<0.05
* p< 0.01
109 e p< 0.001
THC 10 mg / kg GLUCOGENO
L (*) (*)
N I Iox i |
\ I (X
N
N .
\ .
N
N
N
N
N
N\
0- [ 1 A D ) / //
a Ya o1 1% 2 ay 3 3% 4 47 5 — >3
TLIEMPO (1)

Fig.25.- EVOLUCION TEMPORAL DEL GLUCOGENO HEPATICO EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s. c. DE
THC PURO (10 mg /Kg) |

oct
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El decremento de glucégeno observado en los resultados anteriores,
se confirmé mediante la determinacién histoquimica de la actividad de la
fosforilasa. Como toda técnica histoquimica es semicuantitativa, pero‘de
gran sensibilidad. El reactivo de 1lugol produce en la preparacion
histolégicd color azul con el glucégeno de cadenas no ramificadas
(formado por la fosforilasa activa, a ) y color pardo cacbha con el
gfﬁéégeno ramificado (originado por la enzima ramificante, amilo (1,4 —»
1,6) - transglucosilasa); cuando se aprecia mezcla de colores, hablamos

de actuacién de "fosforilasa total®.

La neoformacién in vitro de glucégeno, a partir de G-1-P afladidao, es
indicadora de la actividad fosforilésica, que in vivo significa su
funcioén degradante; es decir, a mAs glucdégeno neoformado in vitro,

corresponde mayor degradacién de glucégeno in vivo,

En la TABLA 14 se recogen los resultados obtenidos en la medida de
la actividad de esta enzima a lo largo de los tiempos considerados en
este estudio. Estos valores se basan en datos comparativos entre los
cortes estudiados al microscopio, de animales controles y de los

tratados.

A la maxima actividad observada a lo largo del tratamiento se le
asigna ++++, frente al - del control de incubacién <(explicado en el

apartado 9 de Métodas) y (+) para los animales control.

Se observa, por tanto, que la actividad fosforilésica evoluciona de
forma paralela al decremento de glucégeno in vivo. La méxima actividad
aparece a los 45 minutos de tratamiento y también a las 3% horas. A las

24 horas esta igualada a la de los animales control.



TABLA 14
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ACTIVIDAD FOSFORILASA EN HIGADO DE RATAS TRATADAS s.cC.

THC (10 mg/kg)

EN CADA TIEMPO CONSIDERADO.

CON

TRATAMIENTO TIEMPO ACTIVIDAD FOSFORILASA
(H) + ENZIMA RAMIFICANTE

CONTROL INCUBACION - -

CONTROL VEHICULO - (+)

THC 10 mg/kg 174 ++

THC 10 mg/kg 1/2 ++

THC 10 mg/kg 3/4 ++++

THC 10 mg/kg 1 +

THC 10 mg/kg 1/2 ++

THC 10 mg/kg 2 -t

THC 10 mg/kg e t/2 ++

THC 10 mg/kg 3 e

THC 10 mg/kg 3 1/2 +++

THC 10 mg/kg 4 ++

THC 10 mg/kg 4 172 ++

THC 10 mg/kg 5 ++

THC 10 mg/kg i2 +

THC 10 mg/kg 24 (+)
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La “FiEUTa 26 corresponde a un corte de higado incubado sin el

sustrato (G-1~P), por lo que la enzima no ha actuado y no se han

sintetizado los polisacaridos correspondientes.

'Fig. 26.- Corte de higado correspondiente al control de

incubacidn {(x 200).
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En la Figura 27 se aprecia en los hepatocitos wun discreto
precipitade de color pardo-azulado pertemeciente al glucégeno

sintetizado por la fosforilasa.

Fig. 27.- Actividad total de la enzima fosforilasa en

corte de higado de rata control (x 200).
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Se observa una actividad media de esta enzima en la Figura 28 que

miestra un corte de higado de rata sacrificada a las 2 horas después del

tratamiento.

Fig. 28.- Actividad total de la enzima fosforilasa (x 200).
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La méixima actividad fosforilasica se cbserﬁa en animales
sacrificados a los 45 minutos después del tratamiento, confirmedo asi el
fuerte decrementc de glucégeno ya resefiado. Esta gran actividad
enzimatica se aprecia en la Figura 29, donde los hepatocitos . aparecer

cargados de glucégeno necformado.

Fig. 29.~ Actividad total de la enzima fosforilasa (x 200).
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En las TABLAS 15.1 y 15.2 y Figura 30 se recogen los valores de
glucosa intrahepatica obtenidos en eéte tratamiento y su correspondiente
estudio estadistico. Este parémetro se encuentra en todo momento por
debajo de la normalidad, con minimo a las 3 horas que llega a ser del
57% con alto nivel de significacién (p < 0,001), A las 24 horas sigue

sin alcanzar el valor de los controles (30% de inhibicién).
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TABLA 13.1
EVOLUCION DEL VALOR DE GLUCOSA HEPATICA EN FRACCION S9 DE HIGADO

DE RATAS TRATADAS s.c. CON THC (10 mg/kg). ESTADISTICA BASICA.

TIEMPO MEDIA DESVIACION| ERROR COEFICIENTE| TAMARO
(H) TIPO ESTANDAR | VARIACION
1/4 70.50 5.74 8.15 2.87 A
1/2 63.00 4.08 2.04 6.48 4
3/4 S4 .25 27.94 13.97 51.51 4
1 65.00 17.75 7.25 27.31 6
1 1/2 61.75 23.38 11.69 37.87 T4
2 64.00 10.45 5.23 16.33 4
2 1/2 47.00 8.48 6.00 18.05 4
3 47.00 0 0 0 A
3 1/2 57.00 6.63 3.32 11.64 4
4 57.75 4.27 2.14 7.39 4
4 1/2 69.50 10.34 5.17 14.88 A
5 71.50 14.85 10.50 20.77 4
12 74 .50 14.84 10.50 19.93 4
24 76.00 12.73 9.00 16.75 4
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TABLA 13.2

RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LOS VALORES DE LA GLUCOSA

HEPATICA. COMPARARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES

OBTENIDAS PARA CADA TIEMPO RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION
1/4 S (p<0.001)
1/2 S (p<0.001)
3/4 S (p<0.01)
1 S (p<0.01)
1 1/2 S (p<0.01)
2 S (p<0.001)
2 1/2 S (p<0.001)
3 S (p<0.001)
3 1/2 : S (p<0.001)
6 o S (p<0.001)
4 1/2 S (p<0.001)
3 8 (p<0.01)

12 S (p<0.01)
24 ' S (p<0.01)




( mg / 100 ml)

GLUCOSA

THC 10 mg / kg GLUCOSA HEPATICA (*) p<0.05
1' * p<0.01
of
g **  p<0.001
* »
* 8
o . |
» l L x 3 rl
L 2
[I' H * % ™
1 T
*+ %
50| -
L =
O [\ / /,
c Ya %X % 1 1% 2 2% 3 3y 4 a4 ! 12 d 24
TIEMPO (h)

Fig.30.- EVOLUCION TEMPORAL DE LA GLUCOSA HEPATICA EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s. c.

DE THC PURO (10 mg/Kg).

OET
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Al contrario de lo que sucede con la glucosa intrahepédtica, la
glucosa sérica se mantiene a lo largo de todos los tiempos considerados
en este estudio. Estos resultados se reflejan en las TABLAS 16.1 y 16.2
y Figura 31. Se manifiestan mAximos a los 45 minutos (17%) y a las 3
horas (31%), con significacién estadistica p < 0,05 y p < 0,001

respectivamente.



TABLA 16.1
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EVOLUCION DEL VALOR DE GLUCOSA SERICA EN RATAS TRATADAS s.c. CON

THC (10 mg/kg).

ESTADISTICA BASICA.

TIEMPO MEDIA DESVIACION ERROR COEFICIENTE] TAMARD
(H) TIPO ESTANDAR VARIACION
174 127.16 15.89 6.49 12.50 )
1/2 131.16 18.63 7.60 14.20 )
374 141.50 17.80 7.27 12.58 6
1 139.0 17.85 6.31 12.84 8
1 1/@2 131.33 12.09 4.94 .21 6
2 136.00 15.02 6.18 11.04 )
a2 i/e 136.50 ?.19 6.50 6.73 4
3 158.00 7.07 5.00 4.47 4
3 1/2 189.75 21.01 10.50 16.20 4
G 133.00 13.29 6.64 7.84 4
4 1/2 144 .50 6.56 3.28 4 .54 G4
3 12e.50 23.33 16.50 192.04 4
ie2 116.50 ?.19 6.50 7.89 4
24 138.50 4.95 3.5 3.97 4
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TABLA 16.2
RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LOS VALORES DE GLUCOSA SERICA.
COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES OBTENIDAS PARA

CADA TIEMPO RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO (H) ’ NIVEL DE'SIGNIFICACIDN

1/4 NS

1/2 NS

3/4 S (p<0.05)

1 S (p<0.05)

1 1/2 ; NS

2 S (p<0.05)

2 1/2 S (p<0.05) .
3 S (p<0.001)
3 1/2 NS

4 S (p<0.01)

4 1/2 S (p<0.001)
5 NS

12 NS
24 S (p<0.05)




T C 10 mg /kg .GLUCOSA SERICA

L

150 4 () '

1007

( mg/100 ml)

GLUCOSA

l ] \ (") . T ( (*) p<0.05
) ()

L r T ]_ T | id * p<o0.0l

I F ' **  p<0.001

777777777 T LT L S L

Iy // 24

POA Y 1% 2 2% 3 3% a Ay

o

TIEMPO ()
Fig.31.- EVOLUCION TEMPORAL DE LA GLUCOSA SERICA EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s. c.
DE THC PURO (10 mg/Kg).
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La actividad de la PFK queda reflejada en las TABLAS 17.1 y 17.2 y
Figura 32. Esta enzima se encuentra inhibida alrededor del 37% en las 2
primeras horas con alta significacién estadistica (p < 0,001). A las 24
horas se mantiene aun el valor por debajo de la actividad normal

considerada en los animales control.
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TABLA 17.1
EVOLUCION DEL VALOR DE PFK EN FRACCION S9 DE HIGADO DE RATAS

TRATADAS s.c. CON THC (10 mg/kg). ESTADISTICA BASICA.

TIEMPO MEDIA DESVIACION ERROR COEFICIENTE] TAMARNOD
(H) TIPO ESTANDAR VARIACION
174 27.95 3.52 1.95 19.74 | 8
1/2 27.83 6.88 2.43 24.71 a8
3/4 34.64 12.31 4.35 35.35 8
1 31.33 5.49 1.58 - 17.51 12
1 1/2 29.88 1.90 0.67 6.37 8
a2 32.45 1.76 0.62 5.43 8
2 1/2 43.48 10.20 5.10 23.47 4
3 49.79 4,73 2.36 9.30 &
3 1/ 35.21 10.73 3.79 30.49 8
4 38.36 10.79 3.82 28.13 8
4 1/@2 38.94 ?.36 3.31 24.03 8
5 34.62 0.52 0.26 1.50 4
12 37.40 2.31 1.15 6.17 4
24 36.18 1.95 0.97 5.38 4
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TABLA 17.2

RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE PFK.

COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES OBTENIDAS PARA

CADA TIEMPO RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION
1/4 S (p<0.001)
t/2 ' S (p<0.001)
3/4 NS
1 S (p<0.001)
1 1/2 S (p<0.001)
2 S (p<0.001)
2 1/2 NS
3 NS
3 1/2 NS
4 NS
4 1/2 NS
5 5 (p<0.01)

12 ' S (p<0.05)
24 S (p<0.05)




p< 0.05

p< 0.01
p < 0.001
100
< )
a
~
3 T C 10 mg/kg PFK
g
[+ 9
g
~
[
P
9 504
2L 1
TN 1 L () ()
] § L e . . by 4 ]
N i
N
* N
AN
N
o
C Ve A 3y 1 14 2 2% 34 a4 1l 12 Z 24
TLEMPO (k)

Fig.32.- EVOLUCION TEMPORAL DE LA ACTIVIDAD DE LA P F K EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s. c.

