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INTRODUCCTION

Antecedentes sobre los sfectos de los
agentes psicotrépicos en la hipersensi

bilidad

El problema de la farmacodependencia plantea un sinndme-
ro de interrogantes de las mds diversas categorias. En -
la actualidad sabemos que el ndmerd, tipo y efectos de =
los psicotrépicos es de lo mids variable, asf{ por ejemplo,
tenemos a la marihuana, el alcochol, heroina, L.5.D., co-
caina, anfetaminas, barbitdricos, etc. Es conocido el -
hecho de el uso no médico que estos agentes tienen cuan=
do son empleados como "“estimulantes", por supuesto sin -
prescripcién de facultativo, y por periodos variables =--
puede tener manifestaciones en diferentes 6rganos y sis=-
temas, por ejemplo, la aparente disminucién de los nive-
les de testosterona en el suero de fumadores crénicos de
marihuana como lo refiere Mendelson y colaboradores (1)
La liberaci6n de histamina por la heroina y morfina a ni
vel pulmonar tisular (2).

Por lo que al sistema inmune se.refiere tenemos los si--
guientes hechos: en 1973 Rabin y D'Amanda (3) demues---
tran hiperinmunoglobulinemia M "selectiva" en pacientes

adictos a herofna. HNickerson y colaboradores en 1970 -
(4) muestran en un grupo de pacisntes adictos a este psi
cotrépico incremento de le capacidad opsénica en su sue-
0. Fridman y colaboradores en 1874 (5) encuentran une
asociacién cirecta de nefropatfa y adicciébn a heroina. -
Rincle y Herndon en 1972 (6) encuentran que es posible =



inducir respuesta humoral a la morfina.en conejos, -
lieksler y colaboradores (7) en cambio, no logran demos-
trar actividad de unién a la morfina en el suero de pa-

cientes adictos a ella.

Berkowitz y Spector (8) logran iﬁducir la produccién de
anticuerpos en ratones en contra de la morfina. ©Por --
otro lado Gupta y colaboradores en 1974 (9) Nahas y co-
laboradores (10) en el mismo afio, encuentran disminu---
cién en el nlGmero de células formadoras de rosetas T --
circulantes en fumadores crénicos de marihuana, & inhi-
bicibén de la inmunidad celular in vitro respectivamente
Nahas y colaboradores (11) reportan una respuesta de hi
persensibilidad celular positiva en cultivos de linfoci
tos de ratones previamente inmunizados con Ag-Tetrahi--
drocanabinol (Ag-THC) en adyuvante de Freund completos.

Estos entre otros hallazgos clinicos y experimentales,
muecstran que el sistema inmune es uno de los afectados
y que el efecto de los agentes psicotrépicos en los sis
temas T y B es innegable. [ues:ro interés principal en
este estudio es el efecto que sobre le hipersensibili-=-
dad T dependicente pudiera presentar la marihuana, ===--
Ag-THC en particular el tratar de demostrar la posible
sensipilizacién del tipo celular o timodependiente a es

ta sustancia en pacientes fumadores crénices de marihue=-

=)
o
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GENERALIDADDES

Hipersensibilidad celular y humoral

A partir ge las teorfas de Erlich y fetchnicoff a2 fi-
nes del siglo pasado, sc inician los conocimizntos en
relacién a los mecanismos de inmunidad especificos. -
Erlich postulaba que los mecanismos de defensa en con
tra de los agentes agresores se encontraban en el sue
ro o humores. Metchnicoff pensaba que esios mecanis-
mos de defensa radicaban en las células. Zstos auto-
res ya vislumbraban desde entonces la dicotomia de --
los mecanismos especificos de la inmunidsed es decir,-

lz 1nmunidad humorel y la inmunidad celular.

En el momento actual sabzmos que ambes teorias son co
rrectas; sus conceptos se han amplia.uo en forma muy -
importante y adn méds, una gran variedad de funciones-
especi{ficas para loc sistemas timo y burzo-derpendien-
tes estan {ntimamente correlacionades. £n la inmuni-
oad humoral se observan interacciénas antfgeno anti--
cuerpo en la inmunidad celular. Tamoién hay interac-

cién zntre el iinfocito scnsibilizado y su antfgeno.

Ecties tipos de respuecstas no siempre dan como resulta

du un beneficio en el organismo inmunoldcicamente com

petente, hay muchos casos en que la reeccifn antfceno

anticu~1..9 produce saino tisusar gue puede sar tan se-
Est

VLIO gue se produzca desenlace fatal. 0 suczde --



tanto en la inmunidad humoral como en la celular, ya -
que dentro de esta, también se llevan a cabo una serie
de acontecimientos que pueden desembocar en manifesta-
cionzs de beneficioc o de lesibn para un organismo. Por
ejemplo la sensibilizacién del tipo retardado que se -
sufre por exposicién a ciertos haptenos de naturaleza-
quimica como es el dinitrociorobenczno. {Por oiro lado
podemos ten2r una manifestacién bensfica como en la in
munidad cuntra: virus, bacterias, hongos, protozoa---
rios y células. ’

Dentro de la inmunopztologfa podemos agrupar a la autgin
munidad, hipersensibilidad por contacto, algunas reac-

ciones medicamentosas, degeneraciones malignas, etc.

