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INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

" .. Para los agricultores Cannabis es cosecha de fibra;...”



INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

Cannabis sativa es una de las drogas mds tradicionales en el trafico ilegal. El
imporiante incremento experimentado en las ultimas décadas por el consumo de los derivados
del Cannabis (que se concentra fundamentalmente en los paises occidentales), asf como el
conocimiento mds profundo de sus efectos psicotrépicos y orgdnicos, ha originado la
proliferacion de datos experimentales encaminados no sélamente a su estudio analftico sino
también a su proyeccion en terapéutica y mecanismo de accidn de sus principios activos.

Entre las drogas que son objeto de uso indebido, y por lo tanto, de tréfico ilfcito, es
indudablemente ¢l Cannabis la inica que generalmente no contiene adulterantes y Unicamente
en alguna de sus preparaciones, como el aceite de hashish, se detectan algunas impurezas que
suelen ser otros constituyentes del Cannabis o residuos de los disolventes de la extraccién, No
obslante, en casos contados se han detectado algunas adulteraciones con otras plantas,
especialmente en la marihuana. Por olro lado, existen grandes plantaciones de Céfiamo indiano
destinadas a la obtenci6n de fibra textil, pues presentan baja proporcién de principios activos.
Sin embargo, muchas de cstas plantaciones, paralelamente enmascaran cultivos con fines
lucralivos, destinados a la exiraccion de su resina, por ser variedades con una riqueza
importante en sustancias psicoactivas; por ello, toda aportacion cientifica al estudio analitico
cle las muestras decomisadas, puede facilitar su identificacién y olasificacién de las misma
como "droga” o "textil".

Desde el punto de visla terapdutico, esta planta fue en la antigliedad una de las
cmpleadas para paliar muchas y muy diversas afecciones, como veremos en las paginas
declicadas a los datos historicos de Cannabis. Actualnmente se conocen derivados sintélicos de
los cannabinoides empleados en la terapia antiemética y para el glaucoma, y se estdn
realizando importantes avances en ¢l campo de los analgésicos. Esto, junto con el
descubrimiento el receptor para cannabinoides y de la existencia de posibles ligandos
enddgenos para dicho receptor, ha situado en la cima de la investigacién cient{fica a este tipo

de compuestos.

Por tado lo expuesto anlteriormente, en la primera etapa de este trabajo experimental,
nos propusimos evaluar los diferentes métodos analfticos cromatogréficos para identificar de
una manera rdpida la presencia de compuestos psicoactivos en una muestra de cdfiamo. Dicho
estudio coneluyé con la lectura de dos Tesinas de Licenciaturas basadas en métodos de
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cromatogarfia en capa fina (TLC) (Ferndndez, 1993) y cromatografia de alta resolucion
(HPILLC) (Recuenco, 1993),

Ahora nos proponemos completar esos trabajos con un estudio puramente
farmacolégico, empleando diferentes ensayos sobre animal de laboratoric que permiten
caracterizar una sustancia como cannabimimética.

Los objetivos principales hacia los que se encaminé este proyecto fueron los siguientes:

* Revision bibliogrdfica de la especie desde el punto de vista boténico, fitoguimico y
farmacoldgico.

* Determinacidn de la toxicidad aguda del hashish mediante el empleo de la DL,

¥ listudio anatomopatoldgico de los érganos afectados tras la intoxicacidn,

* Puesta a punto de los diferentes test farmacoldgicos para el estudio de cannabinoides.
* Establecimiento de la curva dosisfefecto de la resina.

* Ensayo de diversas muestras de resina de Cannabis sativa (hashish) con diferencias

en su composicion.

* Comparacion del efecto farmacolégico mostrado tras la adminisiracion de dichas
muestta, con el que se presenta tras la administraciéon de cannabinoides puros

empleados como patrones.

* Potenciacién o inhibicién de los efectos de los diferentes principios activos tras una

administracidén conjunia,




REVISION BIBLIOGRAFICA DE CANNABIS SATIVA

".. para los médicos del siglo pasado era una panacea, y pard
los médicos de hoy en dia, un enigma,..."



REVISION BIBLIOGRAFICA DE CANNABIS SATIVA
11.1.- ALGUNQS DATOS HISTORICOS

La historia de Cannabis se remonta aproximadamente a 5000 afios atrds. El testimonio
mds antiguo de que el hombre haya hecho uso de la marihuana es una descripeién de la droga
en un compendio de meclicina chino, el herbolario del emperador Shen Nung, que data del afio
2737 a. de C. El céfiamo, se menciona ya en el 1200 a, de C. como fuente de fibra textil, y
la primera referencia histdrica a cerca de sus propiedades medicinales se encuentra en el
antiguo tratado Atharvaveda en el aiio 1000 a, de C.(Singh ef al., 1981). Otros datos
relacionados con esta droga aparecen en documentos asirios de unos 800 afios a. de C. Por
altimo, en un tratado chino de medicina del siglo II d. de C. se cita al cannabis por sus

propiedades "narcéticas”.

Segiin el Dr, Royle, "el calmante del dolor" (Nepente de Homero) que Helena ofrece
Telémaco en honor de Menelao, puede ser Cannabis; segin se narra, Helena consigue esta
planta por medio de una mujer egipeia de Tebas, Dioscorides recomienda la hierba en forma
de cataplasma para las inflamaciones y tumores. Paulus Aegineta dice que las semillas lienen
propiedades carminativas y desecantes, y el zumo de la planta fresca es util para el dolor y
obstrucciones de ofdo (Millspaugh, 1974).

Muchas son las alusiones y menciones histdricas que relacionan esta droga con hechos
cotidianos. Incluso en tiempos antiguos, la marihuana fue tema de prodiga controversia social:
estaban los que advertian que la planta del cAfiamo orillaba el eamino del infierno, y los que
pensaban que conducla al Parafso. Asf en la era china pre-cristiona, se consideraba la
marihuana como "libertador del pecado". Mds tarde los Chinos la proclaman como "la planta
cdonadora del deleite o embeleso”. En la India, la marihuana se conoce por nombres que al
traducirlos, hacen referencia a gran pacte de sus cualidades: "gufa celestial o divima" y
"consolador o calmante de la pena o el dolor", "hierba de fakires", "cimentador de amistades",
"hoja de la alucinacién", "excitador del deseo", "provocador de risas"...

Segim la leyenda de Zoroastrian, los Musulmanes usaban la marihuana durante las
Cruzadas para endurecerse en los actos de terror contra los Cristianos (Turner, 1974). En
Arabia, las preparaciones de Cannabls, conocidas como Aashish, se suelen asociar con "cuentos
increibles” de Hasan y sus asesinos, los cuales cometieron toda clase de atrocidades bajo la
influencia de la intoxicacién por Cannabis. Probablemente la palabra hashish proceda
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precisamente del uso que hacian las tribus dirigidas por Hasan, derivando posteriormenie de

ella el término "asesino” (hashishin).

Herodoto denominé a la planta KdvreBwe nuepoc al conocer que los Tracios
obtenian una clase de tejido de ella. Cuenta que la semilla de Cannabis se usaba para los
bafios de vapor en los ritos funerarios de los escitas, y se han encontrado grabados en vasijas

de bronee procedentes de estas civilizaciones (Kettenes-van Denbosch, 1978).

Hemos visto cémo esta planta se empleaba de una forma u otra en todo el Medio Este;
asi, era bien conocida por asirios, egipcios, escitas, hinddes y griegos. Sin embargo no se
encuentran indicaciones claras de que fuera utilizada poer los antiguos Judfos. De hecho, ¢l
Antiguo Testamento menciona muy pocas drogas; incluso el opio, una medicina de alta
reputacion en la antigiiedad, no aparece en la Biblia, ;Cual es la razon por la que un libro que
detalla muchos aspectos de la vida, sagrados y profanos, no mencione drogas como opio ¥y

Carnabis?

Los Asirios utilizaban Cannabis en sus ritos religiosos (como droga que induce al
éxtasis) y como una droga medicinal (principalmente en lo que hoy denominamos
enfermedades neurolégicas y psiquidtricas). Por otro lado, durante ciertos perfodos de la
historia, el comercio de Judea dependié de Asiria; el impacto cultural-religioso de la corte de
Ninive ("ciudad cruenta, llena de mentiras y robo"), penetré no sélamente en la clase real y
prestigiosa de Jerusalén, sino también en las clases bajas. Se puede asumir que bajo estas
condiciones, las drogas asirias fueran conocidas y utilizadas, por lo menos entre la clase
dirigente, tanto como herramienta para ritos religiosos como de medicina. Después de la
muerte del rey asirio Ashurbanipal (669-626 a.C.), el reinado hedonistico de Asiria desapareci6
con rapidez de la historia. El rey judio Josiah (628 a.C.), durante cuyo reinado resurgieron y
se reescribicron algunos de los libros del Antiguo Testamento, hizo eliminar rdpidamente toda
la influencia pagana de las costumbres religiosas y de la vida judia. El hashish, simbolo de la
relajada moral asiria, debié ser prohibido, Todo esto se ajusta al fondo histérico, y a las
necesidades politicas de un estado Judio independiente y su rey. Esto explica la extrafia
ausencia de vocablos como Cannabis y opio en los libros sagrados judios (Mechoulam er a/.,
1991).
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Cabe la posibilidad, sin embargo, que en una instancia el antiguo término Canrabis sea
mencionado en la Biblia. Es probable que "pannag", un producto inidentificado, exportado
desde Judea a Tiro y mencionado por el profeta Ezekiel (5, 22), fuera de hecho Canneabis.
Probablemente el vocablo hebreo "pannag" fuera una de las denominaciones originales, en
s@nscrito "bhanga" y en persa "bang". En hebreo y en olras lenguas orientales, sélamente las
consonantes forman la base de una palabra; las letras p y b frecuentemente se intercambian,
Ll término "pannag", posiblemente, sufrid una metdtesis en sirio ("qunnappa"), y drabe clésico
{"kunnab"), llegando al final a "Cannabis" en gtiego.

Asi, el empleo de Cannabis se Tue extendiendo desde China hasta India, luego a
Iiuropa Meridional y al Norte de Africa, y desde alli, hacia el affo 1800, a Europa Occidental,
por medio de las tropas del ejéreito de Napoledn que volvia de la campafia de Egipto.

L1 interés del valor lerapéutico de Cannabis en el Oeste, se despertd por ¢l documento
escrito de un cirujano ivlandés, O'Shaughnessy, en 1842 (Formukong ef al,, 1989). Este
cirujano, empleaba la droga para tratar distintas afecciones, como espasmos museulares, alivio
cel dolor, convulsiones del tétanos, rabia, renmatismao y epilepsia. Su uso en medicina se fue
extendiendo por ef resto de Europa y América para combatir una amplia variedad de
problemas, que iban desde las convulsiones y los calambres menstruales, hasta ta amigdalitis,
migrafias y dolor de cabeza, Tambidn de utilizé para aumentar las conlracciones ulerinas y

reducir los dolores en el parlo.

Tras esta gran difusion, el hashish se puso de moda en los circulos arlisticos y literarios
de mitad del siglo pasado. Moreau de Tours publicé unos estudios muy detallados en 1845,
y también describieron los efeclos de la droga en relatos llenos de colorido, figuras literarias
como Gautier (1843) y Baudelaire (1858). Estos, junto a Dumas y Balzac, se reunian bajo el
signo del Club des Haschischins en Parls durante 1840-1860.

En la primera mitad del siglo XX, los preparados de Cannabis fueron disminuyendo,
y su uso medicinal practicamente desaparecid. Asf, fue retirado de la Farmacopea de Gran
Bretafia en 1932 y de la estadounidense en 1942, Unos afios més tarde, en 1950, desaparece
de Ia lista del Index Merck., Sin embargo, en la Farmacopea india siguié hasta 1966
(Formukong e/ al., 1989). El interés por sus propiedades terapéuticas ha dado lugar en la
actualidad, a la sintesis de derivados del THC (principio activo mayoritario de la planta) con
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un Tuture prometedor. Por despracia, desde finales de los affos 50, este interés por la
maribuatit 1o ha sido solo por las posibilidades terapéuticas, sino por el aspecto narcético de
la drogat. Actualmente, Cannahis y sus derivados, son objetos de un tréfico ilicito considerable
y existe un elevado mimero de personas, principalmente jovenes, que lo consumen,
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1.2.- ASPECTOS LEGALEN

Desde el punto de vista legal, y dentro de I vertiente juridico-penal, el consumo de
drogas se cncuentmn regulado en nuestro pals en los Delitos de riesgo en general y mas
concretamente en los articulos 340 bix a) y 344 del vigente Cédigo Penal. En efecto, podemos
leer textunlmente:

“Los que promovieren, fuvorecieren o factlitaren el consumo ilegol de drogas tdxicas, estpefacienie y
sustancias peieosrdpicas mediunte uctox de cultivo, fabricacion o irdfico, o las poseyeran con este titinto fin, serdn
castigandos con fe pema e prisidn menor, v molta de 30.000 a 1.300.000 pesetas si se tratare de sustancias que
causaren grave duf a b salud; ¥ de arresto mayor en los demds casos. Se impondrdn las penas superiores en grado
ctianede s drogas divicos, estupcfucientes v suxtanchas picotrdpleas se difundan entre menores de diectocho alios,
on centros doventes, wnidades militares o estublecimientos penltenciarios, cuando el cuipable periensciese a una
organizucion que wvicra como finalided difimdirlas. ast como cnando la cantidad poselda para iraflear Juere de
notori imporiancia NElos aotos anteriores furen realizados por faculiative o funcionario pitblice con abuso de su
profesisn, se ke impondrd, wdomds, le pena de inhabilitacidn especial. La sancidn del facultativo comprende a los
mdidicns v personas con pasesion de ik saniturios, ol furmacéutico y sus dependiontes. En los casos de extren
gravedad v cuinde lox heehos sean realizados en establecimiento piblico, o s trole de los jefes, administradores o
envarggadus de s oranizaciin dedicado, aungue fuera parclalmonte, a los fines del pdrrafo primero, los Tribunales,
adomils de Imponer ke pena superior on grado, podedn decretar algunas de las medidas sigulentes: a) Clausura
definitives oe ki empresa, sis loculos o extablecindento, o disolucidn de lo socledad. b) Suspension de los actividodes
de I empresit o sociodad por tiempn de seis meses o wn aflo. ¢} Prohibicldn a la empresa de realizar aciividades,
aperaciones mercaniiles o negucins de b clase de aguéllos en cuyo efercicio so ha cometido, favorecido o encublerio
el delite. por thempn de das meses « dox afios, Cuando alguna do estas medidas fuera aplicada, el Tribunal podrd
proponer o la Administractin que dispanga la intervencion de la empresa para salvaguardar los devechos de lox
srubafudores Las condenas de Tritumades extranferos por delitos de igual entidad a los previsios en el articwlo,
prociucird ante dos espaftoles lox mismas efecios que las de éstos on cuanto lo establecido en ¢l niimero 25 del articvlo
10 de exte Cldige®.

I.a primera cuestion que se plantea es si el Cannabis se encuentra dentro de lo que se
debe entender por drogu 0xica, estupelaciente y sustancia psicotropica, y si es asl, si se trata
de unn sustuncia que couse dafio a la salud o no.

Desde ¢l punto de vista médico, parece claro que Cannabis entre denitro de lo que
entendemos por droga en ol campo de las toxicomanias, ya que se consideran como tales a
"odo firmaco psicoactivo con aceion reforzanite positiva, capacidad para desarroliar
dependenciu pyicoldgica, adiceidn, asi como fenémenos de tolerancia y toxicidad".
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Para ki Administracion de Justicia, la inclusion de los derivados canndbicos dentro del
concepto de droga toxica, estupefaciente o sustancia psicotrépica puede ser mds dificultosa
pues ¢stos no se eneuentran deflinidos en Codigo Penal. Por ello, durante muchos afios ha
existido unn gran controversin entre los penalistas respecto al Cannabis. La Fiscalla del
Teibunal Supremo entiende come droga "toda sustancia que introducida en el organismo,
puede modificar, inmediatamente o no, wia o varias de sus funciones. Caracieristica comiin
de toda droga, ox que crea una sensacion de bienestar y placer y causa una acusada
dependencia en ol organismo que, habituado a la droga, necesita de manera continua, en
forma irrexistible, para evitar la aparicion de tensiones fisicas y psiquicas de variada Indole”
(Portero Garefn, 1983). EL Tribunal Supremo, segin se desprende de numerosas sentencias,
entiende par droga toxica o estupeficiente, a las comprendidas en las listas I, 11 y IV del
Convenio Unico de 1961, y en ¢stus aparece claramente recogido "Cannabis y su resina y los
extractox ¥ finturas de la Cannabis” (lista 1) y el "Cannabis y su resing" (lista TV).

Queda claro, por tunto, yue desde el punto de vista jurldico penal, Cannabis se
encuentra perfectamente dentro de las sustancing a que se hace referencia en el articulo 344
del Codige Penal y nads en su actual redaceion ("drogas tdxicas, estupefacientes y sustancias

picotrapicas™).
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11.3.- PREPARACIONES DE CANNABIS

Lin general, en ¢l tedfico ilicito Cannabis es una droga que se suele presentar de las tres
formns siguicntes (Thafiez, 1990):

. Como productos herbiiceos (mariliuana). Tradicionalimente se cree que solamente las
sumidaicles loridas ¥ con frute conticnen cantidades apreciables de compuestos psicoactivos.
La presentacion de la murihuany, como veremos més abajo, es variadisima dependiendo de la
region de procedencia de la muesten, L.os productos herbéceos pueden contener entre un 0,5-
5% de THC.

- Productos de resinn (hashish). La téenica empleada para la obtencién de la resina varia
wmbién en funcidn de lo zony, sicndo las més frecuentes el frotar la planta entre las manos
o contra una supetficie de goma a la cual se adhiere la resina. También puede pulverizarse la
materin herbiicen, para despuds exponer el polvo al sol derritiéndose la resina que luego es
facilmente moldenda, 1. resinn de Cannabix suele contener entre un 2-10% de THC.

- Cannabis Viquido (neelte de hashish). Es un extracto liguido obtenido de la hierba o dela
resing. Se¢ realizo una extraccion continua mediante un soxhlet, siendo los disolventes
empleados el etanol, metanol, ncetona y éter de petréleo. Se obtiene asf un aceite viscoso de
coloracion verde o cnstafio dependiendo de la procedencia y el grado de madurez de la
materin. Aproximadamente estos productos suclen contener entre un 10-30% de THC.

Cannabiy se consume principalmente fumado, pero también puede ingerirse como
alimento o bebida. 1.0 India es ¢l vnico pals donde el consumo por via oral es importante, en
forma de bebida principaimente. También se consume en forma de las mds diversas golosinas
y productos alimenticios. Sin emburgo, en la mayor parte de los pases es més frecuente fumar
la droga, que consumirla de este modo. Las preparaciones més fuertes, suelen fumarse en pipa.
Las Covmas crudas menos activas, se fuman en pipa o en cigarrillos,

in ocasiones se mezclan otrus drogas con Cannabis. Asf, en la India, Pakistan y en

otros paises del mundo, el tabaco suele ser parle componente de la preparacién a fumar. La
mezcln con otro tipo de droga es mds raro; en ocaslones se afiade dafura, que contiene

escopolaming, atropina y otros alcaloides de la belladona,
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Bl cldftamo indiane se cultiva principalmente en regiones cdlidas y sceas, como India,
Egipto, Adfrica del Sur, Mgjico, ete. Segun lus dreas, la composicion y la forma de elaboracidn,
los prepurados reciben distintay denominaciones:

* B India:

- Bhrang, conocido tambidn como stddhi, subji 6 patti. Esté constituido por las
hojas ¥ los sumidudes Noridas masculinas y femenines. Se fuma tal cual, o en ocasiones
mezelndo con tabaco ¥ opio. Se puede encontrar también en preparados con mantequilla,
bollerfn o pasteles, mezelado con alrodisiacos. Fs poco activo como estupefaciente. A partir
del Bhang se oblicnen otras doy prepuraciones, el futki (por maceracion en alcohol) y la
pmudra (mezelado con opio y estramonio).

~ Gunjah, Toymada por las sumidades femeninas (ecundadas, ¢ introducidas en
resin. Suele presenturse en masas aplanadas, "flat ganjah®, o en husos redondos, "round
ganjul”, Bs muy setiva y se suele fumar en unas pipas especiales. También se ingiere en

forma de bebida con leche y agua,

- Charas, Namado también eharras, charrus, chiras o manja. Se trata de la
resina obtenida por recoleecion manual, Es la droga més rica en principios aclivos. Se suele
consumir [umado o ingerido en forma de dulees, que llevan miel, cancla, azdcar, el

* Iin ligipta y Arabin:

- Hashish. Al igual que ta anterior, es la resina, pero en estado casi puro. Se
molden en finos bastones que s¢ incorporan a log cigarrillos comunes o bien se [uma en pipas
especinjes. También se le suele adicionar miel, mantequilla o ingredientes arométicos de las
Solandeens. Como hemos dicho anteriormente, los musulmanes dutante las Cruzadas, dirigidos
por Llasan, fumaban una hierba (hashish), que les estimulaba durante las batallas; por ello, se
les denoming hashishin o hashashin, de donde derivé el término "asesino” en drabe, pues bajo

la influencia de esta droga, estas personas no dudaban en matar.

10
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* En Turguia:

- Hafiorum. Son extractos acuosos de la planta, adicionados de otras plantas
aromdticas y afrodisiacas.

* I Alvica del Notte:

- Kif. en Marruecos v Argelia. Son las sumidades floridas femeninas del

chftamo, reducida a polvo grosero,

- Takrouri, en 1inez. Son lus sumidades (roceadas, tamizadas, y presentadas

en forma e paguetes.
* Lin Mdjico v el Sur de Estados Unidos:

- Marihuana, Probablemente, el origen de este vocablo provenga de la [rase
azieen "Milan-a-Huan", que posteriormente bubiera derivado en su pronunciacion al término
actual. ‘Tambidn s¢ conoce como por y grass. Contiene sumidades floridas y se consume
mezelada con tabaco, lnda en papel de fumar, que se conoce vulgarmente como "porro”. Otras
denominaciones comunes tpicas de Centroamérica son juanita, marfa, etc.

* lin Buropa:

- Lo forma més hecuente de consumo es fumando las sumidades floridas tal

cual, o bien, mezctadas con tabaco.
* OMras preparaciones S0
- Hashish lquido o Aceite de Marifuana, mucho més activo.
- Esrar, vesing pura de la dropa.

- Daswamesk, droga almizeladn, para pistachos, almendras...

il



REVISION BIBLIOGRAFICA DB CANNABIS SATIVA

I14.- ESTUDIO BOTANICO
1.4.1.- HTABITAT

Cunnabis sativa es originaria de lns zonas templadas de Asia, extendiéndose su cultivo
hacio China, India, Persin. Se supone que la planta entré en Europa durante el perfodo
Roman, estableciédndose despuds por todas las zonas templadas del globo.

Crece sin dilicultnd tonto en sitios desérticos como en tierras cultivadas, lo que ha
facilitado su expansicn. Floreee en Julio y Agosto.

11 verdudero cdfiamo indiano, que posee propiedades narcéticas, crece a una altitud
superior o 100 m, principalmente en el Tibet e Himalaya. Estas variedades no presentan
grandes diferencias botdnicas con lus que crecen a bajos niveles de altitud, pero la variacion
en ln compasicion quimicn es notable,

4.2« DESCRIPCION

Se trata de una planta onual, herbacea, dioica de gran talla, que alcanza desde | hasta
3 m de alturn. Presents tllo ereclo y estriado, lefioso en la base, simple o escasamente
ramiflicado, y con una corteza interna fibrosa y viscosa.