DE THC PURO (10 mg/Kg).

8ET
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Los resultados obtenidos para la actividad de la G-6-P DH se
expresan en las TABLAS 18.1 y 18.2 y se representan en la Figura 33. Se
observa una inhibicién de esta enzima en todos los tiempos, llegando
alrededor del 45% en varios momentos (45 minutos, 3% horas y 5 horas) y
al 60% a las 24 horas. Estas comparaciones con animales tratados y

control poseen un alto nivel de significacién (p < 0,00D).
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TABLA 18.1
EVOLUCION DEL VALOR DE G-6-P DH EN FRACCION S9 DE HIGADO DE RATAS

TRATADAS CON THC (10 mg/kg). ESTADISTICA BASICA.

TIEMPO MEDIA DESVIACION| ERROR COEFICIENTE| TAMARD
(H) TIPO ESTANDAR | VARIACION
1/4 4.57 1.12 0.40 24.67 8
1/2 S.24 0.87 0.31 16.70 8
3/4 3.00 1.21 0.43 40.39 8
1 4.47 1.27 0.36 28.31 12
1 1/2 5.94 1.18 0.42 19.82 8
2 5.02 0.53 0.19 10.62 8
2 1/2 4.92 0.81 0.41 16.53 4
3 3.92 0.76 0.38 19.44 4
3 1/2 3.59 1.10 0.39 30.73 8
4 5.36 1.78 0.63 33.13 8
4 1/2 6.05 1.56 0.55 25.80 8
5 3.13 0.23 0.12 7.56 4
12 3.63 0.82 0.41 22.57 4
24 - 2.58 0.39 0.19 14.99 4
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TABLA 18.2

RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE

G-6-P DH. COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES

OBTENIDAS PARA CADA TIEMPO RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION
1/6 S (p<0.01)
1/2 S (p<0.05)
3/4 5 (p<0.001)
1 S (p<0.01)
1 1/2 NS
2 S (p<0.01)
2 1/8 5 (p<0.05)
3 S (p<0.001)
3 1/2 S (p<0.001)
4 NS
4 1/8 NS
5 S5 (p<0.001)

12 S (p<0.001)
24 S (p<0.001)




DH ( mu moles/ ml/ mg Prot./min.)

G-6-~-P

p< 0.05

p< 0.01
104 p < 0.001
THC 10 mg/kg G-6-PDH
Y 1 1
N L fi)
TN & i g
§ l -u ..
\ =% l -, l
§ L E ™
N
N
N
N
’\
N
0 % 7 /
Vs b1 1% 2% 3 3% ay 5 12 7 24
TIEMPO (h)

Fig.33.- EVOLUCION TEMPORAL DE LA ACTIVIDAD DE LA G — 6 — P DH EN RATAS TRATADAS CON UNA

DOSIS s. c. DE THC PURO (10mg/Kg).
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La evolucién a lo largo de los tiempos considerados en este
tratamiento, de la actividad de la UDPG DH queda reflejada en las TABLAS
19.1 y 19.2, asi como en la Figura 34. |

A la vista de estos resultados, sélo al principio del tratamiento,
hay un ligero incremento de esta actividad, que estadisticamente no es
significativo, A partir de los 45 minutos se observa una inhibicioén en
todo momento, siendo mAs elevada a los 45 minutos, 12 y 24 horas, y un

nivel de significacién alto en el estudio estadistico.
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TABLA 12.1
EVOLUCION DEL VALOR DE UDPG DH EN FRACCION S? DE HIGADO DE RATAS

TRATADAS s.c. CON THC (10 mg/kg). ESTADISTICA BASICA.

TIEMPO MEDIA DESVIACION ERROR COEFICIENTE| TAMANO
(H) TIPQ ESTANDAR VARIACION
1/4 19.23 ?.58 3.38 49.79 8
1/2 18.30 8.26 2.92 435.15 8
3/4 11.37 3.21 1.13 28.24 8
1 13.50 2.65 0.76 19.67 12
1 1/2 12.99 2.81 0.99 21.68 8
2 15.03 1.42 0.30 ?.44 8
2 1/2 17.70 2.91 1.46 16.47 4
3 .13.81 6.09 3.05 44.12 4
3 t/a 13.14 S.46 1.93 41.58 8
4 15.1& 3.10 1.10 20.54 8
4 1/2 14.75 2.34 0.83 15.86 8
5 14.61 0.65 0.32 4.44% 4
12 11.03 1.75 0.87 15.88 4
24 ?.87 1.78 0.89 18.08 4
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TABLA 19.2
RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE
UDPG DH. COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES

OBTENIDAS PARA CADA TIEMPO RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION

1/4 NS

1/2 NS

3/4 S (p<0.001)
1 S (p<0.01)
1 1/2 S (p<0.01)
2 8 (p<0.05)
2 t/2 NS

3 NS

3 1/2 ‘ NS

4 S (p<0.05)
4 1/2 S (p<0.05)
5 S (p<0.01)
12 8 (p<0.001)

24 S (p<0.001)




(m/x moles/ml/mg Prot./min.)

UDPG DH

204

154

10+

THC 10 mg/Kg
(*) p<0.05
* p<0.01
*%* D <0.001
i [ ]

% (*)

§ (*) (%)

\ i I

\ » *

N

NI .4 ]

N

\ l -

N

N

N

N

c Ya % Y1 1% 2 24 3% 4 4% Z 12 4 24
TIEMPO (h)

Fig.34.- EVOLUCION TEMPORAL DE LA ACTIVIDAD DE LA U D P G DH EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s. c.

DE THC PURO (10 mg/Kg).
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A continuvacién se exponen los resultados obtenidos y su estudio
estadistico para el amoniaco sanguineo en cada momento del tratamiento.

Se recogen en las TABLAS 20.1 y 20.2, asi como en la Figura 35.