Fue Von pirquet quien acufio la palabra "alorgic" para-
cenominar la respuestz de algunos individuos a determi
nados elementos, tales como el p6len. En la actuali--
dad el concepto de alergia se asigna a todas aquellas-
respucstas que son provocadas por alergenos y que en -
una buena mayorfa de ellas es posible demostrar el in-
cremento de la inmunoglobulina E o reagina, de 4ndole-
el cal:ficativo de hipersensibilidad a el resto de las
manifeslaciones zjue son desencadenadas por la presen--
cia de un antigeno y la respuesta puede ser celular o
humoral (12).

Hace algunos anos los efectos patoléoicos de los fend-
menos inmunes s2 dividfan 2n dos, la hipersensibilidad
inmediata y la hiperscnsibilidad tzrdfa. Al progresar
las 1nvestigaciones en el cam:o de la inaunologfa se -

vio que por ias manifestaciones de la lesién tisular,-



podf{an clasificarse dentro de cinco diferentes grupos,
estavleciéndose as{ la clasificac:6n de Gell y Coombs.

l.- iLas reacciones de hipsersensibilidad inmediatae.-

Tipo anafilactico

II.- Efectos téxicos de anticuerpos contra células y
tzjidoses Tipo citotéxico

IiI.- G[Cfectos téxicos de complejos an%igono-anticuer=-
po.

IV.- Reacciones de hipersensibilidad tardia o media-
ga por células.

Vo=~ [stimulatoria

Trataremos aqul de describir brevemenie cada una ds --

ellas con el objeto de situar puestro trabajo.

Las reacciones de hiperss=nsibilidad inmediatz que, como
su nomtre lo indica se presenta en uUnNOs cuantos minutos
a unas horas se denomina anafilaxlia. esta se caracteri-
Za ,.orgue tiene una reaccidn fulminante, cucde ser lo--
cal o sistemica teniesndo en comién la libcracién ds sus-
tancias farmacolbégicamente activas tales como la hista-—
mina, serotonina y una sustancia que ec capdaz de indu--
cir la contraccién proloncada del msculo liso; a par--
tir de células que se conocen como flastocitos o células
cebadas y basofilos. Los efectos primarios Jje esta ---
reaccién son, la contraccién del mdsculo lisc y el au--

mento Je la permeabilided vascular.

£1 segundo mecanismo de hipersensibilided tipo citotéxi
cao, produce uaiio tisular por accién directa de los anti
cuerpos gue se unen a células blanco, activandose de es
ta forma el Sistema del Complenento y facilitando la --

muerte oe 2sta célula blanco por los fagocitos.



La hr.ersznsibilidad Tipo V o estimulatoria, s= sresen
ta cuando hay células gque reciben instruccidn por agen
tes tales como hormonas, alravez de rzceptores de super
ficie, esta combinacidén pu=de llievar a camoios aloste-
ricos en la configuracién Jel receptor o de moleculas-
adiacentes, las cuales trasmiten una seiial al inta2rior
de la célula. Un ejemplo de esta es ia tirotoxicosis,
es una raaccidén mediada por anticuer,.os, no hay fija--
cidn de compiemento, los antigenos estan en la superfi
cie celular y se puede transferir por anticuerpos seri

COSs,

La lesibn tisular del grupo tres es la del mecanismo -
activado por accién de complejos antigeno-anticuerpos.
Al combinarse estos entran en accibn determinados meca
nismos efectores como la fagocitosis, encaminzdos a --
eliminar los complejos inmunzs. En ciertas reacciones,
cstas se acompaiian ue manifectaciones inflamaicrias, -
de tal manera que la lesifn prouucida por complejos in

munes puede dividirse en cuatro etapas que son:

a) Combinscién del antfgeno con el anticuerpo b) Lo
calizacibn de estos comple’os en determ_nados lugares
del organismo c¢) Acumulaciébn de factires humorales =-

como el compiemento, y d) Produccién de dafio tisular.

T.-po 1V

£l cuarto mecanismo inmune de lesién tisular denominado
rhipersensib.liuad tardfa. GSe le llama también inmuni-
¢ad celular o portada por células ( T - Jependiente ),
y se puede definir como la presencia de reactividad de
células sonsibilizedas, frente a antigenos espec{ficos

cstc fenfmeno fue ovservodo inicialmente por Jenner y



estudiado més tarde por Koch y Von Pirquet, se distin--
gue de la reaccién de hipersensibilidad inmediata por--
que requiere entre 48-72 horas para alcanzar su méxima

intensidad. Un ejemplo de &ésta es la prueba de fiantoux
o tuberculinorreacci6n, si la tubzrculina se aplica des
pués de la ssnsibilizacibén, la secusnciz de cvzantos es

la siguiente, aparace eritema, edema que suele s:r maxi
mo de les 43-72 horas después de la inyeccibn, para des
pués disainuir. En las reacciones intonsas suele haber

necrosise.