151 efiamo posee hojus aserradas compuestas, siendo las inferiores opuestas, con 3-7
foliolos lanceoludos y lus superiores alternas, sencillas o con 3 segmentos; de color verde
oscuro por el huz, pdlides y vellosas por el envés, presentan peciolos largos, finos y
estipuludios,

Las flores masculinas estdn constituidas por racimos axilares o paniculas, con 5 sépalos
ovales, més o menos separados y vellosos; 5 estambres opuestos al céliz, con filamentos

cortos, iguales entre si y colgantes, y largas anteras,

Las inflorcscencias femeninas son cimas compactas y espigadas. Son las flores sésiles
y con una brdcten folifcen cada una de ellas; cdliz simple y nervado, sépalos hirsutos y con

i2
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e

forma de corazon; avario con un sélo dvulo recto y ortétropo; estilo poco evidente y 2
estipmas alarpados (ue sobresaten del perianto,

Bl fruto de Cannabis saiiva es un aquenio glandular, casi esférico, envuelto por los
sépalos; pericarpo membranoso, indehiscente, pero ficilmente separable mediante presion entre
fas dos valvas.

Por Gltimo, la semilla es ovoiden, lisa y de color marrdn veleado; un sélo embridn

curvade, oleaginoso ¥ con eseaso albumen.
(4.3~ TAXONOMIA

Muchas son las clasilicnciones taxondmicas a las que se ha sometido esta planta a
través de T historin: autores gue consideran una sola especie dentro del género Cannabis, otros
que considerun dos expecies, y hasta aquellos que son partidarios de una gran cantidad de ellas

en funcion de su origen geogrdbico,

Nosotros, en este caso, hemos adoptado (como ya lo hicimos en los estudios anallticos
cromatogrilicos que culminuron con la presentacion de la Tesina de Licenciatura; Ferndndez,
1993) la clasilicacion escogidi por Small y Cronquist (Small y Cronquist, 1976). Estos aulores
presentan Connabis Setive como la Onicn especie del género. A su vez, dicha especie posee
dos subespecivs, en funcion del potencial de toxicidad de sus principios activos. Asi, el grupo
de plantas que poscen una clevada concentracidn de sustancias narcSticas pertenccen a
Cannabix sativa subsp. indica y uquellas cuya toxicidad es limitada se agrupan bajo la
subespecic Cunnabis sativa subsp. sativa 'y son utilizadas para la obtencién de fibra textil y
aceite. Cadu unn de Ing subespecies presenta ademds dos variedades botdnicas, que se
identifican por su ereeimiento "salvaje" o bien de cullivos: var. safiva y var. sponianea son
respectivamente las variedades cultivada y natural de la subsp. sativa, y la var. indica y var.

kafiristanica, de la subsp. indica.

i3
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Por lo tanto, la clasificacion taxondmica quedarfa como se expresa a continuacion:

Divisidn Tracheophyta
Subdivision  Preropsica

Clase Angiospermae
Subclase Dicotiledonea
Orden Urticales

Familin Cunmehinaccae
Giénero Camuthis

Especic Cunnhis sativa 1.,

Cannahix sativa subsp. sativa
Cannabiy sattva subsp, sativa var, sativa
Cunnabis sativa subsp, saliva var. spontanea
Cunnahls sativa subsp, indica
Cunnabis sativa subsp, indica var. indica
Cannabis sativa subsp. indica var, kqfiristanica

(L4.4.- CLASIFICACION SEGUN LA COMPOSICION QUIMICA

Desde fos Gltimos treinta aftos sc han realizado numerosos intentos para clasificar las
distintas varicdudes de Connabiy en funcién de sus propiedades toxicas o textiles. Grlié
propuse un sistema de clusificacion basado en el estado de madurez de la planta (Grlié, 1964).
Asi. clositicubn Jus distintas resinas en cineo categorias diferentes, relacionadas con el proceso
fitoquimico por ¢l cual el deido cannabidioico (CBDA) es gradualmente convertido en
cannabidiol (CBBD), ATHC, y finalmente a cannabinol (CBN). Estas cinco categorfas agrupan
plantas "inmaduras”, en cuyn composicion predomina el CBDA (1); "intermedias", con riqueza
en CBD (2): "maduras”, vieas en THC (3); "sobre-maduras”, con predominio de CBN (4), y
"slterados®, que presentan una ¢lars descomposicion quimica (5).

La complejidad del sistema de clasificacién de Grlié, las avanzadas técnicas anallticas
y la necesidad de una clasificacion mds clata pero relacionada con la composicién quimica,
llevaron o Waller a establecet, en 1971, un sistema de clasificacién basado en el fenotipo, en

funcién de ln relacion siguiente:

14
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AY-THC + CBN

Fenotipo =
210 B

Se ha comprobado en numerosos experimentos que la pérdida de la potencia de los
efectos de la marihuana va acompaiinda de la conversion de THC en CBN. Esto significa que
la suma del contenido de THCHCBN serfa mds o menos igual a la proporcion de THC en las
muestras Treseas, recolectadas recientemente (Mohamed ef al., 1985).

Observando la (drmula anterior, si una muestra analizada presenta un fenolipo >1 serd
consideradn como Carmabis “tipo droga” (fenotipo 1); i por el contrario es <1, entonces sc

considera comw Cunaiahis “tipo libra” (lenotipo 1),

Otros sutores han amplisdo esta clasificacion incluyendo un gran nimero de fenotipos
diferentes, haciendo relerencia o tlodos fus variedades de Cannabis conocidas, y teniendo en
cuenta otros cannabinoides menos corrientes que los tres mencionados anteriormente pero
presentes en dicha especie (Turner ¢ al., 1980). Nosotros, sin embargo, hemos optado por la
clasificacion de Waller, que aunque sencilla, aporta informacién suficiente para afrontar
nuestro estudio farmucologico,

13
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i1.5.- PRINCIPIOS ACTIVOS: LOS CANNABINOIDES

(1.5.1.- GENERALIDADLS

Las distintas preparaciones de Cannabis sativa deben su poder psicoactive a una serie
de principios activos presentes en la planta y que globalmente se denominan cannabinoides.
Se han deserito hasta 426 componentes distintos, de los cuales mds de 60 son cannabinoides
(Dewey, 1986). Estos principios aetivos se encuentran en cualquiera de las partes de la planta,
si bien. Ia mayor concentracion de ellos a parece en las inflorescencias, De todos los
cannabineides conocidos, el (A" Tetrahidrocannabinol (A”THC) es el principal componente
psicoactivo desde el punto de vista farmacoldgico.

Otros cannubinoides presentes en cantidades apreciables, aunque con menor actividad
farmacologicn, son el (-)ATetrahidrocannabinol (A*THC), el cannabidiol (CBD) y el
cunnabinel (CBN),

Debido al elevade nimero de sustancins potencialmente activas presentes en la
marihuana, y particularmente u ln gran vaviedad de cannabinoides, es probable que todos ellos
actiien sindrgicamente, aditivamente o incluso antagoénicamente cuando se administra, a los
animales de experimentacion, en forma de extracto crudo o de resina (Dewey, 1986).

1.5.2.- ESTRUCTURA QUIMICA

Fue Mechoulun, o finsles de los aftos 60, quien identificod por primera vez la estructura
quimica de los cannabinoides, presentando una estructura carbociclica de 21 Atomos de
carbono (Mechoulam, 1970). A dilerencia de la mayorda de los otros agentes psicotrépicos

carece de nitrdgeno en su moldeula.

Existen dos tipos diferentes de numeracion para estos compuestos, en funcién de que
se considere la estructutn principal como un benzopirano o bien como un monoterpeno
(Razdan, 1986). Lo cierto es que ATTHC es exaclamente el mismo compuesto que Al-TIHC,
AVTHC ¢l mismo que A®THC, ete, utilizando, respectivamente, la nomenclatura
dibenzopirdnica o monoterpénica. Nosotros, para esie (rabajo hemos optado por la primera de

ellas, y por lo tnto, hablaremos siempre de ATHC, AL-THC, ete.
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Los cannabinoides naturales poseen dos centros quirales en C-6a y C-10a en la

conliguracion frans, siendo las formas (-) 20 veces mds activas que las formas ().
Aparecen ahors representadas las estructuras de los cualro ¢
interds y mayoritarios de Cannabiy,

annabinoides de nuestro

A" TETRAHIDROGANNABINOL

4 -TETRAHIDROCANNABINOL

OH
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CANNABIDIOL

CeHy

CANNABINOL

GGHH
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11.5.3.- PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

Son fos cannabinoides y la mayorfa de sus metabolitos compuestos altamente lip6filos
y de baju solubilidad en soluciones acuosas. Concretamente, A~THC es un componente
resinico, insoluble en agua con un valor de pK, de 10,6. Presenta un coeficiente de particion
octanol/agua o pll neutro del orden de 6000 (Agurell e al, 1986). Se trata de un compuesto
fotoldbit, sensible al calor, a la accion de los dcidos y a la oxidacion, pasando Ficilmente a
CBN. Sin embargo, almacenado correctamente, a -20°C y disuelto en etanol, permanece estable
durante varios meses.

La elevada liposolubilidad de estos compuestos ha hecho més complicado su estudio
farmacologico. No obstante, con el desarrollo cientifico, se ha logrado sintetizar numerosos
andlogos de los cannabinoides que son solubles en agua y que han facilitado, en gran medida,
el avanee en el conocimiento de este grupo de compuestos. Uno de estos andlogos
cannabimiméticos hidrosolubles es el 1-(4-morfolino) butiriloxi-A%~THC (MB-ATHC) que
ha demostrado tener setividad furmacologica equipotencial con el A%THC (Compton y Martin,
199).

IL5.4.- RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Aungue hoy din estd mas que demostrada la existencia del receptor para cannabinoides,
no estd totatmente claro si este receptor es el Gnico responsable de todas las acciones centrales
medindas por dichos compuestos. Con la sintesis de numerosos andlogos del A’-THC, la gran
cantidad de experimentos realizados, tanto en hombre como en animales de laboratorio, y el
desmrrollo  de programas informdticos y téenicas de andlisis tridimensional (Thomas ef al.,
1991), se han podido establecer los requisitos estructurales necesarios para que una molécula

conserve su aecion cannabimimdtica,

- BEASWTHC y el AMTHC incluyen en su estructura una cadena lateral alifidtica en
el C, de tipo pentilo. Su desaparicion produce pérdida de la actividad, pero su modificacion
puede potenciarla, Asi, ¢l ndmere minimo de dtomos de carbono ha de ser de tres (Razdan,
1986). Sin embargo, incrementando su longitud en siete dtomos y ramificéndola con dos
grupos metilos, se potencia su aceion; se obtienen asf los Dimetilheptil (DMH) anélogos del
Ay A"THC, que ban demostrado ser muy activos (Martin ef al., 1991).
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- La actividad sobre el comportamiento depende en gran medida del grupo hidroxilo
fendlico del Cy (Mechoulom y Edery, 1984). [ncluso se conoce el dngulo de torsion (155°) que
debe tener este grupo para obtener o conliguracion activa del A-THC. Esta premisa se basa
en el hecho de que el T-metoxi-ATHC, que presenta una actividad farmacolégica muy
pequeita, no presenta el dngulo necesario. Hsta teorls asume también que es el oxigeno
fendlico mds que el hidrogeno, el que estd implicado en la interaccién con el receptor de
membrana (Semus y Marting 1990), Por otro lado, el Naboctate que es un derivado sintético
muy elicaz como reductor de la presion intraocular del glaucoma, posee un grupo dietil-
etilamyino esterificado en el hidroxilo,

- Parn que ¢l compuesto presente psicoactividad es imprescindible también la presencia
del anitlo benzopirano, como lo demuestra ¢l hecho de que el CBD no posea psicoactividad
y carezea de dicho anillo. 13 oxigeno benzopirdnico, puede ser sustituido por un nitrégeno; un
cjemplo de esta sustitueidn lo tenemos con el Levonantradol (Razdan, 1986). La sustitucién
de los dos metilos del C, resta getividad sobre el sistema nervioso central. Muy impottante es
también que ln unidn entre los unillos sea rans; la unién en eis no da actividad. Sin embargo,
Howlett ¢f of. hon demostrado que andlogos no cldsicos de los cannabinoides como el
Levonantradol (teteactelico) o el CP 55,940 (biciclico, que carece del anillo benzopirdnico),
son capaces de producir una gean actividad analgésica,

- Por altime, parece ser que 1o posicion del doble enlace es fundamental para la
actividad sobre ¢f SNC, siendo mdxima para A, seguida del A% Si se produce la saturacidn
completa de unillo, disminuye notablemente la actividad (Razdan, 1986). Es importante
destacar que ol grupo metilo del €y juegn un papel fundamental en los efeclos
comportamentales, su sustitucion o climinacién atentia dichos efectos. La Nabilona, posee un
grupo ceto en lugar del metilo en Cy; esto le confiere un potente efecto antiemético.

Los andloges uminoalquilinddlicos con accién cannabimimética son los (ltimos
compuestos sintetizados que guardan relacién farmacoldgica con los cannabinoides naturales.
Iistos compuestos, que poseen una estructura francamente diferente a la de los cannabinoides,
producen eleetos antinociceptivos similares a los del ATHC (Compton et al., 1992), Ademas
se unen al receplor cannabinoide con una gran afinidad, como se ha podido demostrar
mediante téenicas de hinding; un gjemplo de este tipo de compuestos lo tenemos en el WIN

§5212-2 (Kuster ef al., 1993).
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l.evonantradol HU-210

OH

CP-55.940 WIN-55212-2
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IL5.5.- FARMACOCINETICA

Ll hombre suele consumir las preparaciones de Cannabis fumadas en forma de
cigarrillo o en pipa. Ll estudio farmacocinético de los cannabinoides tras su introduccién en
el organismo por esta vin de administracién, se hace muy complejo, pues intervienen
pumerosos factores dificilmonte controlables. Entre ellos se encuentra la variabilidad de la
composicion de cada droga: La proporcién de A»THC en la planta oscila entre un 0,3% y més
del 3%, y si se trata de la resion (hashish), supera el 10%. Ademds existen factores
concernientes u ln forma de fumar ¢l cigarrillo (liempo de retencién del aliento, volumen
inhalado...). Para complicar win mds ¢l estudio, junto con el A*-THC coexisten otros muchos
cannabinoides que modilican notablemente la farmacocinética del compuesto.

Sin cbargo, asumiendo que el ATHC es el mayoritario y principal componente
responsuble de la actividad, nos limitavemos a describir los pardmetros farmacocinéticos de
dicho compuesto.

Ein general, son los cannabinoides un grupo de compuestos hidréfobos que sufren una
ripida  ubsorcion, redistribucién y almacenamiento en tejido adiposo, produciéndose
posteriormente una liberucion fentn, y manteniéndose niveles plasméticos durante largos
perfodos de tiempo. Jisto explicu la ausencia de un sindrome agudo de abstinencia tras su
retirada (Aguecll er al.. 1986).

Como el A-THC es insoluble en agua, las tinicas vias de administracién utilizadas por
el hombre parn su consumo son la inhalatorie y la ingestién, Si bien, para experimentacién
animal, udemis de estus dos vias, se emplean la endovenosa (i.v.) y la intraperitoneal @i.p.)
No hay duda que ln vin de administracion escogida es otro de los factores condicionantes que
modifican la farmacocinética,

* Absorcién y distribuclén

‘I'ras una administracion inhalatoria o Intravenosa, se produce una réipida absorcién, con
una elevacién de los niveles plasméticos muy répida y similar en ambos casos (mdximo en
unos quince minutos). Traténdose de una administracion oral, comparativamente se alcanzan
niveles plasmdticos mds bajos, encontrindose el maximo al cabo de una o dos horas tras la

2



REVISION BIBLIOGRAFICA DE CANNABIS SATIVA

ingestn. Después, en seguida se produce una disminucién progresiva, aprecidndose un
fendmeno de redistribucion; el TTIC se une en un 77% a protelnas plasméticas, principalmente
a lipoproteinus, Esta elevada unidn proteica explicaria el porqué solo una pequeiia proporcién
de THC pasa al sistema nervioso central.

La elevadu liposolubilidad del compuesto, y la existencia de un reciclaje a través de
la circulucion eatero-hepdtien, se corresponde con una también elevada vida media, Asli, tras
una sola administracion, se observa uno vida media plasmética que oscila entre las 20-30 h
tanto en humanos como on ratones, dispardndose hasta los 7-8 dlas en el perro. Efectivamente,
el perfil grifico de los niveles plasmiticos del A™THC puede interpretarse considerando la
intervencion de 3 & 4 compartimentos durante su distribucién en el organismo (modelo
multicompartimental), Una gran purte del THC plasmético (70%) es captado fundamentalmente
por ¢l tejido adiposo, encontrdndose concentraciones muy elevadas del compuesto en pulmén
y rifidn a lus pocus horas de su adminisiracion, para redistribuirse y acumularse en dias
posteriores, en bazo y tojido adiposo principalmente (Hunt y Jones, 1980).

* Mctabolismo y climinacion

Los comnabinoides poseen un metabolismo complejo que ha sido estudiado por un gran
nimero de investigadores. De todos los cannabinoides naturales, sélo se conocen bien las rutas
metnbolicas del ATHC, ANTHC, CBD y CBN. En todos ellos se produce un proceso
metabdlico similar, empezando por una oxidacion hepética fundamentalmente, aunque también
existe metabolismo en pulmén ¢ intestino. Esta oxidacién ocurre via citocromo p-450,
obteniéndose derivados mono, di o trihideoxilados, De los aproximadamente 80 metabolitos
conocidos, importancin fundamental posee el monohidroxilado 1 1-OH-A%THC por ser el mis
activo de todos log metabolitos hidroxilados. Estos tuego contindan su oxidacién pasando a
los correspondicntes derivados ceténicos y carboxlicos (Agurell ef al., 1986). Ast mismo, la
cadena lateral pentilica presente en los principales cannabinoides, también puede sufrir
hidroxilacion, via por ln cual se producen cuatro metabolitos hidroxilados: 1°-, 2, 3’ y 4’-
O1-A*THC (Harvey. 1990). Por otro lado, tras Ia epoxi-oxidacién de dobles enlaces del anillo
se produce el metabolito 9¢., 10a-epoxihexahidrocannabinol,

La eliminacién de los metabolitos se realiza, fundamentalmente, en forma de dcidos
libres o conjugados con glucurénico o dcidos oleico, palmitico o estedrico. Se produce una
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excrecion por viu biliar (en heces) de aproximadamente 2/3, y 1/3 por via renal (en orina), Esa
mayor proporcion de droga eliminada por heces es debido a que la mayorfa de las
hidroxiluciones, como hemos dicho anteriormente, ocurren en higado, elimindndose por la bilis
al intestino, con la peculiaridad de que puede volver a reabsorberse por la existencia de la
circulacion entero-hepiticn. De ahf que se trate de una eliminacién lenta: se necesita 4 ¢ 5 dias
para climinae ¢l 50% de la dosis adininistrada. En los consumidores no habituales los
metabolitos pueden detectarse en orina entre los 2 y los 10 dias siguientes al ultimo cigarrillo
fumado. En los consumidores crdnicos, se pueden detectar incluso después de cuatro semanas
de la inhalacion (Digregorio y Sterling, 1987).

Por Gltimo decir que no se detectan en orina ni en heces A>-THC ni CBD sin
metabolizar, poero st trazas de CBN,

I1.5.5.- MECANISMOS DE ACCION

Numerasos ¢ intensos son los estudios hasta ahora realizados para intentar elucidar el
mecunisnio de uceion de los cannnbinoides, que pueda explicar tanto sus efectos psicoactivos
como ¢l resto de lus aceiones admitidas para dichos compuestos. Sin embargo, como veremos
o continuacion, no podemos hablar de un vinico mecanismo de accién; todo lo contrario, una
vez mds hay que destacar ln complejidad y exclusividad de los cannabinoides, pues son varios
y diferentes los mecanismos de actuncion atribuidos al A-THC y compuestos relacionados.

* Interacclones inespecificas con membranas biolégicas

Dadu ln clovada lipofilia que presentan los canuabinoides, es ficil comprender que estos
compuestos poscan una mayor alinidad por las membranas biolégicas que por los medios
acuosos del organismo. Por ello, diversos autores consideran que muchos de los efectos que
producen los cannubinodes sobre el SNC se deben a perturbaciones inespecificas en la
membrana neuronal (Martin, 1986). Parece ser que existe una interaccién con la bicapa
lipldica, produciéndose un aumento de la fluidez de la membrana y que se ha relacionado con
la psicoactividad de algunos cannabinoides. Sin embargo los estudios realizados en lo que se
refiere al grado de fluidez/estabilidad de las membranas celulares han resultado ser bastante
contradictorios. Por otro Jado, son l6gicas las comparaciones que algunos autores han hecho
entre los cannabinoides y los ancstésicos locales debido a la elevada lipofilia de ambos tipos
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de compuestos; no obstante, actualmente esta hipdtesis queda desechada, ya que los estudios
de interaceion del THC @ membranas biologicas realizados por Seeman ef af. en 1972,
muestran ung union 10 veces menor de la necesaria para que un compuesto cumpla la regla
de Meyer-Overton que caracteriza u los fdrmacos anestésicos. Por tanto, se concluye que
aungue el A™THC sea capaz de producie ligeras perturbaciones en la membrana celular que
provocan alteraciones en el comportamiento, no son lo suficientemente profundas como para

producir anestesia.
* Interacciones expeeificas con membranas bioldgicas

Pixisten twmbidn estudios que sugieren que los cannabinoides interaccionen de una
manera especiticn con los componentes lipfdicos de las membranas celulares, Esto se relaciona
con ln modificacion del electo sobre la membrana cuando se altera ligeramente la moléeula
de un cannnbinoide. Loy componentes de la membrana que podrlan interaccionar con los
cannabinoides son numerosos: colesterel, leciting, distintos fosfolipidos... Podria ser que los
cannabinoides formaran complejos con los (osfolipidos siendo regulado este proceso por la
presencia del colesteral. Ademads existen estudios que demuestean que tras el consumo de
Cannabis, se produce una alteracion en la concentracién de los fosfollpidos en plaquetas,

eritrocitos, plusmu y leucocitos (Kalofoutis er al., 1980).
* Alternciones enzimdticas

[.os canbabinoides son capaces de inhibir un gran nimero de sistemas enzimdlicos. En
general, parece ser que esty inhibicion ocurre a través de un mecanismo de accion inespecfico.
Resallamos n continuacion los enzimas inhibidos mds importantes:

« ddenoxin Trifosfatasa (A'1Pasa)

Las alteraciones sobre la actividad de In ATPasa conlieva implicaciones en la mayoria de los
procesos biologicos debido a la energla producida tras la hidrolisis del ATP. Se sabe que los
cannabinoides inhiben todas las ATPasas conoeidas, de cualquier tejido y especie, a muy bajas
concentraciones, pero hasta ¢l momento no se ha encontrado una clara relacién entre

porcentaje de inhibicidn enzimdtica y psicoactividad.
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- ddenilato Ciclasa y Fosfodiesterasa

istudios realizados en los dltimos afios muestran que los efectos producidos por el THC y
compuestas relucionados sobre los sistemos enziméticos que participan en el recambio del
AMPe dependen de Ia dosis, el tejido y de la concentracién y tipo def cannabinoide empleado.
Todns cstus variables, asocindas ol curdeter bifésico de las respuestas de los cannabinoides,
hocen muy ditleil conocer perfectomente el papel que desempefia el AMPc en las acciones de
dichos compuestos. Ln este sentido, los cannabinoides no ejercen n'ing(m efecto sobre la
fosfodiesterase, sino que producen una alteracién en la actividad enzimédtica de la adenilato
ciclasn, Pareee ser que existe un ofecto dosis-dependiente sobre esta enzima; asf, a bajas
concentraciones se producirln una inhibicién de la adenilato ciclasa debido a una interaccién
especilicn del cannabinoide a un receptor (Howlett,1987), Por el contrario, a concentraciones
elevadns, se producicla el efecto contrario, esto es, un aumento de la actividad enzimética con
el consecuente incremento de los niveles de AMPe, todo ello provocado por un mecanismo
inespecilico de perturbacién de membrana,

- Otras enzimas subres las que estos compueslos ejercen su aceion, inhibiéndolas por
norma general, son: a-Clucosidnss, B-Glucuronidasa, Fosfatasa dcida, NADP-oxidasa, 5'-
Nucleotidasy, Colestorol esterasa, cle.