Lo méds llamativo a destacar es el aumento que se produce en este
parametro a la hora de tratamiento, que representa un 75% (p < 0,0001) y

a las 3 horas se observa otra subida aunque menor (27%).
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TABLA 20.1
EVOLUCION DEL VALOR DE AMONIACO EN SANGRE DE RATAS TRATADAS s.c.

CON THC (10mg/kg). ESTADISTICA BASICA.

TIEMPO MEDIA DESVIACION ERROR COEFICIENTE]| TAMANO
(H) TIPO ESTANDAR VARIACION
1/4 75.08 27.63 7.97 36.80 12
1/2 67.67 2e.68 6.54 33.51 ie
374 79 .40 15.64 4.95 19.70 10
1 120.67 47.84 13.81 39.65 >12
1 /2 61.58 13.63 3.94v 2a. 14 e
a2 61.00 27.09 7.8 44 .41 12
2 1/2 73.50 11.21 5.60 15.285 4
3 88.25 26.16 13.08 29.64 4
3 1/2 61.00 15.08 5.33 24.72 8
4 69.50 2a.06 7.80 31.74 8
4 1/2 68.73 15.25 5.39 2e.18 8
S 81.25 10.62 5.31 13.08 4
12 74.73 16.66 8.33 22.29 4
24 71.85 14.43 7.21 20.25 4
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TABLA 20.2
RESUMEN DE L0OS RESULTADOS DE LOS VALORES DE AMONIACO. COMPARACION
ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES OBTENIDAS PARA CADA TIEMPO

RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION

174 NS

1/2 NS

3/4 NS

1 S (p<0.001)
1 1/2 NS

2 NS

2 t/e NS

3 8 (p<0.01)
3 1/2 : NS

6 NS

4 1/2 NS

] S (p<0.05)
12 NS
24 NS




(pg/ 100 ml)

AMONIACDO

150 THC 10 mg/kg AMONIACO EN SANGRE
e (*) p<0.05
* p<0.01
**  p<0.001
100} :[
1
50
P B N\ i . , I/ 1
c Vs % 34 1 1% 2% 3 3% 4 4% 5 11712 1 2a

TIEMPO (1}

Fig.35.— EVOLUCION TEMPORAL DEL AMONIACO SANGUINEO EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s. c.

DE THC PURO (10 mg/Kg).
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En las TABLAS 21.1 y 21.2 y Figura 36 se detalla la evolucién
sufre la actividad enzimatica de la Gln-sintetasa. A la vista de
resultados y después del estudio estadistico se observa que existe
activacién que llega hasta el 91% a las 2% horas y que continda

encima de la normalidad (52%) a las 24 horas de tratamiento.

que
los
una

por
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TABLA 21.1
EVOLUCION DEL VALOR DE GIn-SINTETASA EN FRACCION S9 DE HIGADO DE

RATAS TRATADAS s.c. CON THC (10 mg/kg). ESTADISTICA BASICA.

TIEMPO MEDIA DESVIACION ERROR COEFICIENTE| TAMANO

(H) TIPO ESTANDAR | VARIACION
1/64 42.96 4.03 2.01 9.38 4
1/2 42.16 4.60 2.30 10.92 4
3/4 42.98 5.07 2.564 11.81 4
1 : 50.39 9.20 3.75 18.25 6
1 1/2 45.68 10.66 5.33 23.32 4
2 55.71 15.04 7.52 26.99 4
2 1/2 61.20 3.71 2.63 6.07 4
3 42.65 1.27 0.90 2.98 4
3 1/2 43.23 5.35 2.67 12.38 4
4 44.59 .| 10.26 5.13 23.00 4
4 1/2 S51.75 7.65 3.82 14.79 4
5 48.48 1.14 0.80 2.35 4
12 47.90 15.75 11.14 32.89 4
24 48.79 3.26 2.30 6.68 4




TABLA 21.2

RESUMEN

DE LOS

GIn-SINTETASA.

COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS
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RESULTADOS DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE

OBTENIDAS PARA CADA TIEMPO RESPECTO AL CONTROL.

INDEPENDIENTES

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION
1/4 S (p<0.01)
172 S (p<0.01)
3/4 5 (p<0.05)
1 S (p<0.01)
1 172 S (p<0.05)
e S (p<0.01)
2 1/2 S (p<0.01)
3 5 (p<0.01)
3 1/2 S (p<0.05)
4 S (p<0.05)
4 1/2 S (p<0.01)
5 S (p<0.01)

12 S (p<0.05)
24 S (p<0.05)




GIn - SINTETASA (mp moles/mi/mg Prot./ min.)

10Q]

THC 10 mg/kg

Gln ~SINTETASA

—
*
~

(*) p<0.05
* p<0.01
*%  p<0.001

(!

B F .
i
\\ .
N
N
N
N |
N
C . ‘/4 '4 3/‘ 13{ 2'4 3 3}5 4 472 5 // 12 // 24
TIEMIPO (10

Fig.36.— EVOLUCION TEMPORAL DE LA ACTIVIDAD DE
DOSIS s. c. DE THC PURO (10 mg/Kg).

LA Gln - SINTETASA EN RATAS TRATADAS CON UNA
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En las TABLAS 22.1 y 22.2 y Figura 37 se exponen los valores de
insulina sérica en cada momento del tratamiento. Como se puede observar
existe una gran variabilidad en los resultados con un error estandar
elevado, encontrandose siempre el valor por encima del de los animales

control.
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TABLA 22.1
EVOLUCION DEL VALOR DE LA INSULINA EN SUERO DE RATAS TRATADAS

s.c. CON THC (10 mg/kg). ESTADISTICA BASICA.