Histol68gicamente se caracteriza por una infiltracidén de
céiulas mononucleares, adn cuando pu:den encontrarse al
gunos neutré6filos dentro de las pgrimeras 6 hores des---
pués de la inyeccibn. Alreoedor de los vasos se obsar-
van clmulos de macréfagos y iinfocitos, estos macréfa--
gos invacen los tejidos circunvecinos al sitio de la in
yeccifn. La salida de liquido del es.acis intravascu--

lar a los tejidos es la causa del edsma local.

Une caracteristica de la hipersensibilidad T - cependien

te, es que pu=zde ser transferida a receptores normzles
mediante linfocitos de un donador sz2nsibilizado, esto -
no .uede lograrse con el su2ro ya que carece de efica--
cia al respecto. En especies diferentes al hombre s2 -
fian empleodo para estas iransierencias célules de opazo,
ue gainglios linfaticos, dge zxudados peritoneales. Si -

.as uel Juncdor scn alogénicas o xenogénicas en

{30

u
relacifin al recoptor, las reacciones positivas, asi --

sacazocen en goco tien;o. En células =-

{0

“Talib: oriuads o

singénices ei efecto es perduravie.

€ ol hosbre la hizersarzibilidad T - dependiente se —-
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puede transferir mediante linfocitos de sangre periferi-
ca, ademds de que los extractos de estos linfocitos tam-
bién permiten transferir la sensibilidad especffica, y -
la sustancia responsable de este efecto se le ha llamado
factor de transierencia o factor de Lawrence; este es --
dializable y su peso molecular se piensa que es inferior
a 10,000. Otras de sus propiedades son: resistente a -
la tripsina, a la ribonucleasa, y es termoestable. <Iste
factor se libera lo mismo que otras linfocinas cuando se
incuban in vitro los linfocitos con el antigeno al cual
estan sensibilizados.

Una de las vias por la cual se puede lograr un estado de
hipersensibilidad T-dependiente es por contacto, y se

puude producir por aplicacién en la piel de sustancias -
de bajo peso molecular, la sensibilizacifn sigue el mis-
mo ssquema general que la reaccién habitual T-dependien
te o retardada, se caracterizan estos procesos por el ba
jo peso molecular de las sustancias que se Usan COmMO an=
tigenos, las sustancies de este tipo no suelen ser inmu-
nogenicas "per se" y sflo actuan como haptenos unidas a

proteinas portadorase

En el hombre uno de los mejores ejemplos de sensibiliza-
cién por contacto, es la dermatitis alérgica debida a ex
posicién al zumaque, éste se trata de un catecol vegetal
gque actua en la misma forma que ciertos haptenos quimi-~
cos como son el &cido pfcrico, el dinitroclorobenceno, -
el dinitrofluorobenceno, y algunos cosmeticos. Aunado a

las circunstanciass anteriores sabemos también que existe
un hecho real- que se reficre a la facilidad de ssnsibili
zarse por vifa res,iratoriz e ciertos alergenos como son

¢l péiern o ei polvo casero. En base & las circuncstancias



mencionadas anteriormente una hipStesis de este cstudio
esta en considerar gue la marihuana pudiese actuar como

antfgeno sensibilizante por vf{a respiratoria (13,14,17)

Marihugnge.=- Farmacologfa y efectos sobre el sistema in

munee.

Respecto a la farmacoclogfa de la marihuana se sabe que-
la duracién del efecto varfia si la droga se administra-
por via oral o si se inhalz por el humo de cigarrillo -
de marihuana. #Or via oral se puede ingerir en forma -
de resina purificada y tarda de 30 a 60 minutos en mani
festar sus efectos. Sea ingerida o inhalade produce ta
Quicardia y congestibn vascular conjuntivai, se observa
ademds sz=quedad de la boca y de la garganta, hay vérti-
gos, néusea y en ocasiones v6mito, aumenta el apetito -
especiaclmente para las cosas dulces, aunque no se han -
encontrado alteraciones en ia glicemia ni de otros pard
metros bioquimicos; no hay una alteracién notable de. -
tamano de la pupila, de la frecuencia resgiratoria, de-
la presifn sanguinea ni de ios reflejos profundes. En

cuanto a los efectos psfquicos de la droga, estos de---
penden no sélo de la personalidad dei individuo, sino -