* Alterncién en In sintesis de prostaglandinas

Una vez mis la complejidad es la nota predominante en los estudios realizados para
entender ¢l mecanismo de actuncién de los cannabinoides, Los alteraciones que estos
compuestos producon sobre lu cuscada de dcido araquidénico son dependientes tanto de la
concentracion de In sustancia como del tejido examinado. En general, los cannabinoides
estimulan lo Fogfolipasa A, que como resultado provoca un incremento en Ja sintesis del 4cido
araquidénico; como punto {inal de la cascada, y dependiendo del tejido, la conversién del
fcido araquidénico a las diferentes prostaglandinas, se verd estimulada o inhibida. Ademds,
Evons ¢f al. en 1987, demuestran que cicrlos componentes no cannabinoicos de la marihuana
son inhibidores de la Ciclo-oxigenusa, mientras que los cannabinoides, ademds de inhibir esta

enzima, inhiben también ta Lipoxigenasa.
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# Alteraciones del metabolismo macromolecular

lin general. los experimentos in vitro demuestran que ciertamente los cannabinoides
producen una marcadu inhibicion, dependiente de la concentracién, sobre uno o més de los
pasos involuctados en ¢l metabolismo macromolecular (inhiben la sintesis de DNA, RNA,
protelnas, ete). listos procesos no presentan relacién alguna con los efectos observados in vivo
sobre el sistema nerviose central, pues cannabinoides inactivos en este sentido, como el CBN,
sf producen alteraciones en la sintesis de macromoléculas,

* [nternceldén con hormonas csteroideas

Bien es sabido fo influencin que ticnen las hormonas esteroideas sobre las emociones
y los estados afectivos. El cerebro posee receptores para diferentes hormonas esteroides, entre
las que se encueniean estrégenns, progesterona, andrdgenos y corticosteroides. Por otro lado,
los cunnabinoides estdn relacionados con los esteroides, pues ambos presentan una estructura
carboefelica similar; esto sugiere gue los cannabinoides puedan interaccionar con los sistemas
esterofdicos.

Por ejemplo, lu administracion A*THC, CBD, CBN y otros cannabinoides a ratas de
laborntorio, produce un incremento de los niveles plasméticos de corticosterona, siendo el més
potente de todos ol A*THC (Zunrdi ef al., 1984). Ademds, el THC es capaz de interaccionar
con los receptores de glucocorticoides del hipocampo. Se sabe también que el consumo de
marihuann puede producic una disminucion de los niveles plasméticos de testosterona,
impotencia y oligospermia en ¢l hombre. Los efectos que los cannabinoides producen sobre
la funcién reproductora, pueden resumirse on: alteraciones en la secrecién de gonadotropinas,
inhibicién de produccion de androgenos y esirégenos y alleraciones en la uién a los
receplores diana.

* El receptor eannabinolde

n los altimos aflos los estudios realizados para inientar encontrar y aislar un receptor
pata los connabinoides, se apoyaban en la existencia de una relacién estructura-actividad, en
ensayos de bineling realizados in vitro, et hallazgo de posibles antagonistas y la posibilidad de
encontrar un ligando endégeno.
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La primera identificacion satisfactoria del sitio de unién de un cannabinoide en tejido
cerebral, se realizd mediante la utilizacion de un andlogo sintético soluble y psicoactivo, el 5°-
trimetilamonio-A*THC ( Nye er al., 1985). Este sitio de unién con alta afinidad, saturable
y reversible, se encontrabu distribuido por tode el cerebro, principalmente en hipocampo,
estriado y médula espinal. Sin embargo, al ensayar otros cannabinoides, no se encontré una
clara correlucion entre la alinidad de cada uno de ellos y su potencia psicoactiva, por lo que
se picnsa que dicho sitio de unién no media los efectos psicoactivos de los cannabinoides.

Howlett, en 1984, demuestea que el A*THC inhibfa la actividad de la adenilato ciclasa
de una forma dosis dependiente; se demosted que esta inhibicion no era debida a una alteracién
inespecifica de la membrang, pues no se producfa en todos los tipos de células ensayadas.
Ademids esta inhibicion estaba regulada por cationes divalentes como Mg* y Mn* y
nucledtidos de guaning, Dos afios mds tarde, el grupo de Howlett demuestra que la inhibicion
de 1 adenilato ciclasa requerfa, ademds, de la presencia de la protelna G; ya que el efecto se
podfa bloquear mediante ribosilacién de sta inducida por la toxina persusiss (Iowlett e al.,
1986). T'odo esto, junto con la existencia de una correlacién de las propiedades analgésicas de
una serie de compuestos eannabinoides no cldsicos que inhiblan la actividad de la adenilato
ciclasa in vitro (Lowlett ef al., 1987), condujo a la formulacion de un modelo de receptor
cannabinoide (Devine of al., 1988). Con estos estudios se llegd al disefio de cannabinoides
sintéticos, siendo por ejemplo el CP-55,940, uno de los més usados como ligando en los
ensayos de hinding y que posee un perfil farmacolégico similar al del A’-THC.

Eno 1990, ol equipo de Matsuda, mientras buscaban genes relacionados con los
receptotes de la sustaneia-P, clond un gen que luego resulté ser el del receplor de
cannabinoides. Fste gen codilicuba pora un receplor acoplado a la adenilato ciclasa. Es una
proteina de membrann de 476 aminodeidos, con 7 dominios hidrofdbicos y varios grupos

sensibles a glicosiloeion,

Una ver, caraeterizado el receptor cannabinoide y clasificado deniro del grupo de
receptores que se encuentran acoplados a la protefna G, Howlett y Houston han demostrado
en uno de sus Gltimos ensayos, que dicho receptor sigue manteniendo su funcionalidad aunque
se encuentre separado de la membrana celular, hecho que se ha comprobado mediante la
solubilizacion del receptar cannabinoide utilizando un detergente; una vez solubilizado, se
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comprobd mediante téenicas de Ainding que conservaba su alta afinidad de interaccion con los
ligandos (Houston y Howlett, 1992).

Reeicntemente, wtilizando un andlogo cannabimimético muy potente y soluble en agua,
el Win §5,212-2, se ha demostrado que los cannabinoides producen una inhibicién potente,
reversible y estercoespecificy de los canales de caleio tipo N (Pacheco ef af, 1992). Estos
experimentos sugieren ademds que la vin de transduccién entre el receptor cannabinoide y los
canales de caleio, implicy una protelna Gy, que se une a GTP, que es sensible a la toxina
pertusiss ¢ independiente del metabolismo del AMPe, Por lo tanto, la inhibicion de los canales
de caleiv de tipn N podria disminuir ta excitabilidad y la liberacion del neurotransmisor, ya
que el caleio ex un segundo mensajero muy frecuente en la transmisién neuronal. Esto podria
explicar alguno de los efectos psicoactivos de los cannabinoides.

Para conocer {u localizacion y distribucién del receptor, se han empleado en eslos
altimos afos tdenicns muy sensibles de awtorradiogralfa ¢ hibridacion in situ, siendo los
radioligandos mds usados: los propios cannabinoides naturales (*H-A’-THC), cannabinoides
cldsicos sintéticos como los Dimetilheptil andlogos CH-110H-A’THC-DMH) (Thomas ef al.,
1992), cannabinoides sintéticos no cldsicos CH-CP-55,940) (Herkenham er al,, 1989) y aril
alquil indoles, como ¢l Win §5,212-2 (Jansen ef al., 1992). Sorprendentemente, este receptor
ha resultado ser uno de los que se encuentran en mayor densidad en cerebro, y ademés, estd
presente en todu la esealn verlebrada, Bl patrén de distribucion se conserva admirablemente.
Las zonas de mis altn densidad se encuentra en los ntcleos de proyeccién de los ganglios
basales (wlobus pallidus, substantia nigra pars reticulata), en el hipocampo y en cerebelo.
Otras zonns con tambidn alta densidad de receptores son el bulbo olfatorio, el caudado-
putamen lateral y el nicleo entopeduncular. Las regiones que presentan una densidad
receptorial moderads, pertenceen principalmente a las capas [y VI del cortex cerebral. La
médula espinal y el troneo cercbral, practicamente carecen de receplores cannabinoides. En el
hipotdlamo, destacn el drea predptica medial, el hipotdlamo lateral y los nticleos ventromedial
y paraventricular. En la hipofisis existe un nimero muy bajo de receptores.

Cuando se estudia en paralelo la distribucion de los receptores cannabinoides con otros
tipos de receplores, encontramos que se observa una relacién entre los dopaminérgicos y los
cannubinoicos, y concretamente con los receptores D-1. Ambos estdn acoplados fuertemente
a la adenilato ciclasa, siendo ¢l receptor cannabinoide inhibidor y el receptor D-1, activador
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(Mailleux ef «f.. 1992), También se ha demostrado la coexistencia de receptores gabadrgicos
con receptores cannabinoicos en cerebelo, que podefa ser una explicacién de la disminucién
de la coordinacion motora que se produce en ¢l hombre y en los animales de experimentacion
tras Jo administracion de THC (Mackie ef af., 1992),

Afortunadamente, se establece un alto grado de correlacion entre las localizaciones del
receptor cannabinoide, la ulindad de los ligandos al receptor, y la produccién de efectos in
pivo, Bsto se observd empleando una amplia gama de cannabinoides naturales, metabolitos,
derivados sintéticos clisicos y no eldsicos, derivados halogenados, eic. (Comptom et al., 1992):

- Asl, lo disminucion de la aetividad espontdnea acompadiada de un respuesta exagerada a los
reflejos producidos o bajus dosis, y la catalepsia a dosis altas, son producto de la localizacién
de los reeeptores cannabinoicos en los ganglios basales y el cortex cerebral,

« La ataxin, puede estar relucionada con la presencia del receptor en cerebelo.

- La baja densidad receptorial del tallo cerebral se asocia con la disregulacién respiratoria e
incluso de ln funcion cardiovaseular, affadiéndose asf un nuevo matiz téxico a los
cannabinoides.

- Por otro Inda, e hipotermia que se produce tras la administracién de Cannabis, se relaciona
con ung accidn sobre los receptores del hipotdlamo anterior y drea predplica.

- Los electos psiconctivos producidos en el hombre han sido estudiados en profundidad,
incluyendo también Tos combios en lu vision y audicion, la incapacitacion a la concentracion
y razonamiento, ¢ ineluso los alteraciones en la memoria, Parece que todos ellos estan
relacionados con la locnlizacion de los receptores de cannabinoides en el cortex cerebral e
hipocampo,

- Igualmente, se relaciona con el hipocampo la actividad anticonvulsivante de los
cannabinoides,

- Incluse los efectos analgdsicos del THC se asocian a dreas neuronales que presentan, en los
estudios awtorradiogralicos, muy baje densidad en receptores, como son el tronco cercbral y
la médula espinal, ambos asociados con la transmisién de la informacién nociceptiva y
analgésica (Mailleux y Vanderhacghen, 1992). Sin embargo, esto 1o excluye la posibilidad de

una accién perifériea de los cannabinoides sobre neuronas sensitivas.

A lo largo de esta revision del receptor cannabinoide hemos ido haciendo numerosas
referencias a localizaciones de dicho receptor en el sistema nervioso central. Sin embargo,
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existe tambidn representacion del receptor cannabinoide en dreas periféricas. Asf, poco después
de que se clonara el gen yue codificaba al receptor unido a proteina G de los cannabinoides,
s¢ vio que no solo se expresaba en el cerebro, sino también en los testiculos, aunque en unos
piveles muy bajos (Gérard ef al., 1990, En 1992 Kaminski e al,, encuentran una elevada
unién espeeftica de distintos radioligandos cannabinoides a sitios de unién en células
esplénicas de ratdn. Listos hatlazgos apoyaban la hipdtesis de que la inmunosupresion causada
por A" TTC estuviera mediada por lu inhibicion de los niveles de AMPc intracelular (Schatz
e al., 1902), pues el AMPe es un segundo mensajero importante para la activacién de los
linfocitos. Electivamente, los Gltimos cstwdios realizados al respecto muestran resultados de
fa expresion del receptor cannabinoide en bazo, amfgdalas y leucocitos de sangre periférica,
sicndo los lintocitos B lus células que presentan mayor proporeién de expresion, si bien 16
veees menor a la recogida en SNC (Bonaboula ef al., 1993). Por Gltimo, recientemente se ha
clonado un gen (CXS) pura un receptor de cannabinoides, que no se expresa en cerebro, pero
si en los macrdfagos de lo zona marginal del bazo. Todavia no estd claro, pero hay evidencias
para creer (que se trata de un receptor que lraduce su seffal a través de una proteina G, en
respuesta o la unién de un ligando enddgeno, Ademds, curiosamente s ¢l cannabinol (CBN)
ol cannabinoide que presenta una mayor afinidad por este receptor que por el receptor cerebral.
En un future no muy lejuno, probablemente se distingan dos tipos de receptores de
cannabinoides: uno responsable de lus acciones centrales (CB1) y otro de las periféricas (CB2)
(Munre ef af., 1993),

Por otro lado, ln demostracion de la expresién de receptores cannabinérgicos por todo
el cerebro sugerfu la presencia de un lipando enddgeno natural, que se uniera a este receptor.
Pucs bien, huce s6lo un par de afios, el grupo de Mechoulam en la bisqueda de ligandos
enddgenos para dicho reeeplor, uistd de cerebro de cerdo, un compuesto que se unia al
receplor vy que fue  denominado  Anandamida  (del  sdnerito ananda, que significa
bienaventuranza) (Devane ef af., 1992). La estructura de dicho compuesto fue determinada por
espectrofotometrla de masas y RMN, y conlirmada por sintesis. Se {rataba de un derivado del
dcido araquidénico, lu arnquidoniletanotamida. Después se demostré que la anandamida inhibfa
la adenilato eiclasn (Vogel ef al., 1993), y que dicha inhibicién es bloqueada por la accion de
la loxina perusiss (IFelder ef al., 1993), confirméndose la interaccién especifica de este ligando
con el receptor cannabinoide. Pocos meses despuds se empiezan a realizar ensayos
farmacoldgicos sobre drgano aislado y animal entero, en los que la anandamida mimetiza los
efectos que producen los cannabinoides sobre el comportamiento animal, en distintos test
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farmacologicos tipicos de dichos compuestos (Fride y Mechoulam, 1993). La identificacién
de ln anandamida como un ligando potencial para el receptor cannabinoide reafirma la
importancin biologica de las umidas de dcidos grasos y sus derivados. Actualmente dos son
las posibles viag de formacion de este ligando enddgeno: la condensacion del dcido
araquiddnico  con  etanolamida, o bien a partir de un precursor (N-araquidonil-
fosfatidiletanolumidal, tras la aceidn de la fosfodiesterasa (Di Marzo ef al, 1994). La
intervencion de la ruta metabolicn det deido araquiddnico con el sistema canabincide es mds
que evidente; tras una aceion envimdtica escalonada, se producirfan diferentes compuestos que
en parte podrian actuar a través del receptor cannabinoide. De hecho, ya se han identificado
en cerebro de cerdo, otros dos derivados del dcido araquidénico que son capaces de
interaccionar con el receptor  cannabinoide: La  Homo-y-linoleniletanolamida y la
Docosntetracniletanolamida (Fanus ef al., 1993). Més recientemente, se ha aislado en el
intestine de perro otra sustaneia capaz de reaccionar con el receptor cannabinoide, el
Araquidonil-2-glicerol (Ramos, 1994); esto demuestra que la anandamida no es el unico
representante de estos posibles medindores neuronales, y que cabe la posibilidad de que exista
una gran diversidad de efeetos moduladores por parte de ellos.
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Por ultimo, en los Ultimos meses se ha obtenido mediante sintesis, el primer
antagonista sclectivo y activo por via oral del receptor central de cannabinoides. Sin embargo,
ne presenta afinidad por el receptor cannabindlico periférico. El SR141716A, compuesto
derivado del pirazol, antagoniza todos los efectos farmacoldgicos y comportamentales
atribuidos o los cannabinvides (Rinaldi-Carmona et al., 1994). Este compuesto puede aportar
grandes avances parn el conocimiento de la fisiologla del sistema anandamida/cannabinoide,
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11.6.- FARMACOLOGIA GENERAL

La farmucologia de los cannabinoides estd caracterizada por la multiplicidad de efectos,
siendo debidos principalmente o su accidn sobre el SNC; es de esperar por ello, que la mayoria
de los efectos se produzean a nivel de la inervacién del érgano més que en el 6rgano en si.

Los canoabinoides producen diversos efeclos comportamentales, fisiolégicos y
farmucoldgicos wnto en el hombre como en animales de experimentacién, dependiendo
claramente de ln vin de administacion, Para facilitar el estudio, la mayoria de los
experimentos se encuentran fundumentalmente basados en el principal componente psicoactivo
aislado de Cannabis sativa, ¢l ATHC, y por lo tanto, en la mayorla de los casos haremos
referencin o este compuesto. Daremos en primer lugar un ligero repaso sobre los efectos que
produce dicho compuesio en ¢l ser humano, continuando con los que se observan en
experimentacion animal, pura concluir con las aplicaciones terapéuticas posibles.

1161« EFECTOS PSICOACTIVOS

Los electos que puede producir el consumo de Cannabis en el hombre son muy
complejos. Los efectos subjetivos que experimentan los individuos incluyen: excitacién y
disociacion de idens, aumento de los sentidos, errores en la apreciacion del tiempo y espacio,
alieracidn de Jas emociones, idens ((jas e ilusiones, impulsos irresistibles, espejismos y
alucinaciones. Se ha comprobado que estos efectos varfan de unos individuos a otros en
funcion de In dosis, vin de administracién, ln experiencia y expectacién del sujeto y la
vulnerabilidad individual o ciertos efectos psicotdxicos. Ademds, los niveles plasmdticos del
THC dependen tambidn de la téenica del fumador, del contenido en cannabinoides de la
muestra y de ln proporcién alternda durante la pirélisis, en la cual se producen también otros
compuestas que pueden agudizarlos efectos o aumentar la toxicidad a largo plazo.

‘I'ras el consumo de esta drogs, los efectos comienzan con un perfodo inicial de euforia
o high, que ha sido descrito como una sensacién de bienestar y felicidad, que va seguido
[recuentemente por un estado de somnolencia o sedacion. Por un aumento de la dosis o un
consumo repetido, sc producen hiperestesias sensoriales y distorsiones en la percepcién

sensorial en cuanto a forma, distancia, color, ete.
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Ademds, se produce un deterioro de las funciones cognoscitivas, incluyendo:
alteraciones de la memoria, disminucion del aprendizaje, disminucién de la percepcién y de
la atencién. En aquellos cusos en que ademds el individuo padece un sindrome depresivo, el
consume erénico de esta droga puede provocar estados de psicosis agudas y pénico, con fases
de ansiedad intensa (Abood y Martin, 1992),

A dosis yn muy clevadas o n largo plazo en consumidores crénicos, se puede
desarrollar estados de delirium y una psicosis t6xica aguda, acompafiada de despersonalizacién,
pérdida de lo pereepeidn interior, para finalmente desencadenar un "sindrome amotivacional",
Muthew y sus colaboradores, en un estudio reciente realizado sobre un grupo de 35 voluntarios
que fumaron cigaerillos de maribvana que contenfan dosis bajas y altas de THC, demuestran
que el grado de despersonalizacion y de desintegracién es proporcional a la dosis, y que el
cfecto maximo se produce o los 30 minutos tras la inhalacién, volviendo el sujeto a su estado
normal a los 120 minutos después (Mathew er al., 1993).

Hay evidencins de que el uso crdnico de derivados del Cannabis puede llevar consigo
un alto tiesgo de desarrollo de varias complicaciones psiquidtricas. En general, esto se produce
agravando enfermedades yn existentes. Un estudio realizado mediante el seguimiento de una
amplia poblacién de consumidores habituales de marihuana, durante 15 afios, ha mostrado un
aumento de lu incidencia de ln esquizofrenia y otros procesos psicéticos 6 veces superior a
la presentcln por los no consumidores de dicha droga, indicando que el consumo de Cannabis
es un factor de ricsgo independiente pura el desarrollo de ln esquizofienia (Andréasson ef al.,
1987).

1,08 estudios realizados en los vltimos afios, lanto en hombres como en animales de
experimentacion, que trataban de establecer una relacién enire el consumo de marihuana y el
aumento de In violencia y ln agresividad, reflejaban que tras el consumo de dicha droga se
producla un descenso en la respuesta agresiva, Sin embargo, en un estudio realizado en el afio
93 sc observa un aumento de ln agresividad de los sujetos durante las hores siguientes a la
inhalacién de mavihuana (Cherek ef al., 1993). Estas diferencias se explican por la diferente
via de administracion utilizada en los primeros estudios (oral e intramuscular) y en éste tiltimo

(inhalacidn).
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Numierosos uutores apoyan la hipotesis de que existen dos grandes grupos de
cannabinoides: uno de cllos formado por cannabinoides que producen depresién
comportamental scompaiinda de un componente estimulante, siendo el A*-THC el compuesto
modelo. El otro grupo, encabezado por ¢l CBD y CBN, lo constituyen cannabinoides que
producen también depresion del SNC, pero sin componente estimulante (Dewey, 1986).

IL6.2.~ EFLECTOS SOBRE EL SISTEMA CARDIOVASCULAR

Los electos de los cannabinoides a este nivel son mucho més marcados en animales de
experimentacion que en ef hombre, ¢ incluso se pueden manifestar efectos opuestos. Estd
perfectamente demostrado que In administracién aguda de THC produce taquicardia sinusal.
Cumndo 1o drogn es inhnlada, In tagquicardia aparece a los 15 minutos, teniendo una duracién
de aproximadamente J0 minutos; en cambio, cuando es administrada por via oral, existe una
relacion temporal entre esn taguicardia y los efectos subjetivos (Hollister, 1986).

A dosis bujus y mediante inhalacion, en general no se aprecian cambios en la presién
sanguinen, pero o dosis elovadas aparece hipotensidn ortostdtica y sensacién de vértigo, as
comao una disminucion de ln velocidad del riego sanguineo cerebral (Mathew ef al., 1992). Los
estudios realizados sobre este tema concluyen en general que los miltiples efectos producidos
sobre el aparato cardiovaseular se deben a una depresion del centro vasomotor y a una accién
cardioaceleradora.

1L6.3.- EFECTOS SOBRE EL SISTEMA RESPIRATORIO

No debemos olvidar que la via de administracién més utilizada para el consumo de esta
droga es ln inhalatoria. A los dofios que pueda producir el THC sobre el aparato respiratorio
hay que afindir el producido por lus otras sustancias que se inhalan al fumar un cigarrillo. La
inhalacién va n producic alleraciones en el (raclo respiratorio. Lo més frecuente es que
aparezean tras varias exposiciones a la droga, aunque no ¢s raro que algunos de los efectos
aparczean (ras haber inhalado una sola dosis. Los cannabinoides producen una accién
broncadilatadorn y antinsmatica, muy positiva con fines terapéuticos. Sin embargo, parece que
esta accion sc contrarresta con la ejercida sobre los macréfagos pulmonares y células
epitelinres, disminuyendo asl las defensas antibacterianas naturales de la zona.
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Ademis como efectos negativos que se pueden producir a largo plazo por un consumo
cronico se encuentra Tn bronguitis crénica, laringitis catarral, irritacién bronquial, ronquera e
incluso cambios en In mucosa con metaplasia y alteraciones precancerosas.