TIEMPO MEDIA DESVIACION| ERROR COEFICIENTE| TAMARXO
(H) TIPO ESTANDAR | VARIACION
1/4 15.77 2.41 1.20 15.28 4
1/2 14.62 3.96 1.98 27.06 4
3/4 16.15 6.86 3.43 42.48 4
1 16.12 3.57 1.46 e22.16 6
1 1/2 15.15 1.34 0.67 8.85 4
e 17.40 3.79 1.89 21.79 4
2 1/2 17.05 4.17 2.95 - 24.47 4
3 18.85 3.89 2.75 20.63 4
3 1/2 16.92 4.33 2.17 25.62 4
4 16.60 4.31 2.16 25.99 4
4 1/2 15.80 2.17 1.08 13.77 4
5 16.80 0.42 0.30 2.52 4
12 17.70 4.10 2.90 23.17 4
24 17.70 0.56 0.40 3.19 4




TABLA 22.2
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LOS VALORES DE INSULINA. COMPARACION

ESTADISTICA DE MEDIAS INDEPENDIENTES OBTENIDAS PARA CADA

RESPECTO AL CONTROL.

TIEMPO

TIEMPO (H) NIVEL DE SIGNIFICACION
174 NS
1/2 NS
374 NS
1 NS
1 1/2 NS
2 " NS
2 1/2 NS
3 NS
3 /2 NS
4 NS
4 1/2 NS
3 NS

12 NS
24 NS




(*) p<0.05
* p<0.01
* p<0.001

THC 10 me/kg _ INSULINA EN SUERO

204

INSULINA (uU/ml)
L
I=
| a—
H
ﬁ—i

I

N

/]

ao 4 Y 1 14 2 2% 3 3% 4 ay 5 12 // 24
TIEMI’O (L)

Fig.37.- EVOLUCION TEMPORAL DE LA INSULINA SERICA EN RATAS TRATADAS CON UNA DOSIS s. c.

DE THC PURO (10 mg/Kg).

861



159

Por 4ltimo se incluyen las TABLAS 23 y 24 en las cuales se recoge el
estudio estadistico del tratamiento con THC puro y su evolucién a lo

largo de 24 horas.

Se realizé una comparacién de medias independientes de los distintos
paréametros bioquimicos y actividades enzimaticas estudiadas,

considerando cada tiempo respecto al anterior.
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TABLA 23
RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS

INDEPENDIENTES DE PARAMETROS BIOQUIMICOS EN EL TRATAMIENTO CON

THC (10 mg/kg) CONSIDERANDO CADA TIEMPO RESPECTO AL ANTERICOR.

NIVEL DE SIGNIFICACION

TIEMPO

(H) GLUCOGEND BLUCOSA GLUCOSA |AMONIACO | INSULINA

HEPATICA | SERICA |SANGUINED| SERICA

1/2-1/4 | S(p<0.05) | NS NS NS NS

3/4-1/2 | S(p<0.001)| NS NS NS NS

1 -3/4 | S5(p<0.01) | NS NS S(p<0.01)| NS

1 1/2-1 | NS NS NS S(p<0.01)| NS

2-1 t/2 | NS NS NS NS NS

2 t/2-2 | NS S(p<0.001)| NS NS NS

3-2 1/2 | S(p<0.001)| NS S(p<0.01)|{S(p<0.05) [S(p<0.05)

3 1/2-3 | S(p<0.05) | NS S(p<0.01) |5(p<0.05) |S(p<0.05)

4-3 1/2 | 5(p<0.05) | NS NS NS NS

4 1/2-4 | NS S(p<0.05) | NS NS NS

S-4 1/2 | NS NS S(p<0.01)| NS NS

12 - 5 S(p<0.05) | NS NS NS NS

24 - 12 | S(p<0.01) | NS S(p<0.01)| NS NS
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TABLA 24
RESUMEN DE L0S RESULTADOS DE LA COMPARACION ESTADISTICA DE MEDIAS
INDEPENDIENTES DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN EL TRATAMIENTO

CON THC (10 mg/kg) CONSIDERANDO CADA TIEMPO RESPECTO AL ANTERIOR.

NIVEL DE SIGNIFICACION
TIEMPO
(H) PFK G-6~P DH UDPG DH Gln-

SINTETASA

1/2-1/4 NS NS NS NS

3/4-1/2 NS S(p<0.001) | S(p<0.01) NS

1 - 3/6 NS S5(p<0.05) S(p<0.05) NS

1 1/2-1 NS S(p<0.05) NS NS

2-1 1/2 S(p<0.05) S(p<0.05) | S(p<0.0%) NS

2 1/2-2 S(p<0.05) NS S(p<0.05) NS

3-2 1/2 NS NS S(p<0.01) S(p<0.01)

3 1/2-3 S(p<0.05) NS S(p<0.01) NS

4-3 1/2 | NS S(p<0.05) S(p<0.05) NS

4 1/2-4 NS NS NS NS

S-4 1/8 NS S(p<0.001) | NS NS

12 - 5 NS NS S5(p<0.01) NS

24 - 12 NS NS S(p<0.05) NS




DISCUSION
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RISCUSION

Se sabe que uno de los efectos moleculares mAs llamativos y precaoces
de los productos cannébicos en la célula hepatica, es la produccién de
un fuerte decremento en la reserva de glucégeno (El-Sourogy y col.,
1.966; Sprague y col., 1.973; Repetto y col., 1.979, 1.981 b). Este no
suele venir acompafiado de modificaciones significativas en la glucosa
intrahepAtica o circulante (Hollister y col., 1.968; Veil y col., 1.969;
Repetto y col., 1.979, 1.981 b), aunque élgunos autores hayan citado
hipoglucemia {(Beringer y col., 1.932; Lindeman, 1.933) o hiperglucemia
mAs 0 menos transitoria (Carbonaro e Imbasi, 1.948; El-Sourogui y col.,
1.966).

En trabajos anteriores con ratas a las que administrabamos, s.c.,
una dosis unica de resina de cannabis correspondiente a 200 mg THC/Kg
habiamos observado que este efecto es maximo a las 4 horas (Rodriguez-
Vicente, 1.981), alcanzéndose un 54°'39% de reduccién. A las 24 horas el
contenido en glucégeno parecia estar recuperéndose, aunque los valores

estaban todavia un 20-30% por debajo de los normales.