-~

también de la dosis, la vic de adminisiracibn, y las --
circunstancias amoientales en que se usa la droga. (15)
La reaccibn més ‘recuente es un ssiado onirico de con--
ciencia aiterada en ia cual las ideas son deshilvanadas
e incontrolables, apareciendc en serics fragmentadas, -
la percepcidn se aitera, los minutos paceczn haras y --
los sczundos minutas, el cspacio se am.lia v los obje--
tos cercanus parecen muy distantes, con Jdosis mayores, -

fumauas o tomadas surge un cs-aco dJe miedo o pdnico a la

.10



muerts, el sujeto ve su imagen corporal deformada, sien
te la cabeza hinchada y las extremidades pesadas, con =
dosis suficientemente elevadas el cuadro clinico es de
psicosis téxica con despersonalizacidén, alucinaciones =
auditivas y visuales con pérdida de la introspeccién. =
En casos de uso crénico o duradero las personas se vuel
ven indolentes y no productiuas, descuidan su higiene =
personal, pierden répidamente interés en las tareas asig
nadase El menoscabo de las funciones intelectuales es
variable segin la dosis, complejidad de la tarsa, stc.-
La notable semejanza entre las descripciones de los ===
efectos ébbjetivos por efecto del Ag-THC y los del LSD,
es la base para la clasificacién del primero como agen-
te psicodélico, no obstante la marihuana tiene efecto =
sedante que‘no se ve en LSB. ‘

Por otro lado se han aislado de la orina de pacientes -
a los cuales se les administro Ag-THC., dos metabolitos
diferentes gue son el 11-DHA-THC. y el B,11-0Ha®-THC.,
son psicolégica, y fisiol6gicamente activos, tal como -
lo reportan Pérez-Reyes y colaboradores (16). Otros --
astudios realizados por Kreuz y colaboradores (17) nos

muestran que el Bg-THC. es transportado en el suero jor
medio de la albdmina, y que su retensién en difefentes-
tejidos es Qariable siendo predominante para el tejido-
aci1.030, ya que en éste se enconirabdban concentraciones-
10 veces m&s grandes que en cualquier otro tejido, per-

sistiendo en é1 .por dos semanas aprcximadamente. Con -

.11

dosis repetidas el A°-THC., se acumula en sl tejido adipo

-sD y an ei cerebro.

Berkowitz, Spector y colahoradores (8). Logran inducir-

la produccién de anticuer, os contra morfina en ratones,



y probaron una tolerancia a la morfina en estos ratones
as{ inmunizados, postulando que el desarrollo a la tolg
rancia se¢ asocia con el uso crdnico en muchas drogase -
Dos de los mecanismos para explicar esta tolerancia son
la adaptacién de las células iel sistema nervioso cen=--
tral y un incremento del metabolismo periférico de la -
droga, sin embargo hay observaciones gque indican que un
mecan.smo de tipo inmune pudiera estar involucrado en -
la creacién de la tolerancia a estos narcéticos, ya que
algunos tipos de esta tolerancia persisten por muchos -
afios y ademéds se han aislado factores. de tejido y suero
de animales, los cuales son tolerantes y que contienen

material que puede ser transferido pasivamente a un se-
gundo animal, y junto con este material la tolerancia a
estos narcéticos. En cuanto a el ag—THC o marihuanz y

su relacibn con el sistema inmune, hay datos para afir-
mar que su mecanismo de accidén podria ser como depresor
del sistema inmune o bizn que lo activara, a este res--
pecto tenemos los siguientes hechos, Nahas y colaborado
1es (10) en uno de sus trabajos svaltan la respuesta T-
vep.emdiente de 51 jévenes adictos crénicos a marihuana,
por medio de cultivo mixto ie linfocitos y cultivo de -
linfocitos estimulados con fitohemaglutinina (FHA). Em-
plzandgo coma controles, cultivo de células de pacientes
en los cuales se conocce yue estan inmunodeprimidos, los
re2sultados outenidos son los siguientes: | os valores =
medios del grupo de fumadorss crbnicos de marihuana fue
ron significativamente mé&s bajos que los controles nor-

males pero mucho més altos que el grupo control de inmu

12

noug,rimidos. En otro estudio hecho por tlahas y Schwartz

: e g
(11) denmuestran inmunogenicidad del A =THE en roedores.
Tomando en cuenta gue la intoxicacifn crénica de mari--

huana en todas las especiec, se acompafna de una marcada



tolerancia famacolégica, teniéndose la necesidad de in--
crementar la dosis para obtener los mismos efectos de la
dosis inicial como ya ssta demostrado. Ademds se sabe -
yue en 8l perro y en roedores el perfodo requerido para

desarrollar - tolerancia es del orden de 5 a 9 dias. Es--
tos hechos son similares & los que se requieren pars sl