164« EFECTOS SOBRE EL SISTEMA REPRODUCTOR Y ENDOCRINO

Desde la antigtedad se ha relacionado la marilana con el incremento de la actividad
sexunl, 1iste poder que se atribuye ol Cannabis se justifica como consecuencia de su efecto
desinhibitorio, apoartindose de la mente del consumidor todos los tabies,

Los connabinoides estdn implicados et muchas de las alteraciones de la funcién sexual
y de otrus funciones endocrinag. Tanto el A*THC como gran parte de sus andlogos, tienen
efectos sobre el sistema reproductor masculine y femenino.

Lin algunos casos existen controversias, pero la mayorfa de los estudios muestran una
disminucion en In scerecién de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona
luteinizante (1.1), necesaviag paca la ovulacién y ¢l mantenimiento de la fase folicular; este
efecto lo provoen ¢l  unnabis por su accién sobre el hipotdlamo. Respecto al descenso de los
niveles plasmdticos de prolucting (PRL) teas el consumo o la administracién de derivados
cannabinoides, no se puede decir que sea debido a una inhibicién directa sobre la glindula
hipofisiarin (Mendelson ef al., 1984),

Iis aprecinble también ln reduccion en el tamafio de los testiculos y la regresién de las
células de Leydig, efectos que son revertidos por el tratamiento con andrégenos exdgenos.
Ademds, como consecuenciu se puede producir, en consumidores crénicos, una oligospermia
¢ incluso ginecomastin,

Por otro lado, se¢ ha demostrado que el A%-THC es un potente estimulante de la
secrecion de la hormonn adrenocorticotropa (ACTH). Sin embargo, los cannabinoides en
general producen una disminucién de los niveles de tiroxina y triyodotironina, pero este efecto
no parece ser debido a su accion o nivel pituitario o tiroideo, ya que & la misma dosis no se
altera el efecto de ln hormona tiroidea (TRH).
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11.6.5.- EFECTOS SOBRE SISTEMAS NEUROQUIMICOS

Ciran parte de los efectos que sobre el SNC producen los cannabinoides se pueden
explicar por las alteraciones que son capaces de provocar sobre distintos sistemas
neurotransmisores, Vamos a ir viendo qué ocurre con cada uno de ellos.

* Acetileolinn

ElL ATHC y sus derivados disminuyen el recambio de acetilcolina al mismo tiempo
que producen un incremento de su concentracion en hipocampo, principalmente. Existe ademés
una relacidn entre lus dosis que originan este efecto y la aparicién de alteraciones en el
comportamicento, Tumbidn se cleva en otras regiones, pero en menor grado, como en el cortex,
estrindo y protuberancin. El incremento de los niveles de acetilcolina no va acompafiado de
unn inhibicion del enzima acetileolinesterasa, Este efeclo se demosird recientemente en un
estudio i vitro sobre drgano aislado, en concrelo sobre conductos deferentes y plexos
mesentéricos de cobaya (Pertwee ef al., 1992),

* Serotoning

La andministracion crénica de cannabinoides causa efectos bifésicos sobre la sintesis de
este neurotransmisor: comienza con un incremento significativo del contenido cerebral de
serotoning,  concretamente, son ¢l hipotdlamo y el cercbelo las zonas més afectadas,
observindose paralelamente, una depresion del comportamiento animal. Seguidamente, se
produce una fase estimulatorin, que se relaciona con una disminucién de la serotonina en las
respectivas dreas cerebrales (Dewey, 1986),

* Dopaminn

La exposicion agudn de A%THC en animales de experimentacion causa un descenso
de las concentraciones cerebrales de dopamina por el contrario, el tratamiento crénico, lleva
consigo a un aumento de su recambio y sintesis, Respecto a la relacion con el efecto sobre el
comportamiento animul, hay que decir que, igualmente que lo que ocurtfa en el caso de la
seroloning, se observa un efecto bifdsico, pero a la inversa; el descenso del contenido
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dopamindrgico cercbral se corresponde con un perfodo de depresion, mientras que durante la
fase estimulatorin s¢ detectan altos niveles de dopamina.

+ Adrenalina y noradrenaling

Log efectox detecticdos sobre los sistemas adrenéegico y noradrenérgico son similares
a los que se producen a nivel del dopaminérgico.

* Gaba

La interaccidn del sistema cannabinoide con el gabaérgico es un hecho ampliamente
demostrado. Asl, se produce un ineremento de dicho neurotransmisor tras la administracion
del cannabinoide, ¥ s¢ ha demostrado ademds que ol THC puede interaccionar sinérgicamente
con los benzodinzepinns, incrementando la potencia epileptégena del diazepam. Otras
experiencing hun extablecicdo la existencia de sinergismo on la produccién de catalepsia en
rolon con dosis bujus de benzodinzepinas; dicho efecto no se observa con la administracién de
estos (drmacos por st solos (Pertwee y Greentree, 1988), Todos estos efectos se podrian
explicar por ln posible coexistencia de receptores gabaérgicos y de cannabinoides (Herkenham
el al., 1991).

1L6.6.~ BFECTOS SOBRE LA INGESTA

Iin I literntura se encuentran bastante referencias anecdéticas a cerca de los efectos de
la marihuana sobre el apetito. Los comentarios mas frecuentes tienen relacién con el aumento
del desoo por los dulees. Sin embargo, muy pocos estudios cientificos se han realizado hasta
el momento que hagan roferencia o la accion de los cannabinoides a este nivel. En el caso de
In experimentacion animal, se detecta una notable disminucién en la ingesta de alimentos con
la consecuente pérdidn de peso.

[L6.7.- BFECTOS SOBRE LA TEMPERATURA CORPORAL

Lin ol siglo pasudo los extractos de Cannabis se utilizaban para bajar la fiebre antes de
la introduccién de la aspirina. La sensacién de sofoco, seguido de escalofrios y enfriamiento
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de las extremidades, se describio en muchas ocasiones tras el tratamiento con extractos de
cdffamo.

[] fumar marihuana ol “dosis habitual produce efectos minimos en la temperatura
corporal comu consecuencia de una ligera alteracion del centro termorregulador, En el hombre,
solamente dosis elevadas de A™THC administradas por via oral pueden inducir una caida de
la temperatura corporal; esta hipotermia se ve favorecida si el individuo se encuentra en un
ambiente frio (Formukong ef af., 1989). Sin embargo, el A*THC produce hipotermia dosis
dependiente en ke mayoria de los animales de experimentacion, siendo ain més potente en
animales hipertérmicos que en cutérmicos.

Parcee ser que estos compuestos producen hipotermia por actuar como depresor del
SNC, concretamente sobre el centro termorregulador y tras ¢l bloqueo de las prostaglandinas

de Ta serie 15,
1L6.8.- EFLECTOS SOBRE EL SISTEMA INMUNITARIO

Listd totalmente comprobado que ¢l A*THC, el principal componente de {a marihuana,
produzea inmunosupresion tnto en el hombre como en animales de experimentacion. Aunque
el efecto inhibitorio del TTC sobre la respuesta inmunitaria, tanto humoral como mediada por
céluls, se ha demostrado con nuUNErosos ensayos, se conoce muy poco sobre el mecanismo
de aecidn medionte ¢l cual se produge dicha inhibicion, Sin embargo, recientemente se ha
caracterizado y clonado un receptor para los cannabinoides en macrdfagos esplénicos,
comprobindose ndemds que se trata de un receptor diferente al cerebral, y que por lo tanto,
parcee ser que esle receptor periférico podrla intervenir en la regulacion del sistema

inmunitario (Munro ef «f., 1993).
11,6.9.- BFECTOS SOBRE I FIETO Y EL RECIEN NACIDO

L.a marihuana v sus derivados atraviesan libremente la placenta y pueden inducir
cfeclos toxicoldgicos y teratologicos directamente sobre ¢l feto, tras un uso crénico y a

concentraciones clevaduas,
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En los estudios desarrollados por Wenger, administrando THC a ratas prefiadas, se ha
observado que lns crias nacen con un peso menor, estando también disminuido el peso de las
gonndns. Asf mismo, se produce una disminucion en el contenido del neuropéptido Y (NPY)
en ¢l hipotdlumo. Con tode ello, tras la administracién crénica de THC a dosis bajas durante
el perfodo gestacional, se produce una inhibicion transitoria del desarrollo del eje hipotdlamo-
pitvitarivo-gonadal, con los consiguicntes cambios en el sistema neuroendocrino (Wenger ef al.,
1991).

11.6.10.- POSIBLES USOS TERAPEUTICOS

Durante muchos siglos, Cannabis se usd para paliar diferentes enfermedades, pero a
principios del siglo pasado se produjo una verdadera explosién de su potencial terapéutico. Asf
sc ulilizabn en el tratomiento del tétanos, en los desérdenes convulsivos, en neurélgias,
migrafins, dismenorren, insomnio senil, depresién y gonorrea, asf como en las adicciones al
opio. ‘Tambidn se ust parn estimular el apetito y aliviar el dolor y la ansiedad en pacientes
terminales de cdneer. Sin embargo, con la llegada de la farmacologin moderna y el
descubrimiento de muchos otros firmacos mds efectivos en estas enfermedades, el entusiasmo
por Cannahis como agente terapéutico fue disminuyendo progresivamente al comenzar el siglo
XX.

Con ¢l conocimiento de ln estructura del principal componente activo de esta planta,
el A-FHC, ln industrin farmucéuticn y laboratorios comenzaron a investigar en la sintesis de
compuestos derivados del THC con fines terapéuticos. No obstante el principal problema es
separar los efectos farmacolégicos deseados de los efectos psicoestimulantes de estos
derivados,

* Uso en ¢l glaucoma

El descubrimicnto de la capacidad que posee el THC para disminuir la presién
intenocular fue mds o menos casual. En un estudio multiparamétrico realizado sobre fumadores
crénicos de marihuana, tras la medida de la presién intraocular se observé una disminucién
del 45% cn 9 de 11 individuos 30 minutos después de haber famado (Hepler y Frank, 1971).
Se han hecho muchos experimentos en conejos empleando distintas vias de administracién,
incluyendo l instilncién en el ojo, que han confirmado este efecto y que ha resultado ser tan
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potente y duradero como ef de la pilocarpina, También se han probado otros cannabinoides,
como ¢l 8-t ¢ fi-1 1-hidroxi-A~THC o el CBN, que han mostrado el mismo efecto. Estos
compuestos no poseen efectos sobre el SNC, lo cual supone un campo interesante en la
aplicacion terapéutica. 1in 1981 se administed por via oral a pacientes con glaucoma un
homélogo sintético del THC, ¢l BW 146Y, pero por desgracia, la bajada de la presién
intraocular lue ucompnilada de hipotension ortostética y efectos subjetivos (Hollister, 1986).

* Antinsmatico

Tante o ATHC como el ATHC estdn provistos de efectos broncodilatadores,
mientras que ¢l CBI y CBN carecen de esta propiedad. No se han encontrado evidencias de
tolerancia a este efecto tens unn administracion continuada durante 20 dias, pero el tratamiento
det asma es mucho mids erdnico, por ello hay que seguir realizando estudios sobre este aspecto.
1 THC debe ser administrado mediante aerosol para que sea eficaz como antiasmético; su
mecanismo de aecién atn no estd claramente establecido, pero no debe ser estimulacién B
adrendrgica. Actualmente se siguen ensayando andlogos eficaces en este sentido pero exentos
de efectos psiconctivos,

* Anticonvulsivante

Uno de los primeros usos terapéuticos de Cannabis a finales del pasado siglo fue
precisumente para combativ los ataques convulsivos en el hombre. Estudios posteriores
realizados sobre diferentes cspecies animales mediante téonicas de electroshock han confirmado
esta accidn, Bl metabolito del A%THC, 11-0H-A%THC, y el andlogo sintético,
dimetilheptilpirane (DMHP), son més potentes que el compuesto primario. Aunque no se
conoce claramente ¢l mecanismo de accion por el cual los cannabinoides producen este efecto,
parece ser quo deprimen la transmision neuronal entre la corteza cerebral y la médula espinal,
También se ha podido observar que ¢l CBD ha resultado ser més potente anticonvulsivante que
el THC y yue ambos compucstos, administrados conjuniamente potencian dicho efecto. El
hecho de que el CBD no manifieste efectos psicoaclivos marcados y su actividad
anticonvulsivante, hace que las investigaciones se ditijan por este camino (Martin, 1986).
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* Accion anticmética

A principios de los afios 70 se pudo comprobar que los pacientes con terapia
anticancerosn presentabun menos sintomos de vémitos y nauseas sin previamente habian
fumado maribuana. Pocos afos después se ensayd la administracién de THC a pacientes que
estaban recibiendo  cisplatino, obieniéndose una accién antiemética superior a la de la
clorperazing, siendo nus electivo en pacientes jovenes que en ancianos. Sin embargo en
ensnyos clinicos posteriores, muchos de los pacientes tratados con THC experimentaron efectos
psicoestimulontes, asf como sedacion, somnolencia, hipotensién ortostética, visién borrosa,
distorin ¥ confusion mentul. Debido al desarrollo de estos sintomas centrales, se sintetizé un
derivado del A*TT1C, la Nabilona, el cual parecia tener un gran margen entre su accién
antiemética y los electos cufdricos. La Nabilona resulté ser més efectiva como antiemético que
la proclorpernzing, pero no estabn exenta de efectos secundarios que inclufan sequedad de
boca, alteraciotes en ln coordinacién, una ligera bajada de la presién arterial y mareos. El
Levonantradol ¥ ¢l BRL 4664 son también otros dos derivados sintéticos del THC que
muestran efecto antivmdtice sin electos colaterales salvo por la disforia.

El posible mecunismo de accién por el cual Cannabis evita la emesis no estd bien
establecido. Muchas son los hipétesis que intentan explicarlo, basdndose la mayorfa de ellas
en la internceion de los cannubinoides con otros sistemas neuroquimicos que actban sobre el
centro del vémito.

* Actividad analgésicn

Marihuana, hashish y otras preparaciones del Canrabis se han usado a través de los
siglos para alivinr el dolor. Desde finales de los afios 60 muchos son los ensayos
farmacoldgicos que se hicieron al respecto, mostrdndose una gran variabilidad de resultados
que ponfan en entre dicho ln nccidn unalgésica de esta droga; incluso pruebes realizadas en
grupos de personas voluntarias no reflejaron efecto analgésico sino todo lo contrario (Hill es
al., 1973). Sin embargo, precisamente estudiando la potencia analgdsica de distintos
compuestos cannabiméticos no clésicos que inhiblan la adenilato ciclasa, se propuso por
primera vez un modelo del receptor cannabinoide (Howlett ef al., 1987).
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Las drogas antinociceptivas pueden producir sus efectos bloqueando las sefiales de
sensucion de dolor en centros especilicos del cerebro, interrumpiendo la transmision ascendente
a nivel de s médula espinal, o bien en ambos niveles, supraespinal y espinal. Pues bien, tras
la administracion de AVIHC y el potente cannabinoide sintético CP-55'940, por via
endovenosu ¢ intratecnl o ratas intuctas y ratas espinalizadas, se ha comprobado que los
cannabinoides ejercen sueleeto antinociceptivo (anto a nivel espinal como supraespinal
(Lichtman ¥ Mattin, 1991, Los sitios de union para los cannabinoides en la méduta espinal
se encuentran en la sustancia gelatinosn, que es un drea implicada en la transmisién de las
seffales de nocicepeion (Herkenbam er af, 1990),

L1 efeeto atinociceptivo depende en gran medida de la via de administracién del A’
THC, siendo las vins endovenosa ¢ intratecal las que reflejan una mayor potencia analgésica,
y ln subcutdnea ¢ intraperitoneal, las rutas de administracién menos eficaces (Smith y Martin,
1992). Otro factor fundamental es ¢l estructural observandose una estrecha relacién entre la
actividod unalgésica v ta estercoselectividad (Martin, 1985).

Por otre lado, actualmente se estan realizando numerosos estudios para intentar desvelar
la posible interaceion del sistema opiode con ef sistema cannabinoide. Asf, se ha demostrado
que el eleeto analgésico de la morfing administrada por via intratecal (i.t.) se potencia con el
pretratamiento de connabinoides (Weleh y Stevens, 1992). Saber si los cannabinoides y los
opioides actdan en sitios de unién distintos o similares es algo que todavia estd por determinar.
Puede ser que In interaceion de nmbos sistemas se produzea por efecto modulador de los
cannubinoides sobre ¢l sistema opioide (Vaysse ¢f al., 1987), o bien por que ambos acliien
activando sistemus de neuroefectores en la célula; lo cierto es que existen importantes
evidencing que muestean una vez mds la complicacion del sistema cannabinoide.

* Accién antiinflamatorin

Existe una considerable discrepancia entre los distintos autares sobre el efecto que
producen los cannabinoides o oste nivel. Algunos estudios realizados en los afios 70 han
demostrade que ¢l A™THC es unas veinte veces més potente que la aspirina y
aproximadamente ¢l doble que In hidrocortisona en el test del edema inducido por carragenina
en ratas. Otros autores por ¢l contrario niegan que Cannabis posea dicha accidn como Jo han

demostrado sus experimentos. Pareee ser que la diferencia entre los resultados de unos y otros
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estritut en ln vin de administracion y el vehiculo empleado. Sin embargo, en 1986 Evans ef a/,,
demostearon lu implicacion de algunos componentes del Camnabis en los enzimas que
intervienen en lu cuseadn del deido arnquiddnico, inhibiendo la lipoxigenasa y la ciclo-
oxigenasa, y estimulando la fostolipasa Ay, con lo que se demuestra la accién antiinflamatoria
de dichos componentes.

* Tratamicnto en los espasmos musculares

Antiguamente los enfermos con problemas en la espina dorsal trataban los espasmos
musculores fumando Cannehis, Lifectivamente, la accion relajante muscular y antiespasmédica
del THC fue contiemuda por un experimento en 1980 en el que se administté THC (5-10 mg)
por vin oral u pucientes que sulrian esclerosis maltiple (Petro y Ellenberger, 1981). Sin
embargo, s necesitn tener mds resulindos clinicos que muestiren la efectividad y ausencia de
electos secundarios de dichos compuestos.

* Accién sedante

Lus prepuraciones de Cannabis, administradas por via oral a dosis mucho més bajas
que u Jus que produce electos psiconctivos, producen un efecto sedante y tranquilizante que
va acompafindo por una disminucion de la ansiedad. Es més, el efecto sedante es el mds
caracterfstico de todos los electos que producen los cannabinoides, y concretamente el THC
y especialmente el CBID, en los ensayos clinicos. Bl uso prolongedo de marihuana a dosis
bajus produce una reduccion de la nnsiednd, pero el consumo de dosis masivas produce una
situncion de pinico ansioso por un mecanismo desconocido, Los ensayos de experimentacion
animal muestran resultados muy diferentes, en funcién del tipo de especie utilizado. Se han
propuesto tanto mecanismos centrales como interaccioén con las prostaglandines para explicar
la accién ansiolftica de estoy compuestos (Formukong ef al., 1989).

Recientemente, ¢l grupo de Guimaraes y Mechoulam, ha demostrado que el principal
cannabinoide con propiedades ansiollticas es el CBD, y que la modificacién de su estructura
puede potencir dicho efecto, como se observa tras la administracién de su derivado sintético
HU-219 (Guimarunes er al., 1994). Un futuro terapéutico para el tratamiento de la ansiedad
aparece con estos derivados del CBD que han demostrado poseer un potente perfil ansiolftico

en los ensayos preliminares.
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* Otras acclones terapéuticas

Derivadus de los distintos efectos que los cannabinoides y sus andlogos sintéticos son
capaces de producir sabre los diferentes sistemas del organismo, tenemos la siguients relacién
de aplicaciones que han sido demostradas in vitro e in vivo:

- Accion antihipertensiva

- Accidn antibacteriona

- Accidn antineopldsica

- Ulso en migraiin

- Posible uso para combatir ¢ insomnio
- Estimultes del apetito,

L mayor problenw en ln bitsqueda de agentes terapéuticos derivados del Cannabls, es
In consecucion de compuestos que tengan acciones terapéuticas a dosis menores que las que
producen electos adversos, Por otra parte, la elevada liposolubilidad de estos compuestos les
permite distribuirse por ¢l SNC a dosis razonables; por ello, hasta que no se consiga una
apropinda selectividnd farmacoldgica, fa terapia con cannabinoides seguird siendo muy
restringida.

1L6.11.- TOLERANCIA

Como es subido, In tolerancia es un esindo de adaplacién caracterizado por
disminucién de Jn respuesta o a misma cantidad de una droga determinada (Eddy, 1965).

Desde principios do los afios 60 se empiezan a hacer ensayos sobre animales de
experimentacién para probar que el consumo continuado de Cannabis produce tolerancia, Estos
estudios demostraron 1s ripida uparicion de tolerancia en ratas, ratones y palomos; es més, se
produce tolerancin sobre cuda uno de los efectos fatmacolégicos que produce dicha droga,
estudindos independientemente. Una de las caracteristicas de la tolerancia desarrollada con los
cannabinoides, que sc opone a la tolerancia demostrada para los opidceos y otros compuestos,
es ln larga duracién de dicha tolerancia despuds de cesar la administracién,

46



REVISION BIBLIOGRAFICA DU CANNABIS SATIVA

Fntre los estudios realizados sobre humanos para ver la tolerancia de esta droga,
destecnmos los realizados por Jones y Benowitz sobre un grupo de 12 hombres voluntarios y
normales, durante un periodo de 30 dins, que ingerfan 210 mg/dia de A°-THC, Jones encontrd
que los sujetos eran tolerantes a los efectos subjetivos y al ineremento del pulso, normalmente
asociado al hibito de fumar marihuana, Sorprendentemente, a pesar de las grandes dosis de
THC empleadas, ne encontis electos subjetivos psicodélicos y observd una relativa bradicardia
durante el curso de Ty administracion erdnica de THC, Ademds, demuestra un ligero grado de
depenclencin tisicu y sindrome de abstinencia, pues dentro de las 6 horas siguientes a la
retirada stbita de la droga, se produjo un aumento en la actividad, irritabilidad, insomnio e
inquictud.

1.6.12.« DEPENDENCLA

Lntre muchos médicos y psicélogos se ha extendido el error de que la habitnacion, en
el sentitdo e dependencia flsica combinada con sintomas de abstinencia, es el principal
criterio por el que debe valorarse el daffo potencial de una droga para el individuo, Hay una
linea divisoria muy sutil entre la dependencia fisica y la pslquica, La funcién psicolégica tiene
también bases Uisioldgicas y biogquimicas: el deseo de satisfaccion inmediata es un poderoso
factor de refuerzo psicoldgico, Por otro lado, no se desarrolla dependencia fisica con
estimulantes del SNC' como la cocning, que se sabe que provoca en el individuo uno de los
tipos mds escluvizadores de tarmacodependencia, La dependencia de una droga no depende,
por lanto, solo de la capucicdad de désta para producir sintomas de abstinencia. La
farmacodependencia obedece fundamentalmente a la interaceién entre un sujeto y una moléeula
bioldgicmmente aetivi que provoen placer y el posterior deseo creciente de refuerzo repetido,
Lista interaceion lleva o un comporlamicnto de busqueda de la droga o dependencia en el
comportamiento. Sobre esta base, resulta engafioso clasificar fa marihuana como una droga

blandu que no erea dependencia,

Aunque en loxs consumidores de Cannabis se desarrolla tolerancia, no aparece ninguna
dependencia tsicn signilicativa que se pueda identifiear por sIntomas de abstinencia andlogos
a los que presenta la heroinn y el aleohol. Los sintomas observados tras la interrupcion del
consumo intenso son relativamente leves: la pérdida de apetito, el insomnio y la irritabilidad
son bien tolerados, pero estd comprobado que el Cannabis puede crear un estado de
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dependenciu fisioldgica o en ¢l comportamiento, gue constituye un importante obstéculo para
la supresion del consumo.