- La glucosa intrahepaAtica no se alteraba de forma estadisticamente
significativa, ni tampoco la glucosa sérica. Dado que el decremento de
glucégeno no se corresponde con un incremento de la glucosa se deduce
que debe haber una activacién del metabolismo intracelular de ésta.
Inicialmente habiamos investigado la via de la glucolisis, que si bien
encontramos algo incrementada (27'31% de activacién de la aldolasa a las
12 horas del tratamiento agudo), no quedaba totalmente explicada la

desaparicién inmediata de la glucosa intracelular.

Por el contrario, el hecho de que no apareciera glucosa circulante
se achacé a que observamos deteriorada la actividad de la G-6-Pasa de
membrana y por tanto su transporte extracelular . Esto esta de acuerdo
con los conocimientos que se tienen sobre la accién de los cannabinoides
en otros mecanismos de membrana (Nahas, 1.978; Dolby y Kleinsmith, 1.977
y Repetto y col., 1.981 a).

Nuestros resultados actuales, que se exponen en esta memoria,

confirmaron en primer lugar el efecto maximo a las 4 horas sobre la
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reserva de glucdégeno hepatico (58% de reduccién) sin modificacién
estadistica significativa de la glucosa intra y extrahepaticas a las
mismas dosis que habiamos utilizado con anterioridad. Hemos comprobado
asimismo que la via glucolitica no se encuentra activada ya que otra
enzima clave de esta via, la PFK, sélo manifestdé un ligero incremento a

las 4 horas (12%), estadisticamente no significativa.

Por lo tanto no parece que el metabolismo energético de la glucosa

intervenga en su répida desaparicién.

Tampoco hemos detectado una participacién de la via de las pentosas-—
fosfato ya que la G-6-P DH, que rige el primer paso de ésta, si bien
mostré una activacién que alcanzé un 35% a las 4 horas, biolégicamente
no parece plausible el que este incremento sea suficiente para
Jjustificar un tan rapido consumo de la glucosa liberada en la
destruccién del glucégeno. No obstante se puede aceptar un ligero
aumento del suministro intracelular de piridin-nucleétidos reducidos,
que actualmente no podemos explicar ya que tenemos comprobado que los
productos cannédbicos 1inhiben de forma también muy llamativa las
oxidaciones microsémicas (NADPH oxidasa y citP-450-oxido-reductasa)
(Bartova y Birminghan, 1.976; Sanz y col., 1.988). Consecuentemente,se
hace necesario investigar en el futuro si la célula hepatica afectada
por los productos cannabicos a estas dosis pudiera tener aumentados sus

requerimientos de caracter reductor.

Por el contrario, hemos observado un incremento del 69% a las 4
horas del tratamiento en la actividad de la enzima UDPG DH. Por tanto,
parece evidente que la glucosa se consume en la produccién de acido
glucurénico para favorecer los mecanismos de eliminacién de este téxico.
Dado que este resultado parece aclarar el destino de 1la glucosa,
completamos los experimentos con un seguimiento de lo que ocurre con
esta actividad enzimAtica a lo largo del tiempo. A las 12 y hasta al
menos las 24 horas del tratamiento, con esta misma dosis s.c. de resina,
la actividad de UDPG DH aparece duplicada (94% por encima de los

controles sin tratamiento).
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Para aclarar la participacién del THC en los efectos observados con
la resina, realizamos un estudio en idénticas condiciones, en el que se

administré 200 mg/Kg del producto purac.

En él, observamos de nuevo un decremento de glucégeno (24%) aunque
menos 1intenso, con una apreciable disminucién de glucosa hepatica
(33,5%) sin modificacién de la glucosa extracelular. Asi mismo resulta

que: a) El incremento de la PFK (14,8%), escasamente significativo
muestra de nuevo que no parece haber modificacién en la via glucolitica.
b) Al igual que ocurrié con la resina, la UDPG-DH sufre un incremento

del mismo orden (67%). c) Se detectan algunas diferencias entre el
efecto de la resina y del THC puro en cuanto al incremento de G-6-P DH,

que fue mayor con el THC (74%) que con la resina (35%).

Por tanto podemos deducir que el THC es, al menos en parte, el
responsable de la activacién del metabolismo glucidico observado,
aunque: podria ocurrir que componentesla resina, canndbicos o no,

enmascaren algo el efecto del THC.

A la vista de lo expuesto, se propone por tanto el esquema que
aparece en la figura 38 como mecanismo de accién de los productos
canndbicos a dosis de 200 mg de THC/Kg.
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FIG. 38: ESQUEMA RESUMEN DE LA AFECTACION DEL METABOLISMO HEPATICO DE LA GLUCOSA EN
RATA TRATADA CON RESINA DE CANNABIS (200MG THC/KG)
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La dosis que habiamos administrado se considera una dosis alta de
cannabis. Aunque no hay acuerdo sobre la dosis letal media(DLso) de este
téxico, el equivalente a 200 mg de THC/Kg que nosotros suministramos
puede encontrarse entre 1/3-1/4 de la DLso s.c. en ratas. Dado que esta
demostrado para algunas de las acciones del cannabis un efecto bifasico
entre dosis alta y baja de los productos cannédbicos (accién sobre los
complejos lipido-protéicos de las membranas, sobre el AMPc vy
adenilciclasa, etc.), estimamos de interés estudiar como se afecta el
metabolismo hepAtico de la glucosa con dosis baja de resina a lo largo
de las 24 horas siguientes a una unica administracién. Elegimos para
ello la correspondiente al contenido de un sélo cigarrillo (10 mg
THC/Kg), y repetimos los experimentos en idénticas condiciones con la
misma dosis de THC puro, que es el cannabinoide al que se adjudica la
accién principal. Con ello pretendiamos conocer si  las alteraciones
observadas pueden ser achacadas a este cannabinoide o si contribuyen los
otros (CBD, CBN, etc.) o los constituyenfes no canndbicos presentes en

la resina.

De los resultados obtenidos cabe deducir un claro paralelismo en los
efectos producidos en ratas por la resina y por el THC puro, a la dosis
baja ensayada, sobre los pardmetros considerados del metabolismo de la

glucosa.