uesarrollo”de una respuesta inmune celulars S8 sabe --
ademds que tres dfas despufs de una inyeccidn intraveno-
sa de AS-THD. tritiado (H3) hay una alta actividad espe-
cifica en el bazo. Tomando como base esios hechos Nzhas
y Schwartz (11), disefiaron los siguientss experimentos -
para demostrar’ el hecho de que la marihuana pudiera fun=-
;ianar,como inmunégeno, el primero consistié en probar -
el efecto inmunodepresor de la azatioprina en el desarro
llo de tolerancia al Ag—THC y un segundo experima2nto pa-
ra ver el efecto del Ag-THC en la transformacién blastoi
de de linfocitos de ratones sansibilizados. En el pri-=-
mer ex,.a2rimento, se encontrd que los animales tratados -
con azatioprina y el Psicotrépico desarrollaban toleran=-
cia inmunol6gica al canabinol durante los trece dfas gue
Jurd el experimento. El segundo estudio estd encaminado
a demostrar la sensibilizacibén de los ratores, por medio
ve la estimulaci6n en cultivo de células de bazo. Lgs -
resultados muestran una transformacién blastoide ﬁayor -
en ias células sensibilizadas en contraste con las célu-
las cghtro;, concluyendo que la transtiormacién blastoide
de células sensib:lizadas en cultivos de linfocitos, es
similar a la que se observa con otros antigenos, perc meg

nor a la observada en los cultivos de fitohemaglutinina.

. . 9 ~
Estos hechos denostracos experimentalmente con el 47 -THC
nos sugieren que una raspu=sta similar podria ocurrir en
el hombre, e aquf la eosinorilia y las respues.as "alér

«13



gicas" que se han observado en fumadores crénicos de ma-
rihuana reportados por lLiskow en 1971 y Tennat en 1972 -
(11). Sin embargo no debemos olvidar que en nuestro me-
dio la marihuana se usa exclusivamente en cigarros, y en

el reporte de Nahas se hizo la inmunizacidén por via-in--

travenosa, en la cuel hay contacto directo con los linfg

Citoss

Un contacto inicial de las células inmunolégicamente com
petentes con el antfgeno puede -iniciar una serie de feng
menos celulares metabélicos relacionadas con la captura-
y manejo del antigeno para terminar en la produccién de-
linfocitos sensibilizados. Los linfocitos itadicional-=-
mente se dividen por su morfologfa en pequefios, madianos
v grandes. Estudios racientes nos demuestran la hstéro-
geneidad de funciones del linfocito, a 2ste raspecto las
diferencias de tamafio no se han podido relecionar con --
funciones especificas, sin embargo, se pucden considerar
dos funciones principales de loc linfocitos que son, la

proauccibn de anticuerpos ( inmunoglobulinas ) v las in-

teracciones de origen celular dependientes del timo.

£1 origen de estas célulaa parece provenir de una pobla-
cién de células comfin que se denominan células primiti--
vas, estaminales o hemocitoblastos, gue se encuentran en
los tejidos Hematopoyéticos. Lt os érganos linfopoyéticos
dan lugar a las células linfoides, gue pueden sufrir dos
diferenciaciones distintas que son, las células B y la -
de los linfocitos T, estos Gltimos son los que bajo la =
influencia del timo adquieren la capacidad para desempe-
fiar las funciones de la inmunidad de origen celular. Se
ignora si este "aprendizaje" ticne lugar directamente en

el timo o por efecto de una hormona producida por éste -

.ld
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érgano y que se identifica como timosina. Csta poblacién
de linfocitos circula por los sistemas linfético y vascu-
lar y se instala en determinadas regiones de los ganglios
linfaticos que se conocen como. zohas T-dependientess

Ha sido conotida desde hace tiempo la necesidad de coope-
racién entre cuando menos tres tipos de células que se ha
llan involucrades en la respuesta inmune, dentro de éstas
tenemos & las células T, las células B que son linfocitos
bajo la influencia de la hormona formada en la Burza de -
Fabrfcio o su equivalente y los_macréfagos,‘ios métodos =
empleados-para elutidar estos mecanismos de cooperacién =
son varios. .Se crees que las células T ayudantes capten =
antigenos y los pr;sahten a las células B formadorss de -
inmunoglobulina Igfl a IgA por las células B parece reque-
rir de las células T y la evidencia presentada reciente-=
mente muestra que las células T, tienen influencia regula
toria sobre la afinidad de fijacién ds inmunoglobulinas =

producidas por células B.

Por otro lado, cuando un linfocito T sensibilizado se po-
ne en contacto con su antfgeno se activa, iniciéndose den
tro de é&ste una serie de procesos biolégicos gue finalmen
t& dan lugar a la aparicién de una reaccién de hipersensi
bilidad T decendiente. Los efectores de &sta activacidn

son las linfocinas'qua son sintetizadas y liberadas por -
linfocitos sznsibilizados y gue a su vez fueron activados

modiante el contacto con su antigeno.