En cf hombre no se han demostrdo signos fuertes de abstinencia, pero sf se han realizado
numerosos estudios en experimentacion animal que reflejan la existencia de una dependencia
fisicn en aquellos animales tratados erénicamente con extractos de Canmabis sariva (Singh ef
al, 1981).

IL6.13. EXPERIMENTACION ANIMAL
* Efectos sobre In conducta de los animales

La administracion aguds de THC o del extracto de marihuana, produce en la mayoria
de los especies animales, cotnlepsin y adopeidén de posturas anormales del cuerpo,
hipersensibilidud, ataxin y algunas veces hiperactividad, Se produce ademés una supresién de
la uetividad motorn espontdnen y de ln exploracién. Uno de los efectos predominantes en la
conducta, en ratdn, es un fendmeno de defeccidn posivral con mirada fifa; en este estado, los
ralones responcden mads u los estimulos, que en otras condiciones (Hollister, 1971).

Holtzmon y su equipo, describieron una disminucién de la actividad espontdnea,
moderadn hipotermia, hipersensibilidad a los estimulos tactiles y audilivos, y ataxia después
de dosis bajus de THC (1 a 10 mg/kg, en ratdén). Tras la administracién de dosis mayores
(200-500 mg/kg). se observé sedacion, hipotermia pronunciada y una marcada disminucién de
la uetividad espontdnen y renctivided (Holtzman ef al., 1969). Por otro lado, se pudo
comprobur que la habituacién previa a la situacion experimental, puede reducir marcadamente,
o disminuir, los eleetos del THC sobre la actividad motora. En general, los cannabinoides
disminuyen o suprimen ln agresividad en animales en condiciones normales; por el contrario,
In agresividud se incrementa cuando el animal es sometido previamente a una situacién de
estrds. Listos autores intentaron correlacionar los cambios en la conducta de los ratones con
alteraciones en ln concentrucion de noradrenalina y serotonina, Asf, dosis bajas de THC fueron
asociadas o unu disminucion de noradrenalina en cerebro, mientras que las altas se asociaron
con un incremento de dicho neurotransmisor. Las concentraciones de serotonina se
incrementaron después de la administracion de THC de forma dosis dependiente. La duracién
de los efectos sobre la temperatura corporal y la actividad espontanea, se relacionaron con los

cambios en lus aminas cercbrales,
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11.7.- DOSIS LETAL §0 (D)

La DI expresu la toxicidad uguda de un producto, al indicar la dosis que mataria al
50% de la poblucion en estudio cuando se administra por una via especifica. Por ello, siempre
debe referirse u un animal de experimentacion y a una via de administracién en concreto.

Son numerasos lox métodos propuestos para la determinacién de la DL, pero todos
mantienen une linea simitar en el desarrollo de Ia experiencia. Nosotros hemos optado por el
métoado propuesto por Reed y Muench en 1938, Consiste en administrar dosis crecientes del
producto en estirdio, siguiendo unn progresion geomélrica de razén 2, partiendo de la dosis
mdxima que no mats a ningan raton (DLL,) hasta liegar a la dosis que mata a todos (DL,y).

Se estublecen lotes de 10 ratones de peso conocido y homogéneo. El producto es
administrado por via intraperitoneal (i.p.) y se valoran las muertes que ocurran antes de las
72h siguientes u ln administracion, Se trata de una respuesta de/ todo o nada, es decir, el ratén
muere o bo wuere. Paralelamente se establece un lote control al que se le adminisira
anicamente ¢l vehifeulo donde va disuclio el producto en estudio.

Estos autores estublecen lus siguientes premisas;

- 8i un animul muere cunndo se le administré una determinada dosis del producto en estudio,
hubiera muerto tnmbidn si pertenceiern a otro lote de animales a los que se les administra una
dosis mayor.

- Si un animal sobrevive o una dosis determinada, hubiera sobrevivido también en otro lote
ol que se le administra una dosis menor.

Una vez anotudo ¢l ndmero de animales vivos y muertos por cada grupo, se realiza el
edleulo acumulative de vivos y muerios para las distintas dosis ensayadas, Tras acumular los
animales vivos do dosis muyor a menor (abajo-srriba) y los muertos en sentido opuesto (arriba-
abajo), se calculn el % de mortatidad de cada linea, Posteriormente, se construyen unos ejes
de coordenndus colocande dosis en abscisas y ndmero de animales en ordenadas. Se
representan dos lineas, una de ellas correspondiente a los animales vivos acumulados y la otra
a los muertos ncumulados; las lineas se cortan en un punto. Se traza una perpendicular desde
la interseccion hacia of eje de abscisas; el punto de corte con éste corresponde a la DLy,
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A

[L.8.- TESTS FARMACOLOGICOS PARA EL ESTUDIO DE LOS CANNABINOIDES

ASTHC produce una caracteristicn respuesta psicotrépica en los hombres y una gran
varjedad de alteraciones comportamentales especificas en los animales de experimentacién
(Compton ef af . 1991,

Para ol estudio farmacoldgico de los cannabinoides se han escogido, debido al complejo
espectro de electos que poseen dichos compuestos, una serie de pruebas experimentales que
permiten reconocer una sustancin como connabimimética siempre y cuando cumpla con el
patron Tarmavoldgivo establecido,

Presentanios agui, de una Torma somera, los ensayos farmacolégicos més habituales
recogidos en la literatura cientifica encaminacdos a conocer algo mds a cerca de los efectos
producidos frax el consumo de la marihuang, osf como pata el desarrollo de derivados

sinféticos con fines terapéuticos.

Entre los test farmacologicos mds ulilizados en los Gltimos aflos y realizados sobre

arimal entero, caben destacar tos siguientes:

* Alaxin estiticn en perros.
* Altleracion del comportamiento ¢n monos.
* Accidn anticonvulsivante, en ratas.
* Estimulo diseriminativo, en rafas,
* Y un espectro de respuestas furmacoldgicns en ratdn, que es nico para este tipo de drogas,
Y que comprende:
- Hipotermia
= Catalepsia
= Actividud locomotriz,
=~ Anulgesia

~ Hiperexcitabilidad ¢ hiperreflexis.

Para nuestro estudio hemos escogido las pruebas que se realizan sobre ratdn por ser un

animal de fheil manejo v que aportan informacion suficiente. Cada uno de cllos serd

desarrollaclo en el upartade MATERIALES Y METODOS del presente estudio.
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La parte experimental de este trabajo, se basa en la determinacién de los efectos
farmacologicos de diversus muestras de resinn de Cannabis, que presentan diferente grado de
madurez ¥ por lo tante diferente compusicion, con el fin de evalvar la importancia de los
cannabinoides en dichus efectos. Kl estudio comienza con la determinacién de 1a DLy, y
andlisis anatomo-patoldgico de los drganos afectados tras la intoxicacién; se continua con la
comparucion de cleetos entre lu resing entera y los difercates cannabinoides puros, empleados
como putrones, asi comw con un estdio de potenciacién-inhibicion de efecto tras la
administracion conjunta de dichos principios activos.

A continuucion pasamoes a desurroltur coda uno de los blogues en los que se divide el
trabujo experimental de esta Tesis Puctoral. En cada uno de ellos aparecen los materiales y
los distintos métados empleados, asi como los resullados obtenidos y una discusion de los
Mismos.

fiLl- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

L.os anitales utilizados en lus diferentes experimentos fueron ratones (Mus musculus)
hembras de o cepn OFF-1, con un peso medio de 2543 g, ¥ separados en lotes de ocho
animales de peso homogéneo, Dichos animoles permanecieron desde 24 horas antes del
experimento hasta su conclusion, en condiciones constanies de fotoperiodo (luz entre las 8:00
y 20:00 horas), temperatura (23:x1 °C), nislados de todo ruido y perturbacién ambiental y con
acceso 6 comidn estdndar (PANLAR) y agun ad lihitum.

12~ PREPARACION DE LAS MUESTRAS Y TRATAMIENTOS

Tante ol hashish como los patrones puros de A™THC, CBD y CBN, fueron
proporcionudas por ¢l Rervicio de Restriccion de Estupefacientes y Psicétropos (Direccién
General de Farmacin y Productos Sunitavios; Ministerio de Sanidad y consumo de Madrid).

1l decomiso proporcionado inclula un andlisis cuali y cusntitativo de los tres
cannabinoides que nos interesaban para nuestro estudio, realizado mediante técnicas de

cromatografin {yuida de altu resolucion.
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Para ¢l andlisis farmacoldgico escogimos el empleo de la tesina de Cannabis (hashish)
y no de la planta entera (marihuana), por ser la primera mds rica en cannabinoides y ser

realmente ¢l producte de Cannabis mds empleado por los consumidores. Se utilizan por tanto,

diferentes muesteas de resing de Cannabis, con una composicion en cannabinoides muy
diferente entre ellos ¥y que a continuacion se detalla en la siguiente tabla:

MY MUENTRA LN (g*a) THC (g%e) ChN (%)
| 2R IR
LY 14 3028 0,817
i - B o
" w o YR o
o oy o
Y IR o | T
n ran s e
o o B
oats s e
o T

Para simplilicar el ndmero de muestras, de las aqui recogidas se emplearon, en los

distintos experimentos, siete de ellas, que fueron escogidas en funcién de su composicion. Las

dos restantes se desprecisron, bien por la escasez del producto, o bien por poscer
Caracterfsticns muy similures o alguna de las seleccionadas. Ademés empleando la férmula del
"Fenotipo” propuesta por Grlié, podemos clasilicar dichas muestras en "resinas de tipo droga”,
o "resinas de tipo textil”; cuando el cociente sea >1, se incluird la muestra dentro del fenotipo
[ (tipo droga); cuando el cociente sen <1, pertenecerd al fenotipo 1T (tipo textil).

Fenotipo =

Ad-THC + CBN

Yol 5k

o b b

I funcion de todo esto, I clasificacion quedarfa como sigue:
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Ast mismao, queriendo observar ¢l efecto global que produce la resina entera, decidimos
administracla en bruto, tal cual, sin someterla a una extraccion anterior, Para ello, las muestras
finamente pulverizudus vy pesadas en funcion de la dosis, se resuspende, con un volumen
determinadeo, en el vehiculo adecundo. Bn este caso, hemos escogido el aceite de sésamo
(SIGMA), por su cardicter inocun y ser uno de los vehfculos mas recomendados para la
disolucidn-suspension de sustuaneins nuy lipdfilas.

Lo patrones, es decir, ATHC, CBD y CBN, el dia de su administracién fueron
disueltos en ¢l mismo vehiculo con el fin de guardar las mismas caraclerfsticas de tratamiento.

La droga fue ndministrada o los animales por via intraperitoneal (i.p.), a las diferentes
dosis ensuyadas en vada uno de los experimentos que detallaremos més adelante, en un
volumen siempre fijo de vehiculo (neeite de sésamo) de 0,2 ml, y sirviéndonos de agujas de
23G que haeen mds fieil ln administracion de suspensiones. Para cada dosis, se establecen dos
lotes de ocho ritones, en fng prucbas de ta baterla farmacolégica de cannabinoides. Para la
determinucion de la Dl s¢ forman lotes de diez animales, como se describe en el método.

Paralelamente en todos los casos, se eslablece un lote control al que se le administra

tnicamente el vehiculo aeeite de sésamo (0.2 ml).
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[11.3.- DOSIS LETAL 50
1.3 1.- MATERIALES Y METODOS

Lat DL, expresa ka toxicidad aguda de un producto, al indicar la dosis que mataria al
50% de la poblacion en estudio cuando se administra por una via especifica.

Como ya comentamos anteriormente, hemos escogidos el método propuesto por Reed
y Muench parg ln determinacion de la DL, Ln el apattado correspondiente de la REVISION
BIBLIOGRAVICA se deseribe detalladamente fa téenica.

Debida a 1o gran variedad en la composicion de las diferentes muestras a estudiar,
decidimoes realizar la determinacion de ln Dl.g, de tres muestras de resina, que poseyeran
diferente composicion en cunnabinoides. Lu escasa cantidad de resina disponible hizo
imposible ln determinueion de ln DIy, de cada una de las muestras que luego iban a ser
ensayadas, escogicndose por ello, tres muestens diferentes que fueran lo suficientemente
representativas, con uny proporeion de cunnabinoides nuy baja, intermedia-alta y muy alta,
obteniéndose usi, unn gran informacion acerea de la toxicidad aguda del Cannabis,

M1L.3.2.- RESULTADOS
* RESINA 642

Presenty en su composicion un 0,745% de THC, 0,615% de CBD y 0,242% de CBN,

Lsta muestra fue escogida por su buja proporeion en cannabinoides.

Despuds de varias pruebnas, se consiguio establecer la dosis méxima que no mata a
ningin animal (121, 1g/kg). A partiv de dsta, se administran dosis crecientes que siguen una
progresion geométrica de 2, hasta afeanzar aquella dosis que mata a todos los animales del lote

(DL Bu/kg).

Por tanto, cmpleamos 4 lotes de 10 animales, a los que se les administrd,

respectivamente, 4 dosis distintas, y que fueron 1, 2, 4y 8g/ke. Ademds, como lote control,

s¢ estublece un quinte grupo de animales que Gnicamente recibié aceite de sésamo
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(0,2ml/ratdn); tras fa experiencia pudimos comprobar la ausencia de toxicidad del aceite de
sésamo. 1in lu siguiente tabla aparccen reflejados los resultados obtenidos:

W TR § TR | AR § TR
DOSIS | N M v MUERTOS VIVOS TOTAL % MORTALIDAD
we ACUMULADOS ACUMULADOS LINEA
L y S T T Snme———
l 1] i) H ] 16 16 0
2 12 50
i 16 87,3
8 24 100
AT
M-MUERTUS
V-VIVUS
DLS50 RESINA 642

Nt RATONES

a6
/.
o o
* . g,a-f"““yﬂ
1 ‘“"MM
165 * e
\‘ . it
. 1
L0 - Y\
° ]
B
) e S
6 -d e e S T Balade A" BUSSE BESS

0 1 by [g_i 3 4 B ] 7 8 9 10
posIs (g/ka)

[ MuBRTOS 1 vivos

En ln grafice podemos apreciar que la DLy, en este caso €3 de 2g/kg,
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* RESINA 588

Bata resina presenta un 9, 150% de THC, 3,141% de CBD y un 0,873% de CBN.
Consideramos dicha muestra por poseer una proporeion considerable de los principios activos.

Se ostablecia como DL, 0.5¢/kg ¥ DLy 2g/kg. Por tanto, en este caso distribuimos
los animales en tres lotes, o los que se les administro 0,5; 1y 2g/kg respectivamente. Los
resultados, se representan a continugeion:

DOSIN

M=MUER TS
V-VIVOS

N "

ST SRR, § T

VIR 5 ez 5
M v MUERTON VIVOS TOTAL | % MORTALIDAD
ACUMULADROS ACUMULADOS LINEA
0 16 16 0
il 6 10 40
i 0 14 100

MUK

v

RTOS b VIVOS

DLS0 RESINA 588

N RATONEN
L6 .
1O -
6 S~
) .:.s"‘\“" - et
7 o |LH s
() I S LRI T v: e et g R e T A Y -"=
0 1 2

posIis (g/kg)

MATODO REED-MUENCH

In este cuso la Dy resulta ser 1,13 grke.
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* RESINA 452711

Por Gltimo, Lo tercera muestra escogida presentaba una gean riqueza de THC 13,951%
al mismo tiempu gue una considerable cantidad de CBD (7,733%) y un 1,011% de CBN. De
Ja misma manera se determing la maxima dosis a la cual ningiin animal muere, siendo en este
cse de 025k, y 2k lndosis a la que mueren todos. Asl, establecimos cuatro lotes de
diez animales cada uno, u los que se les administro respectivamente 0,25; 5,0; 1y 2g/kg. En

este casv los resultados fueron los siguientes:

DOSIS N° Y| v MUERTOS VIVOS TOTAL % MORTALIDAD
ACUMULADOS | LINEA
BHE & p e e
14 16 0
5 i) 1 Y ] 6 7 14,3
| 11 bt 5 b 5 11 54,5
2 10 14 0 16 0 16 100
oo miitar
M=-MULERTOS
V-V
DLBO RESINA 4862/11
NY HATONMES
) e e
. L
H”r 8 \‘
1o - '
( ‘\ Mﬂf
ﬁ bry | (093] TUeeel
€3 b v e w ey v g PR T s (s At u ey T Ll St i
C [ -4 ('Jf!.‘;‘a 0,706 L 1,20 1.0 1,76 2 2,256
DOSIS (g/kg)
BRTOS - VIVOS MATODO REED-MUEBNCH

Por Gltimo, ta grdfica reflejn que la Dl es 0,92¢/ke.
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it —————

(1.3.3.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Fn todos los casos se demuestra ln inocuidad del vehiculo empleado (aceite de sésamo),
al menos en la concentracion wilizada.

Vistos los resultidos de la determinaeidn de la DLg, para las tres resinas diferentes,
podemos abservar gue la dosis letal 50 disminuye a medida que aumenta la proporcién de
THC presente en la resina, como era de esperar por ser éste el prineipal responsablede los
efectos que produce ta resina de Cannabiy. Ast, para la resing 642, con una proporcion casi
nula de THC (24080, 1a D, ex elevadisima (2p/kg), debiéndose su toxicidad principalmente
a I propin resing y no al THC, La muestra n® 588, con una proporcidn considerable del
principio aetive (2.150%), nos proporeiona ya una DLy de 1,13g/kg. Por ultimo, refiriéndonos
a la resing 482/11, que posee una wltisima cantidad de Tetrahidrocannabinol (13,951%), el
esuliado de Lo D, os de 092¢/kg, demostrandose que el THC no es sélo el principal
responsuble de los efectos del furshish, sino también de su potencial toxico. No obstante,
debemos seftalur que pese a la elevada proporeion de THC presente en la resing, podemos
considerar dichn droga como atéxien en cuanto a la letalidad que produce (observando las
DLy). 1o cual no indica que no sea nociva para la salud.
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[l4.- ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

([14.1.- MATERIALES Y METODOS

Pura completor el estudio de la toxicidad aguda producida por la administracién de las
diferentes resings, decidimos recoger algin animal de los que morfan durante la realizacion
del experimento de determinucion de la DLy, inmediatamente después de su muerte, se
abricron por ln cavidad abdominal y se introdujeron en formol neutro (solucién de
formaldehido al 102, Nevikly o saturacion con carbonato magnésico), para su posterior andlisis
anatomopatoldgive, con el fin de conocer los érganos afectados por la intoxicacién, y la causa
de su muerte.

Por otro lado, con el dnimo de estudiar la evolucién de dicha intoxicacién, nos
propusimos anatizur los drganos de los animales (ratados con una dosis determinada, y
provocar su muerte en determinados perfodos de tiempo post-administracién, Tras el andlisis
de los resultucdog obtenidos en in determinacion de la DLy, 1a dosis escogida fue la de 1g/kg
de resinn n® S8R, por provocnr ésta la muerte de un bajo nimero de animales dentro del
perfodo de tiempo estublecido para el estudio, Los animales se sacrificaron a las 6, 12, 24, 48
y 72 horas tros lu administrneion, y fueron introducidos en formol neutro para su posterior
andlisis. 1in puralelo se realiza también el estudio patolégico de animales control, tratados
exclusivamente con nceite de sésamo (0,2 ml; i.p.) y animales sin tratamiento.

Debido u la liposolubilidad de la resing de hashish y de sus componentes, los 6rganos
vitales de nuesteo interds son; cerebro, pulmon, corazén, higado, rifién, suprarrenales y ovario.

1l estudio completo fue renlizado segin la técnica montada en el Servicio de Anatomfa
Patolégicn del Hospital Provincial de Avila. Esquemdticamente, dicha técnica consta de los
siguientes pasos:

1.~ Fijaclén, (Formol neutro al 10%)

2.- Autopsia. (Scleccitn de 6rganos y estudio macroscopico).
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. [nclusién en parafing.
Jista ctapn se realiza mediante un Procesador de Tejidos para inclusion (Tissue Teck
de AMLS), ¥ consty de lus ctapas siguientes:

a.- Deshidratacion, empleando unn escala creciente de alcoholes, desde alcohol de 70

hasta 1{,
b.- Aclarudo, con Histolemon®,
c.~ Paratinu.

- Formacion de blogues de parafina,
liste proceso se renlizn sobre una Consoln Histolégica (Tissue Teck II AMES).

- Microtomfn.
Se obticnen cortes (entre § y 7 w) de los tefidos escogidos, mediante el empleo de un

ficrotomo rotatorio (LEITZ 1512),

~ Tincién histolégien (Téenicn Hemntoxilina-Eosina).
Los corles se recogen sobre portaobjetos recubiertos de albimina glicerinizada, para

1 perfectn adbesion, y se somoten u Jos siguientes pasos para su tincion:

a.- Despuralinizacion (Histolemon®).

b.~ Rehidentucion, con escals ercciente de alcoholes, hasta agua.

¢ Hematoxiling de Cruzzi, De 7 a 10 minutos.

d.- Agua corriente,

e~ Losina. De 1 a 2 minutos.

[- Deshidentacion en escola creciente de alcoholes.

g~ Trus dos pusos de Histolemon®, se montan los cortes con cubre objetos empleando

resing Eukin®,

~ Microscopin.
Para ln observacion microscopica de los cortes realizados empleamos un

‘olomicroscopio dptico de campo claro (NIKON HFX), que permite fotografiar los cortes de

3 lejidos seleccionndos,
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42~ RESULTADOS

Con téenicas de inclusion en paratina se obtuvieron cories histolégicos de cerebro,
dmén, cornzén, higado, rifidn, suprarrenales y ovario, que posteriormente se tifieron con
smatoxilina-liosina.

11 estudio histoldgico de los drganos, mosird una congestion en todos ellos, siendo éste
dnico signo comin (Micratotografin 1, 2y 3 ). A nivel cerebral, renal, supratrenal y de
nrio os el Gnico signo patoldgico, sin que exista relacién con el tiempo de evolucion.

Los pulmones presentan congestion desde el primer momento del estudio (6 horas).
lds tarde, y hasta ol momento de si muerte, las leslones aumentan cuall y cuantitativamente,
esentando cn primer lugur edema, que generalimente es de tipo focal y limitdndose a
xqueiias dreus difusamente repartidas. A lo lavgo de la evoluci6n estas zonas pueden ser algo
As importantes, pero en ningin momento s¢ constiluye como un edema pulmonar masivo
dicrofotografin ). A los tfendmenas de edema descritos, se suman més tarde hemorragias
teaenlvenlares ocasionales.

kin el higado, o las 6 horas del tratamiento, se observan junto con la congeslién ya
tade, unn hiperplusin discretn de lus células de Kupffer y moderado pleomorfismo
spatocitario que también sc aprecia a nivel nuclear. Es frecuente la presencia de células
inucleadns y uvensional, ln de alguna mitosis (Microfotografia 5). Las alteraciones més
gnificativas ocurren a nivel citoplasmdtico, observéndose focos de edema intraceluiar
umelnecion turbin) (Microfolografia 6) y de degeneracién "plumosa" compatible con
ipertrofia ¢ hiperplasin mitocondrial (Microfologeafla .

Ein los animales sucrificndos después de las 12 horas, las lesiones referidas al hepatocito
m mucho menos evidentes, y en tns observadas a las 48 horas, estos cambios son minimos.
in embargo lo que destaca es el aumento de los fenbmenos congestivos, de manera similar

o que describimos en pulmén (Microfotografia 8).
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Microfolografia 1.- Cipsula supramenal; Congestion (x40),

Microfotografia 2.- Ovanio: Congestitn (x80),
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Microfotografia 3.- Cerebro: Congesidén (x40).