Se repitié el fuerte decremento del glucégeno‘observadd con la dosis
alta. Con la resina a dosis baja aparecié ya entre los 30 y 60 minutos
primeros una disminucién del 50%, aunque se repitié una segunda bajada
algo mAs pequefia a las mismas 4 horas (35%) que en el tratamiento a
dosis alta. A las 24 horas el contenido hepatico estaba restablecido e
incluso un poco por encima de los valores normales, con significacién
estadistica, (17%). El THC produjo un efecto ain mayor que la resina
(65%) y los mAximos aparecieron a los 45 minutos y a las 3% horas de la
administracién. A las 24 horas se encontraron los niveles igualmente

restablecidos e incluso ligeramente superiores a los controles (20%).

En los tratamientos llevados a cabo con el THC, la evolucién de la
desaparicién de glucégeno se confirmé con la que sufrié la actividad
fosforilasica. BEsta originé un comportamiento paralelo al de los niveles

de glucégeno, manteniéndose elevada, con un mAximo a los mismos 45
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minutos y 3% h. A las 24 horas en que el glucégeno ya estaba
normalizado, la actividad de la fosforilasa es muy semejante a la de los

animales control.

Esta precocidad en la accién del THC puro respecto a la resina se ha
repetido en practicamente todos los demids parametros y actividades
enzimAticas estudiadas, como veremos mAs adelante, y la cuantia del

efecto ha sido semejante o mayor.

Solamente hemos observado un comportamiento algo diferente en el
contenido en glucosa intrahepadtica y extracelular. La glucosa hepatica
mostré oscilaciones a 1o largo del tiempo tras la administracién de
resina, con dos minimos a la hora y a las 24 horas con un 30% y un 40%
de reduccién, respectivamente, y un miximo a las 3 horas (24% de
aumento). Con el THC se mantuvieron, en todos los tiempos considerados,
unos valores bajos, con dos minimos, uno amplio que se prolongdé desde
las 2% hasta las 4% y que llega al 50% de reduccién y otro a las 24
horas de un 30%. En ningin momento se detecté el mAximo observado con el

tratamiento con resina.

A pesar de la ligera discrepancia entre efectos de resina y THC, en
este pardmetro se encuentra todavia mis acusado el fendémeno observado
con la dosis alta de resina, de la desaparicién de glucégeno sin que se
manifieste aumento de glucosa hepatica puesto que ésta incluso disminuye

significativamente.

La glucosa sérica se mantuvo dentro de los mérgenes de normalidad o
algo por debajo con la resina, mientras que con el THC estuvo siempre
ligeramente por encima, con un mAximo a los 45 minutos y otro a las 3
horas con valores que sobrepasaron a los normales en un 17% y 31%

respectivamente.

Para valorar el significado biolégico de estos aumentos seria
necesario conocer también la actuacién sobre las enzimas implicadas en
el transporte extracelular (G-6-Pasa), que no habiamos considerado en

este trabajo y que serd objeto de estudios posteriores.

El comportamiento enzimitico fué también totalmente paralelo con
resina y THC, a dosis bajas, pero contrario a lo que ocurrié con la

dosis alta. Tanto la PFK como la G-6~P DH estuvieron en todo momento por



168

debajo de los valores normales con nminimos que llegaron al 47% con
resina y al 37% con THC para la primera enzima y al 49% y 43%

respectivamente para la segunda.

Por lo tanto en este caso, ni la via de la glucolisis ni la de las
pentosas fosfato contribuyen en absoluto a explicar el consumo de la

glucosa intracelular, como en parte ocurria con la dosis alta.

La mayor discrepancia entre dosis alta y dosis baja se da en la UDPG
DH. Mientras que la via metabélica regida por esta enzima parecia
aclarar el destino de la glucosa con la resina de 200 mg THC/Kg, la
dosis de 10 mg THC/Kg no solamente no la incrementé sino que su

actividad incluso se mantuvo por debajo de la normalidad.

A la vista de los resultados, se hacia necesario buscar nuevas
posibilidades de alteracién que pudieran repercutir en el metabolismo de
la glucosa. Habiamos encontrado en la bibliografia un trabajo en el que
Pasquale y col. (1.978) habian estudiado en perro el efecto de dosis
bajas dnicas de resina sobre la glucorregulacién. Estos autores
observaron que aparecia en suero una hiperglucemia inicial transitoria
acompafiada de un aumento de amoniaco, igualmente trasitorio y una
disminucién de insulina. Consideramos pues de interés comprobar si en
rata se producia este mismo efecto, ya que nosotros también habiamos
observado con la misma dosis de THC el aumento de glucosa sérica.
Ademés, éi el incremento de amoniaco tenia lugar, cabia la posibilidad
de que éste produjera un incremento metabélico en higado, en la via de
sintesis de glutamina que es una de las formas de transporte de amoniaco
en el organismo. A su vez, la sintesis de glutamina estad conectada a la
glucolisis puesto que la glutamina y la F-6-P estan relacionadas
mediante una reaccién de transaminacién en una de las vias de

transformacién de la F-6-P.

Efectivamente, observamos un fuerte incremento del amoniaco en
sangre, tanto con resina como con THC a dosis baja. Este aumento
transitorio alcanza un valor del 72-73% que ocurre a las 4 horas con
resina y a la hora con THC, y estd de acuerdo con los resultados de

Pasquale y col. (1.978). Con THC se da un segundo incremento mas pequefio
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a las 3 horas (27%). De nuevo en este parametro el efecto del THC puro

es mAs precoz que el de la resina.

La determinacién de Gln-sintetasa hepatica mostré que esta enzima se
encuentra activada en ambos tratamientos entre las 2 horas y las 12
horas para la resina con un 45% de incremento y hasta las 24 horas con
el THC, alcanzéandose hasta un 91% de aumento a las 2% y manteniéndose en
un 52% a las 24 horas. El THC por tante ejerce de nuevo -una accién

mayor, mAs temprana y mas prolongada que la resina.