actualmente se han identificado varias linfocinas, ademés
del factor de transferencia antes mencionado estés son:
una sustancia que inhibe las actividades migrctorias de =

los macréfagos, denominaca factor inhibitorio de la migra



cién (MIF), una sustancia que es quimiotéctica para los
leucocitos o leucotaxina, ésta atrae a los leucocitos a
la vecindad de los linfocitos asi activados. Una sus--
tancia que tiene actividad téxica cspecifica contra las
céiulas vivas llamada linfocitotéxina un inhibidor ineg
peci{fico de la replicacién viral o interferén un factor
de inhibicién de la permeabilidad vascular (PIF) y uha

sustancia mitégenica para los linfocitos no sensibiliza
dos. Los linfocitos por ser células nucleadas pueden =
cultivarse, si al cultivo se adiciona fitohemaolutinina
se observa un incremento en la sintesis de RNA, seguido
por una aceleracibn en la sfntesis de DNA, presumible-=~
mente reflejando el proceso de duplicacidn cromosémica

anterior a la mitosise

Se han observado que en un cultivo de células linfoides
transcurren alrededor de 24 horas a partir del estimulo
al momento de la sfntesis de RilA, y gque después de esto,
hay un perfodo de sintesis de UNA, de B horas, seguido
ge un perfodo de divisién celulcr de 5 a 6 horas aproxi
- macamsnte, de tai manera ques la primer mitosis se efec-
tfa a las 36 horas, y a partir de éste los siguientes -
perfodos de divisi6n celular se llevan a cabo cada 13 6
14 aquf que al incubar un cultivo por 72 horas se logra
ooservar la respuesta por tres generaciones al cabo de
las cuales la divisién celular alcanza su méximoe

Han sido empleados varios métodos para resconocer y evas
luar estos eventos, algunos investigadores han contado

el ndmero de células blatoiues o el ndmero de mitosis,-
otros han usado auvtorradiografias de las células, mien-

tras gue otros han medido la incorporacién de timidina

.16



tritiada ( TﬂHs‘) como {ndice de sintesis de DNA, Este

61timo método fue descrito por ﬁichalowski en 1963 vy =~

Aisenberg en 1969 en cultivos de leucocitos humanos (18)
. y.-por Dutton en suspensiones.-de célules de bazo de cong

jo. Posteriormente una gran cantidad de investigadores

‘han empleado el cultivo de linfocitos y la incorporacién
de T-H3 tomo un m&étodo de valoracién de la respussta ip

mune T-dapéndiente de los linfocitos.

Por otro lado se ha pensado también, en que le intensi=-
dad de la respuesta celular en un cultivo de linfocitos
‘depende de la fuerza del estimulo y del ndmero de linfo
citos gue responden, hechos demostrados por los mismos=
investigadores en cultivoé de linfocitos sincronizados-
con hidroxiurea. #Por otro ‘lado Yamamura y colaboradores
{(21), efectuaron experimentos para tratar de estendari-
zar los paréametros dentro de los cuales el cultivo de =~
linfocitos se lleva a cabo en condiciones 6ptimas, en--
contrando que los mejores resultados se obtuvieron cuan
do incubaban 200.000 linfocitos /ml de cultivo con un =
miligramo de FHA, en tubos de 12 x 100 mm de fondo re-=
dondo, 1lHC de T--H3 adicionada 44 hores después de la =~
adicién de FHA medio con 10% de suero autflogo. En es-
te estudio se emplea el cultivo de linfocitos para tra-
tar de demostrar una posible sensibilizacién del tipo =

celular en pacientes adictos crénicos a marihuanas

fitohemaglutinina

Le fitohemaglutinina (FHA), es una mucoproteina que se

extrae de la semilla de Phaseolus vuloaris, aunque tam-

bién es posible aislerla de olres especies de legumino-

17



sas. Sus propiedades biolfgicas conocidas son dos:

Produce eritroaglutinacién y leucoaglutinacién, ésta en
menor escala; es caplz de inducir transformacién blas--
toide de los linfocitos y més adn su divisién celular -
(22), estudios recientes han demostrado que el efecto -
de la fitohemaglutinina esta determinado por la especie
de planta de la que se extrae (23). Por otro lado se -
ha encontrado en otro tipo de plantas, sustancias con es
tas mismas propiedades, por ejemplo en la rafz, tallo y
semillas de Dolichos biflorus, se ha encontrado una =---

sustancia con accién aglutinante, en cambio la aislada

de rafz y hojas de Phitolacs americana, tiene un alto -

poder mitogénico y muy poco o ningldn efecto aglutinante,
tal como lo refieren Downing y coleboradores (24). Exis
ten especies de plantas en las cuales se manifiestan am
bas caracter{sticas y un ejemplo de éstas es Phaseolus
vuloaris. En 1960 Nowell (25) descubrié gue la FHA, --
ademas de su capacidad aglutinante posefa también acti-
vidad mitogénica, posteriormente este mismo autor estu-
dié los posibles cambios en la actividad mitogénica de

la FHA con la variacifn de parémetros tales como:

cambios menores de pH, temperztura, tensién de oxigeno,
tensibén de biéxidc de carbono, concentracién de plasma,
y concentracién de células, observando gque &stos produ-
cfan cambios cuantitativos moderados en la actividad mi

togénica.