Microfotografia 4.- Pulmén: Edema (x40)



Microfotogarfia 5.- Higado: Pleomorfismo nuclear con hipercromatismo. Células binucleadas (x80) y ampliacidn,

Microfotografia 6.- Higado: Edema intracelular perinuclear (x160) ¥ ampliacidn,



Microfotografia 7.- Higado: Hiperplasia de las células de Kupffer. Degeneracién "plumosa® (x40), y ampliacién.

Microfotografia 8. Higado: Congestitn focal (x16).
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s

[11.4.3.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS

[.os animales control examinados (tratamiento con aceite de sésamo y sin tratamiento)
no mostraron alteraciones histologicas en los cortes analizados.

1.os cambios abservados a nivel pulmonar expuestos anteriormente, se identifican a los
deseritos clisicumente como los iniciales de la congestion pulmonar por insuficiencia cardiaca
(Contran, Kumar y Robbins, 1990). El estasis sanguineo evoluciona rdpidamente a edema, que
en primer lugar se localiza en s vias respicatorias. Los capilaves alveolares aparecen repletos
de sangre: la rotura de estos capilures puede produeir pequefias hemorragias intra-alveolares,
y posteriormente, la (tagmentacion y fagocitosis de restos de hematfes, provoca la aparicion
en la zona de macrdfugos enrgados de hemosiderina,

] pleomaortismo hepatocitario y nuclear, las células binucleadas, las mitosis y la
hiperplasia ¢ hipertrofin de los células de Kupffer, son cambios reactivos inespecificos del
higudo y s¢ producen de Torma automatica ante miltiples tipos de agresion, como infecciones
vitnles (virus Herpes simplex, virus de las Hepatitis, ete.), toxicos (alcohol, tetracloruro de

carbono, tioacetamida, zidovuding, ete.).

La presencia de eélulas binucleadas y de mitosis ocasionales tienen menos significado
en los animales jovenes, como en nuestro modelo experimental, pero si tenemos en cuenta el
resto de lus alteruciones observadas a las que con frecuencia se asocian, podria consideratse

como un cambio inducido experimentalmente.

1. tumelaceion turbia y la degeneracién "plumosa” por hiperplasia mitocondrial, se han
deserito como signos morlologicos de lesion incipiente de la hepatopatia alcohélica humana.
También pueden observarse por la aceidn de olros toxicos, como el AZT (Zidovudina), y
siempre como lesion incipiente. Estas lesiones suelen ser reversibles a la retirada del toxico,
y en easo contrario, con [recuencia evolucionan o se sustituyen por fenémenos de esteatosis.
En nuestro caso no hemos observado fendnienos de este tipo ( Lopez Bravo, A, Comunicacion

personal).
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[1.5.- BATERIA FARMACOLOGICA PARA CANNABINOIDES

Como hemos avanzado anteriormente, en este trabajo nos centramos en las pruebas
fnemacologicas para cannabinoides mas utilizadas, empleando como animal de laboratorio el

ratdn.

Pasamos o desarrollar log materiales y el método empleados en cada una de ellas.
LS. 1- ANALISIN ESTADISTICO

I.os valores obtenidos en los diferentes ensayos realizados, se sometieron a un andlisis
estadistico en o yque se obtuvieron la media, ¢l error estdnder y en el que se contrastd la

hipotesis de normalidud intrapoblocionad.

Al tratarse de resultados que segulon una distribucion normal, se analizaron usando el
Test paramdétrico ¢ de Stadent, parn comparar dos unicos grupos experimentales (control y

problemit, en cadn cuso).

Lo compuraeion entre mulliples grupos se realizé mediante andlisis de varianza,

aplicando ¢l Test de Newman-Keuls.

En todos los casos se adoptd el intervalo de confianza del 95% (probabilidad de error

menor de 0,05) y del 99% (probabilidad de error menor de 0,01).
1.5.2.- MATERIALES Y METODOS
*TEMPERATURA CORPORAL: HIPOTERMIA

n el hombre sano la temperatura corporal se mantiene alrededor de los 37 °C,
independientemente del ambiente externo, es decir es homotermo. Sin embargo, los animales
poiquilotermos son aquellos en los que su lemperatura varfa con las condiciones externas
(Guylon, 1990}, Tal es el caso de los ratones, animales empleados en este trabajo de
experimentacion, La temperatura corporal normal media de estos animales oscila entre los 35,5
y los 36,5 "C.
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Con el fin de disminuir la gran cantidad de factores externos que pueden influir sobre
jos valores de temperatura basal de este animal de experimentacién, se mantiene alos ratones
aislados en unas condiciones ambicntales constantes. Asi mismo, la influencia del ritmo
circadiano ha sido minimizady realizando las pruebas siempre a la misma hora del dia.

Para medir la temperatura corporal de los animales de experimentacién empleamos una
sonda rectal { YS1-400) acopludu a un termémetro digital CIBERTEC P,

Se reabiza una medida inmedintamente antes de la administracion de la resina o patrén,
y otra entre 60-90 minutos despuds de dicha administracion, La diferencia en °C entre las dos
medidas se compara con la de un grupo control que se defing como cero y el resultado se

expresa como “Cdde Hipoternida.,

AT (00 = T, - Ty,

*TEST DI LA INMOVILIDAD EN EL ANILLO: CATALEPSIA

1 test de la inmovilidad en el anillo, permite evaluar el grado de catalepsia que es
capaz. de provacar un frmuco tras su administracion en un animal de laboratorio. En este caso,
obtenemos el porcentaje del tiempo total que ef ratén permanece completamente inmévil sobre

un anille horizontal,

Bl método, descrito por Pertwee en 1972 y que originariamente recibe el nombre de
The ring text, continua en actualidad y es uno de los métodos mds empleados para valorar la
catalepsin.  Nosotros  hemos realizado ¢l mismo test de Perlwee con unas ligeras

modificaciones.

Il aparato consta de un aro metdlico horizontal de 5,5 cm de didmetro, unide a un
soporte que lo manticne a 16 em del suelo. Cada ratén se coloca sobre el aro durante 5
minutos. Durante este perfodo, se contabiliza el tiempo en segundos que el animal permanece
totalmente inmavil. Fste valor se divide entre 300 segundos y se multiplica por 100,

obteniéndose asl el indice de inmovilidad.
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% INMOVILIDAD = -t—t- X 100
T

t; Tiempo (segundos) de permanencia inmévil,
t2 Tiempo total (segundos) que dura la prueba.

Qe considera como criterio de inmovilidad a la ausencia de todo movimiento voluntario,
exceplo los movimientos asociados a la respiracion. La ausencia de movimientos del hocico
y bigotes es una buena referencia de inmovilidad, haciendo el andlisis mas objetivo.

Si un ratdén permanece sobre el anillo al menos 2,5 minutos sin caerse o escaparse de
¢l, se da por finalizada la prueba considerando como tiempo fotal esos 2,5 minutos (150
scgundos).

Por el contrario, si un animal sc escapa o cae del anillo dentro de los 2,5 primeros
minutos, se vuelve a colocar sobre el anillo durante tres minutos mas. En este caso el indice
se caleuln contabilizando la suma de los tiempos que ha estado sobre el anillo antes y después
de caerse. Si un raton sc cac mds de § veces consecutivas en los primeros 2,5 minutos, se
desprecia el resultado y queda excluido del andlisis de datos. Para reducir la incidencia de
escapes, siempre se debe colocar el ratén sobre el anillo de espaldas al punto por el que se une

al soporte vertical.

Un animal no tralado con drogas que produzean catalepsia, lo més normal es que
permanerca activo y curioseando ol entorno, a veces escapandose del anillo por salto, caida,
o mds (recuentemente, bajando a través del tubo vertical que soporta al anillo.

Sin cmbargo, los animales tratados con drogas catalépticas y en concreto con
cannabinoides, poseen una actividad exploratoria interrumpida por perfodos en los que cesan
todos los movimientos voluntatios del rabo, tronco, extremidades, hocico y bigotes. Durante
este perfodo de inmovilidad, el ratén adopta posiciones extrafias, siendo una de las mas
frecuentes, el tenderse a lo largo del anillo, sujetdndose uinicamente pot Jas patas traseras y las
delanteras; en esta situacién, suele ocurrir que su vientre gradualmente se vaya combando,
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siendo cadu vez mas inestable su posicion. Bl retorno a su actividad normal ocurre solamente
si ¢l animal terming por caer del anillo, aunque también puede ser que el propio ratén perciba
¢l inminente peligro ¥ con ello recupere su estado normal. Por supuesto si el experimentador
foca Su cuerpo o s¢ procduce algin ruido lo suficientemente fuerte, el perfodo de inmovilidad
se quebruntu. De ahi que el experimento deba realizarse en una habitacién no solamente
aclimatadn, xinu también aisluda de todo ruido externo, y siempre debe ser llevada a cabo por
¢l mismo experimentador.

Se considern que un producte produce catalepsia cuando se obtienen valores del Indice
de inmovilidud superior wl 20%

Aquellos farmacos yue den indices comprendidos entre un 15-20% probablemente
poscen efecto sedante no espeeifico, pero no cataléptico (Compton ef al., 1991).

* CAMPO ABIERTO: ACTIVIDAD MOTORA

En un cumpo abierto con unas dimensiones de 30x30 cm, dividido en 12 cuadrados de
igual tamafio, se evalia ln nctividad hoeizontal y la actividad vertical de los ratones (Fride y
Mechoulam, 1993),

La locomouion (uctividad horizontal) se valora por el nimero de cuadrados cruzados
duranic 8 minutos inmedintemente después de introducir al animal en el interior del campo
abierto.

Al mismo tiempo se contubiliza el nimero de veces que el animal se eleva sobre las
patos teaseras (uetividad vertical).

Bn condicioncs normales, un animal sin tratamiento alguno, presentaré una actividad
horizontal y vertical propins de estos animales, que se manifiesta con la exploracién de cada
tineén del campo por parte del raién. Por e contrario, los animales iratados con derivados de
Cannabis, en funcion de 1a dosis como ya veremos en los resultados, manifestardn bien una
marcada hiponctividud tanto vertical como horizontal (dosis altas), o bien un aumento de la
actividad ¢ hiperrellexin (dosis muy bajas).
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* ANTINOCICEPCION

L.a nocicepcion es el mecanismo por el cual los estimulos nocivos son percibidos en

la periferia y transmitidos al sistema nervioso central,

El efecto analgésico producido por Cannabis y sus derivados es un efecto central, y
como ya vimos en la revision bibliografica ocurre por mecanismos espinales como

supraespinales.

Por ello, para el estudio de la actividad analgésica de estos compuestos hemos optado
por dos métodos térmicos para provocar el estimulo doloroso cuantificable y que son muy
empleados en experimentacion animal para estos casos: Test de la Placa caliente y el Test
decl foco calorifico. Se evalia as{ la capacidad que poseen los productos a ensayar de

disminuir la percepcion de este estimulo doloroso.
Analgesimetro de la placa caliente (Hot plate).
El método actual se basa en el original establecido por Janssen y Jageneau en 1958,

El estimulo doloroso en este caso se provoca por medio de un Analgesimetro Hot Plate
DS-37 Socrel (PANLAB, S.L.), que consta de una plancha metélica termostatizada
eléctricamente a 54,50,2 °C, rodeada por un cilindro de 19,5 om de didmetro y 13 ¢cm de
altura, que asegura que el animal permanezca sobre dicha placa durante el ensayo. Ademis,
dispone de un cronémetro que sefiala el tiempo en segundos transcurrido desde que se sittia

el ratén sobre la placa, hasta que acusa el dolor,

En este ensayo, consideramos como primer umbral doloroso ¢l momento en que el
animal se lame las extremidades delanteras, y , como segundo umbral, el instante en que dicho
animal se lame las extremidades traseras, siendo més valorable el segundo, pues se evita la
posibilidad de confusién con el acicalamiento normal de los roedores. Consideramos como
tiempo maximo de permanencia sobre la placa (cut-off), 30 segundos para el primer caso y 45
segundos para el segundo; a partir de entonces, el animal es retirado de la plancha y se
considera como el 100% del efecto analgésico (Harris y Pierson, 1963).
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Los resultados se expresan como ¢l % del Méximo Efecto Posible (%MPE) o % de
analgesin, que viene determinado por lo rmula siguiente:

% MEP - I~ TC
cutoff - TG % 100

Tp: Tiempo de lntencin del animal problema.
Te: Tiempoe medio de lntencin de los animales control.
cutoff; 30 seg. (putus delanterax); 43 seg. (patas traseras)

Annlgesimetro del Foco ealoxifleo (7ail-Flick),

11 anulgesimetro del Foco calorifico se basa también en la produccion de un estimulo
doloruso térmico, que en este cuso se producird sobre la cola de! animal, El método fue
propuesto en 1941 por D*Amour y Smith,

Kl aparato (Analgestmetro LI-7106. LETICA) esté dotado de una fuente de calor de
intensidad reguluble y de un wdecundo sistoma de deteccién de la respuesta del animal,
asociado i un crondmetro que mide ln Intencia de respuesta con una precision de décimas de
segundos. La fuente de cnlor estd formada por una ldmpara halégena (12V DC, 100W), alojada
en un foco desplazable,

Dicha ldmpara ticne lo posibilided de emitir a tres intensidades calorificas diferentes,
méxima, medin y minima, Asi, el calor que puedo provocar serd funcién de la intensidad y del
tiempo. Con ello, podemos escoger la intensidad calorifica que sea necesaria teniendo en
cuenta ¢l experimento, ln drogn emplends y el animal de experimentacion.
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La siguiente tabla nos muestra la relacién existente entre intensidad calorifiaca y tiempo de

exposicion:
t (seg) T maxima{*C) T media{°C) T minima(*C)
5 75 50 30
......................... lo ]25 - 60 . -
20 ]75 " 80 -
30 - Ioo - -

La cola del animal es colocada sobre una ranura, tapando una célula fotoeléctrica. Se
hace incidir el calor radiante sobre la cola y cuando el animal responde al dolor, la retira,
momento en el cual el foco incide directamente sobre la célula fotoelécetrica, pardndose el

crondmetro.

En estc caso para evitar el dafio tisular, hemos empleadc siempre la intensidad
calorifica media, y se considera como tiempo méximo de incidencia o cut-off; 10 segundos;
a partir de entonces si todavia no ha respondido el animal, se retira considerdndose el 100%

del efecto analgésico.

De la misma manera, los resultados se expresan con el %MEP, pero teniendo en cuenta
que en este caso cada ratdn es sometido a la prueba antes y después de la administracion y por

lo tanto la férmula a aplicar serfa:

Td-Ta %100

EP=— -2
M cutoff-Ta

Ta: Tiempo de latencia antes de }a administracion.
Td: Tiempo de latencia después de la administracion.

cutoff: 10 segundos.
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e

PESARROLLO EXPLERIMENTAL

Para el estudio farmacoldgico de las diferentes resinas de Cannabis, hemos empleado
jotes de veho ratones de peso homogéneo; como ya hemos dicho antetiormente, el tratamiento
se realizd en todo momento por via i,p. y con un volumen fijo de 0,2ml/ratén,

Para evitar el solapamiento de las pruebas, se decidié establecer dos lotes por cada una
de los dosis y resinas ensoyadas; el primer lote, destinado a la medida de la temperatura
corporal y actividud motora, y ¢l segundo, a la valoracién de analgesia y catalepsia. Teniendo
esto en cuehta, en todos los experimentos, cada raton fue sometido a cada uno de los
diferentes test, siguiendo la siguiente sccuencia:

« Temperatura basal (1, pre-administracion).

- Administracion de la droga.

. Actividad motora (20 minutos post-adminisiracién).

- De nuevo, temperatura corporal (1o, 60-90 minutos post-administracion).

- Tiempo de lntencin (segundos) en ¢l analgesimetro del foco calorifico antes de la
administracion.

- Administracion de Ia droga.

- Tempo de latenein (segundos) en el analgesimetro del foco calorlfico, 45 minutos post-
administragion.

- Tiempo en segundos hasta ¢l primer lamido de las patas delanteras en el analgesimetro de

la placa caliente (60 minutos post-administeacion).
- Tiempo en segundos hasta el primer lamido de las patas {raseras en el analgesimetro de Ja

placa caliente (60 minutos post-administracién).
- Catalepsia (% de inmovilidad) 90 minutos post-administracion.

Paralelamente y bajo las mismas condiciones, s¢ establece un lote control para cada uno
de los problemas, al que solo se le administra el vehiculo (aceite de sésamo), y que €s

somelido o las mismas pruebas anteriores,
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R

Dentro de la seecion de BATERIA FARMACOLOGICA PARA CANNABINOIDES,
podemos dividiv los estudios realizados en cinco bloques de experimentos, y que a
continuacion comentamos brevemente:

ae Curva dosis/efecto del hashish.

b.« Lifecto del Tetrahideocannabinol.

¢ Lidecto del Cannabinol y Cannabidiol,

d.- Estudio del posible efecto de los otros componentes de la resina de Cannabis,

e~ Potenciacion o inhibicion del efecto farmacoldgico de los diferentes principios
activos tras una administracion conjunta,

A~ Curva dosis/efecto del hashish

Parn la realizacion de esta serie de experimentos, decidimos escoger una resina que
poseyert una gran rigueza de THC, por ser éste el principio activo mds importante presente
on la resing de Cemnabis, con el fin de poder relacionar el efecto con el contenido de dicho
compuesto, Se trata de la muestra de resina n® 452/11, que como vimos en la tabla
corresponcliente posee un 13,951% de THC, 7,733% de CBD y 1,01 1% de CBN. Por ello,
conaciendo la composicién, al adminisirar una determinaca dosis de resina, podemos conocer
tombién cud! es la dosis expresada en THC, CBD ¢ CBN,

Se realizaron diferentes ensayos, administrando dosis de resina de 23 mg/kg, 50 mgrkg,
100 mg/kg, 200 mg/kg, SO0 mg/ky y 1000 metkg o diferentes lotes de ratones que fueron
sometidos o toda la baterfa farmacoldgica para cannabinoides anterjormente desarrollada, con
ol fin de conocer ln linealidad de cada uno de los efectos producidos tras la administracidn
intraperitoneal de la sustancia (0,2 ml/raton en aceite de sésamo), Queremos recordar que,
haciendo un sencillo edleulo matemdtico, estas dosis corresponden respeclivamente a 3,42
mgkg; 6,85 mpskg: 13,90 mp/kg; 27,80 mg/kg; 69,50 mg/kg y 137,0 mg/kg de THC presente
en la muestrn administrada, No obstante, nosotros en este ¢aso concrelo, haremos siempre
teferencin 1o dosis de la resing, pues consideramos cl efecto global producido por la

administracion de dicho producto vegetal,
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A.l.- RESULTADOS

A continuacién, pasamos a exponer los resultados obtenidos para cada una de las
pruebas realizadas. Para estandarizar la presentacién de los mismos y hacer mds sencilla su
comprension, en todos los casos aparecerd en primer lugar Ia tabla de los valores medios
obtenidos, con el error estdndar correspondiente, as{ como la significacion estadistica,
refiriendo siempre los datos frente a un control (t-Student). También se sefiala tanto en las
tablas como en las graficas, el valor obtenido una vez restado el control a cada uno de los
datos medios; después, los representaremos graficamente, obteniéndose asi la curva
dosis/efecto, que aparecen resaltadas en los graficos como columnas sombreadas en negro.
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+ Temperatura corporal (hipotermin)

DOSES tmgky)

AT (°C)

T YRR SERINT Y {1

PRI T TR

Jp——— Al e
LON TR +0,2640,05
HESINA 450 1 3 -0,1440.06
DIEERENCIA b, 0,1240,01
CONTROL 0,0510,03
RUNINA A8 1Y i 1,11:20,20"
DIFERENUIA 1,0610,17
CONTRLY 0,26:40,06
RUESING 321 104 2,3040,19"
DIVERFNUEA 2,0410,13
CONTROT 0,1110,06
RESINA 4521 200 2,7240,20"
INEERENCIA 2,6140.14
CONTHUL . 0,17:0,06
RESINA 4% 2T 500 3.5630,32"
{HFFRENGIA 3,3940,26
VUIN LR . =0,02::0.04
RESINA 4831 1000 2,5040.21"
DITERENUTA 2611017
LA

'p.-um contral v probloma (- Stdentt, " 0] contred ve protilema teStedent); n=4, Sa teprasenta ln miedia % el crror estandar (xi€)

IS PERMIA ()

p
c‘fj
"{'IJ ’

HIPOTERMIA

Mooy R FINSHIEEN  THTG SHa )

DOSIS RESINA (mg/Kg)
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* Loee eatorifice fanalpesia)

DOSIS {mg'kp)

%MEP

CONTROL
RESINA 432/11
DIFERENCIA

AT L G L L ey Py P T P P TR T TIPS EUE LTINS

CONTROL
RESINA 452/11
DIFERENCIA

PETIPTITY

25

LR TP TP T PARPIY e

CONTROL
RESINA 452/11
DIFERENCIA

e wearrrrbiianl

CONTROL
RESINA 452/11
DIFERENCIA

CONTROL
RESINA 452/11
DIFERENCIA

L Y P Y P P PP T PTT R P IR LI

CONTROL
RESINA 45211
DIFERENCIA

e Tty e e RN L LT L L L LR LR LA
T TN L LT eI R L AEREL R EEL A AT AL
P e P P T Y T T TR ST TR TR LU AL CAE L L LR AL

-5,5041,69
-4,8122,14
0,6940,45

T R L L LR E L L R LI T L TR TPy PR PP U P PY AL TR O

-4,5443,26
2,1243.47
6,6610,21

-10,3443,27
11,7845,05°
22,121,719

s

i DL DL

200

PO PP PP P T LY LTINS P ELYRLLR AR PV ERRLIE LI DL L AL LRSS L

300

[ P P P FER SR TTYF PR TRT PR PR TR TRV IR CLEIE L R L L)

100¢

LT

~6,49£1,26
11,2946,66'
17,78+5,40

-3, 1632,92
23,2049,96"
28,96+7,04

AT L L L L L L L L L IR S TR T ST R L LAY RN E L ER TR LU LT L

-10,21::2,04
23,5082 27

6,6210,23

*p<0,05 control v, problema (t-Student); *p<0,01 control vs. problema (1-Student); n=8, S¢ representa ta medla * &l error estdndar (xie)

ANALGESIA (%MEP)

ANALGESIA FOCO

40 —
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+ Analgesimetro de la placa caliente (lamido patas delanteras)

DOSIS (mykg) Wsg) %MEP

CONTROL . 9214013
RESINA 45211 23 9,7110,88
_DIFERENCUIA 0,5010,15

CURN RO . 9,6010,62
RESINA 43301 50 17,50£3,32°

2,4614,27

v

3346413,43"
DIFERENULA 19082,70

CONTROL - 11,491,06
RESINA 43211 100 11,5210,63 0.6613,37
DIFERENCLA 0032043
CONTROL . 9,4510,47
RESINA 48211 200 21,2642,32" 56,04£10,93"
DIFERENUTA 11,814:1,85
CON RO . 9,6410,60
RESINA #8211 500 16,0542,48' 35,59£13,06°
DIFERENCIA 6,411,88

CONTIROL . 10,4040,40
RESINA ASMTI 1000 21,88£2,1" 58,60+11,80"
DIFERENCIA 11,4581,91

005 contrarl v prolbernn ¢1-Student, "p-0.01 comrol v, problema (tStudent); =8, S0 roprosentn In media & ot error estndar (xic)

PLACA (LAMIDG PATAS DELANTERAS)

TIBMI'D {xig)

s

/ .

an

6

"o

NN\

DOBIS RESINA fmw /Ka)

Creontron [Aesina MIMPERENCIA
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* Analpesimetro de la placa caliente (lamido patas traseras)

DOSIS (mefkg) 1(sg) %MEP

CONTROL - 15,66:+0,92
RESINA 452/11 25 17,2810,98 7,1943,55

DIFERENCIA 1,6210,06

CONTROL : - 1,7041,04
RESINA 45211 50 32,9244,26" 56,85£15,20"
DIFERENCIA 15,9243,22
CONTROL - 19,0140,72
RESINA 452111 100 23,0541,42 15,5645,49"
DIFERENCIA 4,0410,32

CONTROL . 21,1742,14
RESINA 452/11 200 32,812,317 49,0049,68"

DIFERENCIA 11,6410,17

PP PP AP YPTTEITTPRTTTPIPTC P PR TEITTINE | (EILTETS YT TR R L LI LCITITL LT [ AT TrT T TTOI L ITEIP NI AL RIREY CIRLELIRL LA L b I BT

CONTROL - 24,211,735
RESINA 452/1} 500 ' 33,7843,13" 49.94414.94"

DIFERENCIA 9,571,328

PR TTR LTI CTT TP IO IE R} [PTee AT TTY CLLL PRI IR IY I LT Y PR R TR RTITTTT EER UL IO IR

CONTROL . 23,0240,62
RESINA 452/11 tono 33,6843,18" 38,6843,18"

DIFERENCIA 9,76:2,56

'P<0.05 control vr. problema (-Student); “p<0,01 conlrol . problema (t-Swudent); n=8. Se representa la media & el error estindar (x1z).