Pese a que es necesario ahondar en este tema, el incremento de la
glutamina sintetasa nos permite deducir, de acuerdo con nuestra
hipétesis, la posibilidad de un incremento de la via de transformacisén
de F-6-P a través de la formacién de glucosamina. Ello explicaria ademés
que si la F-6-P se consume por esta via, provocaria un déficit como
sustrato intermedio de la glucolisis y de ahi la inactivacién de la PFK

asi como la de la G-6-P DH, tal como hemos observado.

Este mecanismo no se habia considerado cuando se realizaron los
primeros experimentos con dosis alta. Dado que existen actualmente
grandes dificultades para obtener resina de buena calidad en cantidad
suficiente como para repetir dicho experimento, sélo pudimos bhacer
algunas determinaciones de Gln-sintetasa en fragmentos de higado
mantenidos en congelacién a -802C, restantes de los experimentos
anteriores. Los resultados indicaron una inhibicién a las 4 horas del
46% de esta enzima y no se encontré variacién respecto a los resultados
controles cuando el tratamiento se realizé con THC puro a la misma
dosis. Si bien es necesario hacer constar que habrd que confirmar este
hecho en cuanto sea posible, de nuevo, no obstante, parece manifestarse
una accién contraria entre dosis alta y baja. En el esquema de la figura
39 se resume el mecanismo de accién de los productos cannébicos a dosis
bajas.
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Por 4ltimo y sélo en el tratamiento con THC, realizamos un estudio
de tanteo de los niveles séricos de insulina,para contrastar 1lo

observado por Pasquale y col. (1,978).

Pese a la gran variabilidad en los resultados obtenidos en la
determinacién de insulina y aunque las diferencias no son
estadisticamente significativas, se observa una tendencia a estar en
todo momento por encima de los limites de normalidad dados por nuestros

animales control. Esto estaria en desacuerdo con los autores citados.

Puesto que a las dos dosis consideradas se puede afirmar que existe
un notable paralelismo en los efectos encontrados tanto con la resina
como con el THC puro, podemos deducir que las alteraciones aparecidas en
el metabolismo hepAtico de la glucosa son imputables en gran medida a
este compuesto activo y no a otros componentes de la resina. Seria
necesario, no obstante, confirmar en trabajos posteriores si los otros
cannabinoides administrados separadamente, en forma pura, y siguiendo el
mismo modelo experimental, tienen o no una accién semejante. A priori
quizas pudiéramos adelantar que en los parametros estudiados por
nosotros no parece que exista un efecto aditivo ya que en todo caso la
accién del THC puro suele ser mayor o mAs precoz que la de la resina y
tampoco parece probable que existe, en términos generales, un efecto
antagénico, aunque como hemos sefialado pudiera darse un cilerto
enmascaramiento en la dosis alta, en la que otros cdmponentes se

encuentran también en mayor cantidad total.

Por otra parte, aunque el decremento de glucégeno es una constante,
independientg de la dosis, en los efectos producidos por el cannabis, la
repercusién en el metabolismo de la glucosa que se deriva de esta
degradacién es diferente segin la dosis considerada, estimuléndose
aparentemente vias diferentes. Por lo tanto esto seria uno mAs de los

efectos bimodales, mal llamados bifésicos, citados para este téxico.

A dosis altas parece evidente que la glucosa se consume en la
produccién de 4&cido glucurdénico para favorecer los mecanismos de
eliminacién de este téxico. Por lo tanto, aunque el decremento de
glucégeno es un fendémeno que ocurre de forma precoz e intensa tras la

administracién aguda de una dosis alta , no parece que esté implicado en
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su mecanismp molecular se accién, sino que seria un proceso secundario
dependiente de 1la puesta en funcionamiento de 1los procesos de
desintoxicacién celular.

A dosis bajas, podemos deducir que los cannabinoides afectan al
metabolismo glucidico del hepatocito, y que el efecto bioquimico
primario podria ser un incremento de amoniaco intracelular que
desequilibraria el metabolismo normal de la célula hacia la via de

eliminacién de este téxica.

Sabemos ademis, que los cannabino;des deterioran el metabolismo
oxidativo microsomal (Sanz y col., 1.988). Nos encontramos por lo tanto
ante dos fenémenos, uno de aumento de ién amonio y otro de decremento
de las vias de destoxicacién oxidativa, y ambos estan clinicamente
relacionados con los mecanismos moleculares de las encefalopatias
hepaticas. <(Zieve, 1.981), que pudieran intervenir en el deterioro

neurolégico de los adictos a esta droga.
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CONCLUSIONES

1.- Existe un notable paralelismo de los efectos producidos en ratas por
el extracto de cannabis y por el tetrahidrocannabinol (THC) puro,

saobre el metabolismo hepético de la glucosa.

2.~ A dosis bajas el efecto del THC puro es mayor y mas precoz que el de
la resina; a dosis alta se aprecia un cierto enmascaramiento de

efectos por los otros productos presentes en la resina.

3.~ Se confirma el fuerte decremento de glucégeno como efecto mas
inmediato e independiente de la dosis. Este efecto es reversible,

recuperidndose en 24 horas.

4.- E1 decremento de glucégeno no se acompafia de modificacién

significativa del contenido de glucosa intracelular o circulante.

5.~ En los tratamientos con THC puro a dosis baja se ha comprobado que
la desaparicion del glucégeno es simultanea al aumento de la
actividad fosforilésica.

6.- Las vias para el consumo de la glucosa procedente de la degradacién
del glucégeno son diferentes a dosis bajas y a dosis altas, lo que

representa un efecto tipo bimodal de los productos cannabicos.

7.- A dosis alta se halla incrementada la via de destoxicacién por
glucuronacién, 1lo que interpretamos como wuna manifiestacién
secundaria no directamente implicada en el mecanismo de accién

molecular.

8.- A dosis baja aparece activada la via de transaminacién de la F-1-6-
diP implicada en los procesos de eliminacién de NHa. Este efecto

puede formar parte del mecanismo primario de accién.

9.- Los productos cannébicos, por tanto, afectan al metabolismo hepatico
de la glucosa en rata, siendo el THC el responsable de esta accién,
sin, al parecer, efectos sinérgicos de los otros componentes,

cannabinoides o no.
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