En el afio de 1960 Elves y colaboradores (26), observa--
ron el mismo fendmeno de transformacién celular "in vi-
tro" utilizandc suero antileucocitos, 8l mismo hescho se
ha observado con una gran variedad de antigenos, tales

como: toxoide tetdnico, Bordetella pertusis, toxoide

.18
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fgiftérico, virus de la poliomielitis, vacuna contra la -
'Qiruala, vy tuberculosis entre otrus, siempre y cuando --
los linfocitos del donador para el estudio hayan tenido-
experiencia inmunolégica con estos antfgenos.

El estimulo de FHA, parece ser medlado por un efecto so-
bre la membrana celular, gue inicia Una pinocitosis in=-
tensa, las vacuolas pinociticas resultantes se unen con-
los lisosomas y estas partfculas combinadas y limitadas-
por membranas, dejan escapar enzimas_prpteoliticas que =
afectan al citoplasma y al n@cleoc y podrian representar-
el estfmulo final para le transformacién blastoide, tal
como lo proponen Hirchon y colaboradores (27).

A% -tetrahidrocanabinol ( A°-THC )

Canabis sativa o marihuana, es una planta dioica, su ta-
mafio habitual con frecuencia es de 1.50 m en condiciones
6ptimas puede alcanzar 6 m.de altura. Probablemente es

originaria del Asia Centrale. Su clasificacién de acuerdo

con Linnco es la siguisnte:

Divisidn esassense Tracheofita
Subdivisidn O O Pleropsida
Clase cessesesne Angiospermae
Sub clase CEesseess Dicotilsdonas
Orden cesesesce Urticales
Familia OO0 Cannabaceae
Género ees s s Cannabis
Egpecie “isloiara ale o' sativa

Se ha pensado que existen diferesntes especiss de canabis

o marihuana pero actualmente sélo se conocen diferentas =
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variedades segln su contenido en alcaloides, un mismo -
quimiotipo cultivado en dos zonas diferentss, en cuanto
a clima se refiere, se desarroliard en dos variedades -
diferences en lo quo concierne a su morfologfa, pero --

idénticas en su contenido de principios activos.

Hay diferentes nombres para referirse a la misma planta,
deoendiendo del lugar geogréfico y la forma del prepara
do utilizada para su consumo, algunos de ellos son los-
siguientes: En Arabia le lliaman hashish, en Persia bena,
en Marruecos kif, en el Africa del Sur dagga, en Brasil
maconha, en la India charas, bhang, o gangha, en M&xico
y los Estados Unidos marihuana, y en el lenguaje técni-
co Canabis sativa ( C. sativa )

Su cultivo data de hace mucho tiempo por sar fuente de-
fibra (cafiamo). Contrariamesnte a lo que suele creerse,
la pianta femenina no es la ¢nica qu= contiene sustan--
Cias psicoactivas, pues existen pruebas convincentes de

que también las contiene la planta masculina.,

Los constituyentes quimicos de C. sativa son muy comple
jos y comprenden un grupo singular de sustancias quimi-
cas denominadas canabinoides, ademds contiens ceras, al
micones, terpenos, aceites y huellas de otras sustan---
cias aln no identificadas. Los cinco canabinoides més-

importanies en cuanto a su actividad biolégica son, el-

Q a
A" -tetrahidrocanabinol, ( Ag- THC ) B“-tetrshidrocana-
binal € &° -~ THE ) Acide canabifblico, Canabidipl, —w-
(CBL), y el Canabinol. 21 4cido canabinélico no es ac-

tivo si se incierc, .ero al fumarlo se convierte on ==~

G
e .
A7 - THL, como lo mucstiran flechoulem y colaboradores en

re7m- ( 15, 20 )
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De todos los canabinoides anteriores, el ag—THC produce

la mayorfa de los aefectos de C. sativa, tanto en el ani
mal cono en el hombre, por lo que se le atribuye la ma-
yor parte de la actividad farmacolfgica psicoactiva. =
Tanto el Ag—THC, como el AB-THC, se volatilizan al fu=--
marlos y en el pulmén se absorben répidamente, hecho ds
mostrado por Manno y colaboradores en 1970 (29). Por -
via digestiva también se absorbe aunque més lentamants.

En la actualidad, es posible determinar el contenido de

canaoinoides en la C. sativa, por medio de extraccidén -

con benceno, éter o alcohol y cromatografia en capa fi-
na o de fases gas-lfquido, tal como lo refieren Mechou-
lam y colaboradores (28). De tal modo encontramos gue
muestras diferentes de marihuana provenientes de Cénada
y Estados Unidos dan un contenido de p°-THC igual a 0.2%
en promedio con rzspecto al peso de la planta, en tanto

que las de México y Tailandia dan hasta el 4.8% (15).