PLACA (LAMIDO PATAS TRASERAS}

TIEMPO (sg)

35 —

30 -

a5 |

20~

T T
i o o & &

DOSIS RESINA (mg/Kg)

ClcanTroL [AREsINA M DIFERENCIA
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* (atalepsia

DOSIS (nky) %INMOVILIDAD

CONTROT, . 2,3840,63
RERINA 4821} o] 6,3810,87"
DIFERENCIA 4,0040,24

CONTROL - 1,7240,53
REXINA 45211 50 15,3641,94”
Y ERENUCIA 13,641,41 "

RESINA A% 100 26,6045,19"
DIFFRENEIA 18,212,87

IR PS ETPTLIESS O | P T TP LT PRI T Y PR T T TS TTL A PR TL LT LICOR T TETL TP T COA T FTTCTEYS ST I TY e T i LRLITTIRTRN)

CONTREOI . 8,40£2.32 “

CONTROM. . 6,5110,89
RESINA 45211 200 37,12£3,58"
DI FRENCIA 30,5142,69

' P CITTITY | IR T YT TP VP III I P L TT L TRV R LILE T W L

CONTROL, . 7.12£1,87
RESINA 4320 500 52,8043,12"
DIFLRENUTA 45,68:£1,25

AL e AR L T T T e T P [ b s RO I T

CONTIREH. . 3,8740,64
RESINA 4571 1000 90,6112,18"

THEFERENCIA 86,7421,54
SRR & CRSR

008 comrol va problemi (L-Studenty il 01 contrel vy, problema (-Stident); =8, $o reprosenta la media & el error estdndlar (xte).

CATALEPSTA

COINMOVILIDADL

Y

f"

(IS

n -

(H14]

pIu

BIINS D

NOSIS RESINA (mg/Ke)

Uleamrporn, Clitesing MDICERENCIA

rﬁ
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* ! T i 1 Kl ]

DOSIS (mg/kg)

N° DE MOVIMIENTOS

CONTROL
RESINA 432/11(
DIFERENCIA

CONTROL
RESINA 45%/11
DHFERENCIA

CONTROL
RESINA 452/11
DIFERENCIA

LET T TP T LT TT R

CONTROL
RESTNA 452111
DIFERENCIA

CONTROL
RESINA 452/11
DIFERENCIA
CONTROL
RESINA 452/11
DIFERENCIA

L LTI T TR PO P

TP T PRI IE LR TeT)

TP T PP R PR VI PP PP I

B L e P R P T TP Y T PYY PRI YPPTTTPORTITTTSPPOLTE |

25

50

L P T I P PL T T PY T T ST PR TR YTy

500

1000

waresban P Rprad iy e an
T T L PP P P P T R TP T PPy T
LTS LT e T T T T T PR T YR YPT T P TY TN

T T TR R P P P YL TSI T NS TR PR T P

26,6244,00
$, 754135
-20,8742,65

T L L LR T T T EE T P P e P PP ISPV RIS L IR RN LAELEL AL L

19,0043,07
4,00%,89"
-15.00£1,18

I e e e A L e L C T TN LI TR L LT L L AR

37,8014,03
1,60%1,29
-36,2,041, 74

NIRRT O AR NEE RV ITTE P T D BRI R PR R B ALY

10,0043,88
0,6210,50"
-29,3843,28

T LY LT T L L e P T PP P TP TR TR TP IOV T RTL LR T AV T

13,50£5,79
0,5040,27"
+33,0045,52

e Ty Py L L e e e e R P e B e T L TR ST 2

34,3743,77
0,000,00"™
-34,3740,00

"p<0.05 controf vy, problema (t-Student}; “'p<0,01 control 1. problema (t-Student); n=8, Se representa Ia media & el ervor estdndar (x1e).

N* MOVIMIENTOS

ACTIVIDAD VERTICAL

504‘]

40 -’

20-1"'

—20 -

~40 "
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v Actividad motora horizontal
Activy

YOS (mp/kg)

N° DE MOVIMIENTOS

UEINTROL.
RESINA 452101
PIFEFRENL

CONTROL,
HESINA 43011
DIFERENCIA

CUNTIRUL
HESINA 452011
DMFLERENCIA

Emvnriaranaanib

23

109624101
39,00£7,02"
-70,6243,72

PRIV TL TN TR e

CONTROL - 104,6246,24
RES{MA 45210 50 25,8747,55"
IHFERENCIA -78,75%1,31
CONTROI, - 113,2044,76
RUSENA 45T 100 12,8043,41"
DIFERENCTA -80,4¢1,35
CONTROH, - 130,256,358
RESINA 45211 200 26,6244 407
IE FRISNUIA -103,63:+1,98

“

500

111,1249,88
4,6241,24"
-106,548,64

PP rerial

PTTT N I RL I TETET )

1000

TTLIELIT

122,8742,99
6.3781,62"
<116,5£1,37

‘008 comend w1 prehlema (8Shudent),

N* MOVIMIENTOS

ACTIVIDAD

e 001 control vy, problema (t-Stklenty 8. Se roprosenta In medin £ ¢l error estindnr (xic).

HORIZONTAL

1o

Lk

nil)

H1)

<100

1hit -

Clvanriod, EYresna MINFERENCIA

b A R TR A R

HOSIS RESINA (my/Kg)
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A2+ DISCUSION D 108 RESULTADOS

Vistos los resultados obtenidos tras la administracion de hashish a diferentes dosis,
observamos un conjunto de efectos comportamentales y fisiolégicos que conllevan: hipotermia,
calalepsin. disminucién motorn y annlgesia. Estos efectos se han atribuido en numerosas
ocasiones a los principios activos de Cannabis, los cannabinoides, y existen numerosos trabajos
experimentules que usi lo demuestran (Complon ef al., 1991; Fride y Mechoulam, 1993; ...).

Después de establecer los distintos lotes para la administracién de las diferentes dosis,
y someter o los animales a tocas las pruebas de la Baterla Farmacolégica para cannabinoides,
s observd la existencin de una relacion Dosis/Efeclo lineal en la mayoria de los tests.

Ast, en el caso de lo Temperaturs, se produce una hipotermia que va aumentando con
la dosis de resing administendn, desde 25 mp/kg hasta 500 mg/kg (en que el efecto es méximo,
mds de 3 *C). Curiosamente, con la administracién de una dosis superior (1000 mg/kg), la
hipotermia ¢s monor. [lay que decir que esta dosis de resina tan elevada resulta tdxica,
produciéndose incluso ln muerte de algunos animales tratados en pocas horas, con lo que la
valoracion del purdmetro en cuestion es muy variable. Decir también, que la hipotermia
producidu en los ratones a los 60-90 minutos tras la administracién de la resina de hashish s
csindisticamente significotiva (“'p<0,01) con respecto a los lotes control en todos los casos
salvo con ln dosis menor (25 mg/kg), en que no se observan diferencias significativas
comparando los resultados con el control, Segin los estudios realizados por Pertwee, la
hipotermia producida tras ls administracién de productos de Cannabis, no provoca incrementos
significativos on olros pardmelros valorados, como Ia calalepsia o la hipoactividad,

Respecto & la Catalepsia, fenémeno muy tipico de los cannabinoides, se obtiene una
lincatidad perfecta, como podemos observar en la gréfica correspondiente. Debemos aclarar
que aunque cn todos los casos se obtengan tesultados estadisticamente significativos ("p<0,01),
sélo podemos considerar catalepsia cuando exista un fndice de inmovilidad > al 20% (Pertwee,
1972); por debajo de este valor no se reconoce la inmovilidad producida por las respectivas
dosis como fendmeno cataléptico, sino como un efeolo sedante de las bajas dosis
administradas. Por ello, es a partir de la administeacion de 200 mg/kg de la tesina ensayada
cuando podemos considerar dicho efecto como tal, alcanzindose el efecto mayor tras la
Mministracion de la dosis de 1000 mg/kg, con un fndice medio de inmovilidad que alcanza
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el 80%. Destacar de este test que es uno de los que producen resultados mas reproducibles y
caracteristicos. Ademas resultan muy curiosas las diferentes posturas en que €S Capaz de
permanecer el animal cataléptico, asl como la hiperreflexia detectada si ese perfodo de
inmovilidad es interrumpido por alglin ruide imprevisto. Uno de los signos mas faciles de
apreciar es la mirada fija en un punto determinado durante un largo periodo de tiempo sin que

el animal cambie en ningin momento la postura adquirida.

Llegamos a la valoracién de la Actividad motora. La administracién de las diferentes
dosis de hashish produce una hipoactividad marcada tanto vertical como horizontal y cuyos
valores son estadisticamente significativos ("p<0,01 y *p<0,05), Una vez més podemos
comprobar la linealidad existente entre la dosis administrada y el efecto producido,
obtenidndose mayor disminucién del numero de movimientos a mayor dosis. Si bien, hay que
decir que en el caso de la valoracion de la Actividad vertical existe alguna pequefia variacion
en la curva dosis/efecto. La hipoactividad es manifiesta desde dosis pequefias de resina, como
podemos comprobar por la reduccion del nimero de movimientos de los ratones tratados con
respecto a los controles. Tras depositar al animal tratado en el centro del campo abierto para
desarrollo del test, podemos hacer también otra serie de observaciones, en lo que se refiere al
comportamiento. Los animales tratados, y sobre todo los tratados con las dosis mayores
muestran ademas de la hipoactividad, un fenémeno de incoordinacién motora, produciéndose
el estiramiento de las patas traseras espontaneamente dificultando asf el andar del animal. Se
produce también en la mayoria de los casos, una disminucién apreciable de los movimientos
estereotipados como el "aseo", capacidad exploratoria, etc, En numerosas ocasiones, el ratén
una vez depositado sobre el tablero cuadriculado del campo abierto, cruza sin rapidez algunos
de los cuadrados, dirigiéndose a uno de los rincones del campo, donde permanece inmévil
incluso durante un par de minutos para reanudar posteriormente la exploracién del mismo. Por
el contrario, los ratones control, a los que s6lo se les administra el vehiculo, muestran una gran

actividad motora tanto vertical como horizontal, exploracién, "aseo”...

Hay que decir, que tras la administracién completa de hashish a las dosis ensayadas,
no se produce el efecto bifdsico (estimulante y depresor) demostrado por diversos autores y
relacionado directamente con la dosis del Tetrahidrocannabinol (dosis muy bajas y dosis
elevadas) (Holtzman ef al., 1969). Por contra, los animales tratados con dosis de 25 mg/kg
(dosis minima de resina ensayada), ya empiezan a manifestar sintomas de sedacion.
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En cunnto o los tests para la volorcion de la Analgesia (Test de la "Placa caliente” y
del "Foco Luminoso™), por ¢l contrario, se produce una gran variabilidad de resultados, Yy una
vez disefindn Ju curva dosisfefecto se comprucba la ausencia de linealidad; si bien, hay que
decir que la tendencin de ln curva es ascendente, Bstos resultados tan variables pueden
eatenderse considerando que ln valoracidn de analgesia es uno de los test que estén més sujetos
a suftie alteraciones en funcion de numerosos factores, como son: el sexo del animal de
experimentacion, la viu de ndministracion, la ¢poca del atio, el momento del dfa... En nuestros
ensayos, hentos podido comprobar el efecto analgésico atribuido a Canmabis en algunos de los
lotes tratacdos. Ast, se obtienen resullados estadisticamente significativos. Para el analgesimetro
del Fovo Luminuse, obtenemos valores significativos (“'p<0,01; 'p<0,05) del % de analgesia
(WMLEP) ¢on respecto al control o partic de 1n administracién de la dosis de 100 mg/kg de
resina. Destacar que el efecto analgésico miximo se produce a la dosis de 500 mg/kg
(WMEP=28,9%). Ein los ensayos de analgesia realizados con el analgesfmetro de la Placa
Caliente, hemos considerado dos pardmetros pera detectar el umbral doloroso: el lamido de
las patas delanteras y ¢l lamido de las palas iraseras, ambos nos indican el momento en que
o animal siente dolor, si bien consideramos més idéneo el segundo de ellos, Quizd este
annlgesimeteo produzen resultndos més liables que el de la Placa Caliente, por influir menos
factores en ¢l momento de ln medida, resultando ser incluso més sensible; asl, encontramos
diferencins estacisticamente significativas con respecio al control ya desde la dosis de 50
m/kg. Debemos tener en cuenty, que la gran mayorin de los estudios de analgosia realizados
oon exteictos de Cafiamo indiano, y con cannabinoides, emplean como via de administracién
In endovenosn; tal es ol caso de los ensayos llevados a cabo por Peter y Martin, en 1991, Por
estar nuestre trabajo basndo on el andlisis farmacolégico de la resina completa de Cannabis,
¥y vernos obligudos por ello al empleo de ln via de administracion intraperitoneal, no podemos
eslablecer unut elura relacion entre {a experiencia de olros antores y la nuestra, Si bien, parece
claro que uno de los faclores responsables de la gran variabilidad de fos datos obtenidos, es
precisamente 3a via de administracién escogida (Martin, 1985),




PARTB EXPERIMENTAL

B.- Efecto del Tetrahidrocannabinol

Por ser ¢l Teteahidrocannabinol el componente psicoactivo més potente de Cannabis
sativa, nos propusimos abordar el estudio farmacoldgico de este compuesto, para establecer
una relacién con los ensayos realizados con la resina hasta este momento, tanto de toxicidad
aguda como de linealidad dosis/efecto.

Ulilizando el principio activo puro, THC y siempre empleando la via de administracion
ip. y como vehiculo el nceite de sésamo, decidimos analizar (para luego hacer una
comparacién), los efectos producidos por esta sustancia, bajo las mismas condiciones de
tratamiento que las empleadas en los experimentos anteriores.

Las dosis ensayadas en este caso fueron de 10, 20 y 50 mg/kg de THC, en 0,2 ml/ratdn
del vehiculo. Logicamente, se escogieron estas dosis por las referencias bibliogréficas
encontradng y por supuesto, por la orientacién obtenida tras la realizacién de la curva
dosis/efecto de ln tauestra de hashish empleada; esto nos permite establecer una relacién entre
el efecto mosteudo por el propio THC a dosis equivalentes a las utilizadas en la resina en
funcién de su composicion,
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b=

B.1.- RESU

JLTADOS

Bn la siguicnte tabln aporecen recogidos los resultados que hemos obtenido

administrando a loy lotes problemas 10, 20 y 50 mg/kg de A’-THC. Cada una de las dosis fue

ensayada junto a otro lote control. Figura el valor medio, el error estndar y la significacién
estadistica respeeto a los lotes control (t-Student). A dicha tabla le siguen una serie de gréficas

que resumen loy datos obtenidos en cada una de las pruebas (Temperatura,

Catalepsia y Actividad).
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7.0142,38" 10,4140,77

A2.001317 9,86:40,64
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rosir

PLACA LT Ploca, Lanido do tay gsuas iaseras: A VERT: Actividad verticnl; AJIORIZ.: Actividnd horizonta!

TPOTERMEL (1)

-0 contrid v, problemn {t-Student); =8, So representa In medin & ¢l error estdnddar (xte).
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PLACA [LAMIDO PATAS DELANTERAS)

TIEMPO (sg)

10—

CONTROL (]
THC )

DoSIs THC (mg/Kg)

PLACA (LAMIDG PATAS TRASERAS}

TIEMPQ (sg)

.....

.....................................

%

T

‘:P
CONTROL, [ 1554 20,82 .52
THC 7l 30,5 21,27 31,14

" DOSIS THC {me/Kea)

g0



PARTE EXPERIMENTAL
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B.2.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Después de analizar los resultados obtenidos tras el estudio de toxicidad y curva
dosis/efecto de la resina de Cannabis, parece obligado valorar el efecto del principal

componente administrado bajo las mismas condiciones.

Como ya hemos comentado anteriormente en otros apartados, muchos son los estudios
experimentales que demuestran el efecto bifdsico del THC. Por ello, decidimos en primer
lugar, comprobar dicho comportamiento empezando con la administracién de una dosis baja
de Tetrahidrocannabinol, para luego probar otras superiores, Asi, establecimos tratamientos con
10 mg/kg como dosis minima, 20 mg/kg y 50 mgkg como la méxima, Hay que decir que
todos los experimentos se han realizado utilizando la via intraperitoneal como via de
administracién del compuesto, con el fin de mantener los mismos factores de biodisponibilidad

y poder establecer una relaciéon de manera més sencilla,

Al mismo tiempo nos proponfamos hacer un estudio comparativo de los efectos
desarrollados en animales tratados con resina y animales tratados con el principio activo
principal, estableciendo una equivalencia entre las dosis de THC y la proporeién de dicho
cannabinoide presente en las dosis administradas de hashish. Considerando que las resinas
empleadas presentaban una proporcién de THC entre el 10-13%, el administrar 100, 200 y 500
mg/kg de dichas resinas, era equivalente o similar a la administracidén de 10, 20 y 50 mg/kg,
por supuesto, refiriéndonos exclusivamente al Tetrahidrocannabinol, objetivo fundamental de

este estudio parcial.

Pues bien, después de realizar las distintas pruebas, y de prestar una especial atencién
en el comportamiento animal, observamos que tras la administracién de dosis pequefias de
THC (10 y 20 mg/kg), se aprecia un estado de hiper-excitabilidad en los animales tratados;
as{ los ratones muestran una mayor reaccién a los estimulos exteriores, se produce un
incremento en los gritos, aumento de la actividad motora (especialmente de la horizontal), y
noe se detecta la marcada hipotermia que experimentaban estos animales tras la adminisiracion
de las dosis correspondientes de resina, sino que incluso en algunos casos aislados se detecta
hipertermia. Por el contrario, una vez administrada la dosis mayor, de 50 mg/kg vuelven a
aparecer los efectos que habiamos detectado en los ensayos realizados con la resina, es decir,
sedacién, hipotermia, hipoactividad, catalepsia... Se prueba asi el complejo patrén de efectos
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que presentan los cannabinoides, y concretamente el Tetrahidrocannabinol: a dosis bajas
estimulacion del SNC, y a dosis mds elevadas depresion del mismo.

Analizando cadn una de lus pruebas de la Baterfa F armacolégica de Cannabinoides que
hemos empleado, empezaremos una vez mas por la Temperatura corporal, Los resultados
muestran una ligerfsima disminucién de la temperatura de los animales {ratados con dosis
pequeftas de THC, que aunque presentan diferencias estadisticamente significativas con
respecto a los controles, no superan en ningin caso los 0,5 °C, Administrando 500 mg/kg, el
efecto hipotérmico se empieza a apreciar, pues el descenso de la temperatura corporal alcanza
[°C. Si bien, dicho efecto hipotérmico es significativamente inferior al producido tras la
administracion de una dosis de resina que presente una proporcién equivalente ¢ incluso
inferior de ‘THC, en las que la disminucion térmica alcanzaba los 2-3°C,

Con respeeto a la Catalepsia podemos ver en la tabla de valores y gréficos que se
obtienen resultados estadisticamente significativos ("p<0,01) respecto a Jos lotes control, en
las tres dosis administradas; tenemos que decir, sin embargo, que los Indices de inmovilidad
oblenidos con tas dosis de 10 y 20 mg/kg son inferiores al 20%, y por ello, el efecto no puede
ser considerndo como cataléptico. Con la dosis de 50 mg/kg este efecto es mds evidente
(34,1%), pero una vez mds, es inferior al mostrade con la administracién de las dosis
correspondicnte de resina (52,8%), como se puede comprobar revisando los resultados del
grupo anterior de experimentos.

Pasamos ahora a comparar los efectos producidos sobre la Actividad motora; respecto
a la actividad vertical la mayor disminucién de movimientos se puede observar con la dosis
de 50 mp/ky, siendo esta la Unica dosis con la que se obtienen datos con diferencias
estadisticamente signilicativas respecto al control ("p<0,01). Con 10 y 20 mg/kg el descenso
del nimero de movimientos es algo apreciable, més no existen diferencias significativas. Con
la actividad horizontal vemos claramente el efecto estimulante produeido con la administracién
de dosis pequeflas de THC, obteniéndose valores no significativos, pero se detecta un aumento
del niimero de movimientos con respecto al grupo conirol, Por el contrario, administrando la
dosis mayor (50 mg/kg), se manifiesta una marcada hipoactividad, que aln asf, sigue siendo

menor a la producida por la resina de Cannabis.
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Por dltimo, observando los resultados de las pruebas de Analgesia volvemos a
encontrar los datos mds dispares. Curiosamente se obtienen valores de %MEP mayores para
dosis bajas de THC, siendo en todos los casos estadisticamente significativos comparandolos
con el control ('p<0,05; "p<0,01; Analgesimetro del Foco Luminoso). En el caso del
Analgesimetro de la Placa Caliente, ocurre lo mismo produciéndose el méximo efecto a la
dosis més pequefia; en este caso, la diferencias con respecto a los controles son
estadisticamente significativas, salvo para la dosis de 20 mg/kg en que los resultados no son
significativos. Como ya hemos comentado anteriormente la analgesia es un test que estd sujeto
multiples factores que pueden producir alteraciones en los resultados. Por ello, teniendo en
cuenta el patrén tan caracteristico de los cannabincides, la via de administracién empleada
(i.p.}, el sexo de los animales (ratones hembras), etc., podemos dar una explicacién a la falta

de linealidad y la gran variabilidad mostrada en estos ensayos.

Vistos todos estos resultados, parece claro que si bien se demuestra el comportamiento
bifdsico (estimulante y depresor) del Tetrahidrocannabinol en funcién de las dosis, parece
cierto que, dada la menor potencia de efecto del principio activo principal (THC) con respecto
a la presentada por resina de composicién establecida, a dosis equivalentes, los efectos
farmacologicos atribuidos a la resina de Canmabis no se deban exclusivamente a dicho
principio activo, sino que probablemente otros cannabinoides o bien otros compuestos no
cannabinélicos, modifiquen dicha actividad potencidndola.

El paso siguiente en este estudio serd, por lo tanto, intentar resolver dicha duda, viendo

el efecto que provoca la administracion de otros cannabinoides.
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C.- Efecto del Cannabidiol y Cannabinol

Siguiendo con el estudio y gracias a la aportacién del Servicio de Restriccién de
Estupefacientes, pudimos disponer de otros dos cannabinoides de nuestro interés: CBD y CBN,

Estos ensayos fueron realizados simultaneando los lotes de animales a los que se les
administraba cada uno de los compuestos, evitando asf una gran cantidad de factores que

pedrian falsear los resultados.

Para el andlisis de estos dos principios activos, la dosis escogida fue tinica, siendo ésta
de 100 mg/kg; una vez més, partiamos de referencias bibliogrdficas que nos indicaban la
menor potencia de estos cannabinoides con respecto al THC. Por ser productos puros,
decidimos libremente no aumentar més la dosis, por tratarse ya de una dosis suficientemente

elevada, estableciéndola como limite méximo.

Volvemos a recordar, que cada uno de los lotes de animales (CBD, CBN y control),
fue sometido a todas las pruebas de la Baterfa F armacolégica para Cannabinoides, siguiendo
las mismas directrices expuestas con anterioridad. Paralelamente se establecen respectivos lotes
control a los que solo se les administrd 0,2 ml del vehiculo (aceite de sésamo).
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———

C.1.- RESULTADOS

[a tabla que figura mds abajo recoge un resumen de los resultados (el valor medio con
el error éstandar) que hemos obtenido en cada una de las pruebas tras la admistracion de una
dosis de 100 mg/kg de CBD y CBN a diferentes lotes de animales. Aparece también la
significacion estadistica. Despuds, esos mismos resultados los hemos representado graficamente
y para faeilitar la comprension, lo hemos hecho paralelamente, exponiendo CBD y CBN.

CONTROL CRD {100mykg) CONTROL CBN (100 ma/kg)
s
Al Y 01580004 1.0040.22" -0,0340,04 0,3610,08”
T voco ey s Sewmaa o esmer s
I.'LM.'A LD () 9,314,601 I.;.‘le;ﬂ.()l' |0.97i¢;:86 11,2140,99
IIIIII I‘l(:\(_‘;\ || (3 . 15.2900.44 | 278513” 17,740,58 18,0740,51
i (‘A"l‘:\l‘.lil‘Sh’;l(.%i) ‘:I.Mgo.on " 83-!1089 R 1,890, 47 2871058
A‘wau‘lt(n'nu;;-‘)" ' KR VIERN l‘J.R'Hxl.!O' | 37,8945,98 "30.;‘2.;1:3.58
e s | e | s NP

AT: Ineremento de temperatune; MEDP. Maximo efecio posible; PLACA LIx: Placa, lamido do Ing patas delanieras

PLACA LT Placa, lumido de ng pata tasorns; A VU Actividnd vert

ienk; A.LIORIZ,: Aclividad hotizomal

'p-:u.us control vr problera (LStndenty, “pe0.01 control v prablema {t-Stwdent); n=8. So representa In medin & ¢l error estindor (xis).
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HIPOTERMA (")

1 ‘,.
an | /
T %
- o / ............... ‘

e
.3 f-——* / \\\
yd /i 7 = o

- / £

o CON 100 mg/Kg

enn 100 me/ Ky

CORTROL [ NG

R @ 100 )
VST EINN | = 0,04
UHN 9 0,38
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% INMOVILIDAD

CATALEPSIA

0 T 1
CBD 100 mg/Kg CBN 100 mg/Kg
CONTROL [] 2,64
CBD rd 8,34
CONTROL [ 1,89
CBN &) 2,87
DOSIS
ANALGESIA FOCO
ANALGESIA (%MEF)
MARAAN 4 AR AN
A S RO // ............................ \\\\
4 7 'S
/ ________________________________________________
—15 -] //
-20 T / :
¢BD 100 mg/Kg CBN 100 mg/Kg
CONTROL —-12.21
CBD | -16.84
CONTROL [} -9,58
CBN N —8,73

DOSIS
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ACTIVIDAD HORIZONTAL

N® MOVIMIENTOS

(20— YT e g
aov" 7
6o | ::::/
a0 - ':':/
20 " :f'%
fid
0- - T
CBD 100 mg/Kg CBN 100 mg/Kg
CONTROL [1] 109,25
CBD | 76,25
CONTROL [ 104,565
CBN &l 93,87
nosiIs
ACTIVIDAD YERTICAL
N* MOVIMIENTOS
‘10 1 S N N R )
30 — - N
20 §
AN
0- T T
cpD 100 mg/Kg €BN 100 mg/Kg
CONTROL [] 28,87
CBD 13,87
CONTROL [] a7.89
CBN N 30,12

POSIS

99



PARTE EXPERIMENTAL

C.2.- DISCUSION DE 1,OS RESULTADOS

Llegados hasta este punto del trabajo experimental, parecia logico realizar un analisis
farmacologico peneral de otros compuestos cannabindlicos conocidos, que si bien se
eneuentran en menor proporcion en la resing, podrfan producir efectos similares a los del THC.

Para valorar la implicacién de otros cannabinoides en la produccién de los efectos
farmacoldgicos atribuidos a Cannabis, decidimos administrar Cannabinol (CBN) y Cannabidiol
(CBD), por ser dos de los cannabinoides méds conocidos y de los que disponfamos con mayor
facilidad. La consulta de la bibliografia existente nos orienté a eseoger la dosis de 100 mg/kg.
Por debajo de elln, utilizando la via intraperitoneal, no se detecta efecto alguno; por otro lado,
emplear una dosis mayor que ésta tampoco parecla 16gico, dada la pequefia proporcién en que
se suclen encontrar dichos cannabinoides en las diferentes muestras. Por ello, se administraron
en paralelo a diferentes lotes, 100 mg/kg de CBD y 100 mg/kg de CBN, vehiculizados en 0,2
ml de aceite de sésamo. Siguiendo la misma metodologia empleada en los experimentos
anteriores, los unimales se sometieron a los diferentes tests de la Baterfa Farmacol6gica,
obteniéndose los resultados expuestos anteriormente,

Tras la administracion de la dosis de CBD encontramos que se produce una hipotermia
de alrededor de 1°C en los animales tratados, existiendo diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control ("'p<0,01). Por el contrario, la administracién de CBN,
muestra un efecto mucho menor, aunque al compararlo con el control, se aprecian también

diferencias significativas.

Si observamos los resultados obtenidos en el test de la Catalepsia, ninguno de los dos
compuestos es capay de producir un fndice de inmovilidad superior al 20%, con lo que se
puede decir que no tienen capacidad cataléptica. Se obtienen diferencias significativas respecto
al control en el caso del CBD con un indice del 8,34%, que nos indica un ligero efecto sedante
de este compuesto. Corroboramos asf lo que Pertwee demostré en cuanto a la ausencia de

efecto cataléptico del Cannabidiol (Pertwee, 1972),

Respecto a la Actividad motora vemos que una vez més solamente el Cannabidiol
consigue disminuir el nimero de movimientos con respecto al lote control, tanto en la
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actividad vertical como en la horizontal (p<0,05). Con la administracién de Cannabinol, los

animales muestran un comportamiento similar a los controles.

Lo mismo ocurre con las pruebas de analgesin: el CBN no posee efectos
antinociceptivos, como se puede comprobar observando los resultados obtenidos tanto con el
analgesimetro de la Placa caliente, como con el del Foco calorifico. Tras la administracion de
CBD, sin embargo, se provoca una ligera analgesia valorable principalmente empleando el
analgesimetro de la Placa Caliente, y tomando como umbral al dolor, el lamido de las patas

traseras, Este ligero efecto antinociceptivo no es apreciable con el test del Foco lumineso.

No hemos observado tampoco otros efectos conductuales que aparecieron sin embargo
en la administracién de resina o THC como: disminucién de movimientos estereotipados,

posturas anormales, incoordinacion motora, etc,

Por todo lo dicho, podemos concluir que Cannabidiol y Cannabinol son dos
cannabinoides presentes en las muestras de hashish, que muestran una potencia farmacolégica
muy inferior al Tetrahidrocannabinol; los resultados demuestran, que de todos los efectos
ensayados con la Bateria Farmacoldgica de cannabinoides, el CBD a la dosis ensayada es
capaz de producir hipotermia, una ligera analgesia y una pequefia disminucién de la actividad
motora. El CBN resulta ain menos activo, observandose exclusivamente, un efecto ligeramente
hipotérmico. Queda por discutir si la combinacion de ambos, e incluso la presencia de otros

compuestos puedan contribuir a potenciar dichos efectos.
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D.- Estudio del posible efecto de los otros componentes de la resina de Cannabis

Para abordar este tema, se nos ocurri6 escoger cinco de las muestras de resinas de
Cannabis y administrarlas tal que la dosis del THC que contengan sea fija, igual para todas
ellas. Asi, yn no hablarfamos de "dosis de resina", sino de "dosis de THC presente en la
muestra”, Cluro estd, aquellas resinas que presenten una gran riqueza en dicho cannabinoide,
serdn administradas en menor cantidad que aquelias que, por su pobreza en THC requieran un
peso mucho mayor para lograr la proporcion escogida. Suponiendo que el THC fuera el Gnico
responsuble de los efectos producidos por la resina, la adminisiracién de las diferentes
muestras debin arrojar resubtados similares. Si por el contrario, éstos fueran muy diferentes,
cabrin ln posibilidad de que el resto de los componentes presentes en la muestra, modificaran
en una u otra medida la actividad de los principios activos.

Basdndonos en los resultados hasta entonces obtenidos, decidimos fijar la dosis de THC
en 20 mp/kg. Para disponer de un mayor espectro de resultados, las muestras ensayadas debfan
ser representativas tanto de aquellas que poselan una minima, intermedia y elevada proporcion
de THC. Con eada una de ellos, se realizaron todas las pruebas de la baterfa farmacolégica
para cannabinoides, bajo las mismas condiciones de tratamientos establecidas en el capitulo
correspondiente y con la misma secuencia de desarrollo de la experiencia,

Ln la tabla siguiente recogemos las cinco muestras probadas con la dosis de resina
administraca (mg/kg) en cada caso una vez establecida la dosis de THC en 20 mg/kg. De la
misma manera, incluimos también la dosis correspondiente de CBD y CBN (mg/kg, en funcién
de su contenido) pura cada muestra, ast como la proporcién conocida de cada uno de sus
cannabinoides, pues son datos que nos pueden servir de ayuda a la hora de analizar los

resultados.
ST TR ¢ IR TR, 7 MR § M TR
MUES TRA % 110 % LD 8 CHN | D RESINA (mghkg) | DTHC (mgkg) | D CDD (mgrkg) | D CBN (mpke)

[ TSI | TR RIS 3 DR
612 0248 0,015 0,242 2700 20 166 o
778 2,358 1LER 1187 849 20 24 185 )
2 H028 291 1,683 392 20 264 "
261 8,401 5,107 1,010 27 0 12.6 S
21n 13,70 6,690 1272 116 20 7 o

e — T
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e

D.1.- RESULTADOS

Los datos obtenidos tras la ndministracién de las distintas resinas fueron los siguientes:
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CATALEPSIA RESINAS
D THC 20mg/kg
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ANALGESIA FOCO RESINAS
D THC 20mg/kg
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PLACA (LAMIDO PATAS DELANTERAS) RESINAS
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TIEMPO (sg)
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N MOVIMIENTOS
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ACTIVIDAD HORIZONTAL RESINAE
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D.2.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Tros la administracion de las distintas muestras de resina de Cannabis (una vez fijada
la dosis de THC en 20 mg/kg), podemos observar que se produce en todos los casos los
diferentes clectos farmacoldgicos y comportamentales caracteristicos de dicha droga; si bien,
gs cierto, que encontramos notables diferencias entre unas y otras, después de comparar los
resultndos. Nuestro objetivo es conocer si estos efectos son debidos al THC, o si por el
contrario u los otros cannabinoides v otros componentes pueden contribuir a la actividad; de
ahi, ¢l que hayamos decidido equiparar todas las muestras en lo que se refiere a la proporcién
de Tetenhidrocannabinol administrada. Hacemos a continuacién una valoracién de cada uno
de los tests realizados, comparando ¢l resultado de unas resinas con otras.

Respeeto a la hipetermin, es la resina 642 la que logra una disminucién de la
temperaturn corporal mayor, que aleanza los 5°C, El resto, provoca un efecto también notable,
pero inferior. Hemos encontrado diferencias estad(sticamente significativas con respecto al
control en todos los casos: ademds, como hemos apuntado en la tabla anterior, también existen
diferencing entre ¢l electo de la resing 642 y el resto de las muestras,

1l efecto entaléptico también se deja notar tras la administracion de todas las muestras
de resing. 1in oste enso el electo mayor se logra con las muestras 261 y 778. Una vez mds,
todas ellas producen resultados con diferencias estadisticamente significativas respecto al
control. Encontramos indices de inmovilidad que van desde el 30% hasta el 55%, en funcion
de la muestra, Las diferencias estadisticas entre las diferentes resinas, quedan resumidas al pie

de la grifica correspondiente.

Curiosnmente, en ¢l caso de la actividad motora, se produce una reduccién de
movimientos similar en todas ellas, no encontrdndose diferencias significativas entre unas y
otras, pero, por supuesto, si entre cada una de ellas y el control, Vemos en los graficos la
marcada hipoactividad tanto vertical como horizontal que acusan los animales después del
tratamicnto. Valorando al mismeo tiempo los efectos conductuales, encontramos en la mayoria
de los cusos: disminucién de movimientos estereotipados, sedacidn, posturas anormales,

incoordinacidén molora, ele.
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En el caso de los test de analgesia, es la resina numero 642 la que de nuevo destaca
por su mayor poder antinociceptivo, apreciable con los dos analgesimetros empleados. El resto
de las muestras presentan un efecto analgésico detectado principalmente con el analgesimeiro
de la Placa caliente, como podemos apreciar al obtener mayores diferencias con respecto al
control empleando dicho test, y especialmente considerando como umbral doloroso el lamido

de las patas traseras,

Haciendo un resumen que destaque los efectos mayoritarios de cada una de las resinas

ensayadas, podemos apreciar que:

- La muestra n° 642 produce marcados efectos de hipotermia, catalepsia, analgesia e

hipoactividad.

- La segunda resina (778) destaca por la accién cataléptica , superior incluso a la de
la muestra anterior, hipoactividad motora y disminucion considerable de la temperatura

corporal.

- La muestra n°® 291 con efectos moderados de hipotermia y catalepsia, presenta

marcada hipoactividad y cierto efecto analgésico.

- De la resina 261 destacar principalmente el potente efecto cataléptico, asi como la
fuerte hipoactividad que manifiestan los animales tratados con ella. Respecto a los otros tests,
se presentan caracteristicas similares al resto de las demds muestras, con excepeion de la 642,

- Por ultimo, la muestra 241/2 aunque presenia fodos los efectos deseritos

anteriormente, es menor en la mayoria de los casos.

Como ya hemos dicho, las dosis de resina administradas estan ajustadas respecto a la
de THC. Queriendo encontrar un cannabinoide responsable de la potenciacién de los efectos,
hemos ido comparando muestra por muestra, estudiando la proporcion de CBD vy CBN
presente en cada una de ellas. Es ahora cuando nos apoyamos en la tabla que recoge la
relacién entre proporcién y dosis de estos dos cannabinoides en funcién de la dosis
administrada de resina una vez establecida la de THC. Resulta dificil establecer una relacion

clara y congruente con la que podamos responsabilizar a uno u otro cannbinoide de la

1
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implicacion en los efectos farmacolégicos. Podemos comprobar, que precisamente la muestra
642, que resulta ser una de las més potentes, es la més pobre en lo que se refiere a % de
cannabinoides; por ello, llegamos a la conclusién de que al tener que administrar una cantidad
(en my) mayor de resina para lograr establecer los 20 mg/kg de THC establecidos, sean el
resto de los componentes resinicos Jos que produzean esa potenciacién de los efectos.
Precisamente, la muestra 24172, que presenta mayor riqueza en THC y por tanto es
administrada en menor dosis resinica, es la que produce efectos menores, aunque ciertamente
los produzen.
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E.- Potenciacion o inhibicién del cfecto farmacolégico de los diferentes principios

activos tras una administracién conjunta

Por ultimo, y para completar este andlisis farmacoldgico de la resina de Cannabis y los
principales cannabinoides, decidimos estudiar la posible modificacién de los efectos
farmacologicos de estos principios activos al ser administrados conjuntamente; comparando
éste con ¢l efecto de cada uno de ellos por separado, intentamos elucidar si son ellos mismos
los causantes de la polenciacion o inhibicion de dichos efectos.

Ll planteamiento del experimento, en este caso, fue sencillo:

- Administrar en primer lugar CBD-+CBN conjuntamente a un lote problema (por supuesto,
conirastado siempre con un lote control), y someterlo a los tests de la tantas veces nombrada
Baterin Farmacoldgica para Cannabinoides.

- En segundo lugar, y de la misma manera, hacer una administracién triple, es decir, inyectar
los tres cannabinoides ( THC+CBD-CBN), todos ellos disueltos en un volumen de 0,2 ml/ratén
del vehfeulo adecuado (aceite de sésamo), y estudiar los efectos producidos.

- BN tercero y Gltimo lugar, comparar los resultados con los obtenidos tras la administracion
del principal principio active (THC).

Con todo esto, y los datos obtenidos en el resto de los experimentos planteados
anteriormente, podrlamos sacar informacién interesante para nuestros propdsitos.

Las dosis escogidas para la administracién simulténea de dichos compuestos fueron las
siguientes: 100 mg/kg para el CBD; 100 mg/kg para el CBN 'y 50 mg/kg para el THC, todos
ellos siempre administrados en un volumen de 0,2 ml/raton del vehiculo.

Los animales fueron sometidos a todos los tests de la Bateria Farmacoldgica, siguiendo
el orden establecido en un principio y bajo las mismas condiciones que en el resto de los
experimentos desarrollados anteriormente. Paralelamente, trabajamos con un lote control; los
resultados se somelicron al test estadistico de Newman-Keuls para valorar las diferencias

estadisticas existentes entre los diferentes lotes establecidos.
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E.l.- RESULTADOS
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E.2.- DISCUSION DE L.OS RESULTADOS

Para terminar con este estudio farmacol6gico de la resina de Camnabis y de sus
principios activos, no podiamos dejar a un lado el estudio de la potenciacién de los propios
cannabinoides entre si, Por ello, al disponer de tres de ellos, decidimos administrarlos
conjuntamente, con el fin de establecer una analogfa con la resina entera, y luego comparar

su efecto con el de ellos mismos por separado.

En la representacion gréfica correspondiente a la medida de la temperatura, podemos
observar la existencia de hipotermia principalmente en los lotes administrados con THC (50
mg/kg), CBD (100 mg/kg), siendo mucho menor después de la administracién de CBN (100
mg/kg). Tras la administracién de los dos cannabinoides minoritarios (CBD+CBN, 100 mg/kg),
se produce sorprendentemente una inhibicién del efecto hipotérmico del CBD. Sin embargo
la administracién concomitante de los tres produce una ligera potenciacion del efecto inicial
de THC, En todos los casos se observan diferencias estadisticamente significativas con respecto

al control.

Respecto a la catalepsia, ya habfamos visto que el THC es el cannabinoide responsable
de dicho fenémeno; no obstante se logra una gran potenciacién del efecto una vez
administrados en conjunto, pasando de un indice para el THC del 30% a mas del 70%. La
estadistica nos lo demuestra, pues se obtienen diferencias significativas (""p<0,01) entre el lote
THCH+CBD+CBN vy el resto de los lotes establecidos.

En cuanto a la actividad motora, tenemos que decit que tanto para la vertical como
para la horizontal, la administracién de CBD+CBN consigue una disminucién del niimero de
movimientos mayor que la administracién de dichos cannabinoides por separado. Los animales
tratados con la mezcla de los tres cannabinoides muestran una fuerte disminucién motora, que
es similar a la que presentan aquellos tratados exclusivamente con THC, sin que exista
potenciaci6n del efecto; asi podemos ver que entre estos dos grupos no se observan diferencias

estadisticamente significativas.

Por ultimo, siguiendo el orden establecido desde el principio, valoraremos ahora los
resultados obtenidos en los test de analgesia. En el primer caso, con el analgesimetro del Foco
luminoso, el lote de animales que presenta un %MEP mayor es el tratado con THC,
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obteniéndose diferencias estadisticamente significativas respecto al resto de los lotes, salvo el
lote THCHCBDACBN, respecto al cual no existen diferencias. En este caso 1o podemos decir
que exista potenciacion del efecto antinociceptivo del THC, aunque sf es cierto que el conjunto
de los tres produzea un efecto mayor que por sf solos. Con el analgesimetro de la Placa
caliente, s{ observamos una ligera potenciacién tras la administracién conjunta de los tres

compuestos en estudio, considerando el umbral doloroso el lamido de patas delanteras y
traseras.

Vistos los resultados anteriores y haciendo un andlisis comparativo de los datos
obtenidos llegamos a la conclusion de que CBD y CBN pueden potenciar en mayor o menor
medida algunos de los efectos del THC; tal es el caso de la catalepsia, la hipotermia y la
analgesia, Si bien, parece claro que es el Tetrahidrocannabinol el cannabinoide responsable de
la mayorin de las acciones. Por otro lado, la interaccién de estos compuestos puede ser
indiferente o incluso ligeramente inhibitoria en el resto de las propiedades estudiadas.
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CONCLUSIONES

[.- Ll Tetrahidrocannabinol es el responsable no sélo de los efectos farmacolégicos,
sino también de la letalidad que poseen las muestras de Caflamo: a mayor proporcién de THC,
menor DE.g. Sin embargo, se puede considerar la resina de Cannabis como atéxica en cuanto
a letalidod, dadas las DLy, tan elevadas que se obtienen con las muestras ensayadas.

2.- Con el mélodo empleado y bajo nuestras condiciones experimentales, podemos decir
que ol Aaxhish induce una insuficiencia cardiaca de tipo aguda, que se manifiesta por
congestion generatizadn, especinlmente a nivel pulmonar con edema y microhemorragias; en
higado se observan cambios inespecificos iniciales, y posteriormente alteraciones
citoplasmdticas de tipo "tdxico" similares a las observadas en la hepatopatia alcohdlica
humana.

3.~ Tanto la resina como otros derivados de Cannabis, asl como los principales
cannabinoides, son capaces de producir hipotermia, analgesia, disminucién de la actividad

matora y calelepsia,

4.- Con ¢l estudio farmacolégico realizado con el hashish, se demuestra que la mayoria
de las prucbus de la Baterfa Parmacologica para cannabinoides guardan una relacion
dosis/efecto lineal. Por el contrario, enconiramos gran variabilidad en la valoracién de la
analgesin; esta prueba farmacoldgica puede suftir grandes variaciones en funcion de miltiples
factores (via de administracion, sexo del animal, estacién del afio, hora del dfa,...).

5.- [emos confirmado la mayor potencia farmacolégica del Tetrahidrocannabinol
tespecto al resto de cannabinoides estudiados, Cannabidiol y Cannabinol, siendo a su vez el
CBD mis activo que ¢l CBN. Lstos dos cannabinoides, administrados por via intraperitoneal

muestran actividad hipotermizante, y una ligera disminucién motora y analgésica,

6.- La udministeacion de la resina entera proporciona efectos mayores que los
producidos tras la administracién de dosis equivalentes de THC; esto hace suponer que en la
resing de Ceannabis existen olros componentes, cannabindlicos o no, que contribuyen en los

efectos deseritos.
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7.- Podemos decir que tras la administracién conjunta de los tres cannabinoides
mayoritarios de la vesina de Cannabis, se produce una ligera potenciacién del efecto inicial
del Tetrahidrocannabinol. Sin embargo, todo parece indicar que sean el resto de los
componenies resinicos los principales responsables de la potenciacién de dichos efectos.

Quedn por clucidar cudles son los compuestos implicados en la potenciacion
farmacoldgica de los cannabineides, estudio que serd objeto de futuras investigaciones.
Consideramos también que serfa preciso profundizar en el estudio histolégico evolutivo, no
solo a nivel ultraestructural sino también a nivel histoquimico. El modelo experimental
empleado para el estudio de toxicidad aguda, dada su sencillez y el escaso tiempo necesario
para su realizacion, podria ser @il para el mejor conocimiento de los cambios inespecificos
hepatocitarios que se inducen frente a miltiples agentes agresores tanto toxicos como

infeceiosos.
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