El contenido de tetrahidrocanabinol de las preparacio--
nes de canabis varfa de acuerdo con las caracteristicas
de la planta y del lugar y condiciones en que ésta cre- -
ce, pero también esta sujeto a factores tales como:

Edad de la planta, métodos de conservacibn de los pro--
ductos coscchados, as{ como de la parte ge la planta --
que se analiza. Por otra parte, en la actualidad suele
aceptarse que el AQ-THC es el responsable de gran parte
de la actividad famacolfgica psicoactiva de las preparg
ciones de canabis. Se han cmpleado jos nomenclaturas -
para uvenominar a los canabinoides, la primera los hace
gerivar del pirano come anillo principal de la molécula,
sin cmbargo esta forma de hacerlo no es la mas acejtada

puesto gue cuando la parte pr-ncipal de la molécula tig
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ne otros sustituyentes, la numcracié6n de &sta cambia y -
crea confusidne La segunda forma de nomurar este tipo -
de compuastos es tomando la estructura principal como un
compuesto del tipo monoterpenoide, teniendo de esta mane
Ira la misma numeracibén aln cuando tenga diferentes susti

tuyentes.
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En este capitulo se describe el material y equipo em--
pleado en este estudio asi como los rsactives y produc
tos biolégicos.

Equipo

Centrifuga refrigerada. Sorvall RC-3 DU-FONT
Instruments Sorvall. '
Incubadora de temperatura controlada a 37%
Contador de centelleo liquido

Microscépio

Horno para secado uJe material

Autocliave

Filtro millipore

Agitador para pipetas cuenta glébulos

Material

Jeringas desechables de: 1.0, 2.5 y 20.0 ml
Agujas desechables de las siguizcnties especifi=-
caciones 20 x 38 mm., 21 x 32 mm. y 25 x 16 mm.
Tubos de vidrio PYRLX con tapén de rosca de 13 x
100 mm.

Perlas de vidrio de 5 mm. de diametro

Fipetas Iasteur desechables CillS Cutin Mathenson
Scientifice

Frascos de paredes rectas de vidrio neutro de 50
mi .

Ta,.oncs de hule de CC.
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Pipetas de 2, 5, y 10 ml gradJuadas en 0.1 ml
Pipetas cuenta glébulos blancos ( Propper )
Cémara de Neubauer

Tubos cénicos de vidrio PYREX de 10 ml graduados
en 0.1 ml

Fropipetas de hule

Fortaobjetos de 26 x 76 mm.

Cupreobjetos de 22 x 22 mm,

Frascos para l{quido de centelleo, Bechman ins--
trument Inc. Scientific instruments Divis.ion

" Tubos de vigrio PK de 15 x 100 mm.

Reactivos Biolégicos

liecio de cultivo TC-19910X (Hanks), Difco Labora
torics Detroit.

Ficoll, Pharmacia Fine Chemicals.

Hypaque, Winthrop procucts Inse.

Ampulas de solucién salina sstéril

Ampulas de agua bidestilada.

Fitohemaglutinina P (Difco)
a°-tetrahidrocanabinol ( % )

Sulfato de estreptomicina Farmacéuticos Lakeside
Acido tricloroacético

F.P,0 2,5-difeniloxasol )
Fel.P.CeP 1,4-bis-2-(5 feniloxasolil) benceno.
Biosolv Beckman Instruments Inc. Scientific ins--
trumenis division

ficarbonato de sédio

Lolorunte de .dright

fencl
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Muestras Biologicas

- Sangre venosa humana de pacientes clinicamente sa
nos, y de fumadores crénicos de marihuana.

- Fitohemaglutinina, la FHA empleada en este estu--
dio, fue de la marca comercial Difco-lote 0528-56
rehidratada con 5 ml de agua destilada estéfil y
conservada en refrigeracién, habiéndoss observado
que es estable durante un mes. - ; K

- Ag-tetrahidrocanabinbl, el Ag-THC empleado en ests
estudio, fue cedido por amabilidad del Centrd Mexi
cano de Estudios en Farmacodependencia (CEMZF) a -
partir del cual se hicieron las diluciones corres-
pondientes para tener las}mml:ampleadas como esti
mulantes de los cultivos problema.

- Fficoll-Hypaque, se disolvieron 2.7 gr. de Ficoll =~
en 30 ml de agua libre de hierro y a 10 ml de Hypa
que (50it) se le agregaron 4.7 ml de agua libre de
hierro, para hacer la mezcla se madieron 12.5 ml =
de Hypaque méds 30 ml de Ficoll.

- Liquido devcentalleo, el lfquido de centelleo se -

prepara de la siguiente forma:

PPO 4 gr.
POPOP 100 gr.
Tolueno 1000 ml.

Lavaco vy manejo del material de vidrieria. £l lavado y

manejo del material de vidrieria empleado para el culti
vo de linfocitos, .debe ser muy cuidadoso, con el obj=zto
de eliminar cualquier contaminante quaz pudiera resultar

nocivo o téxico para las células en cultivoe.

Uicho material se coloca en tinas de pléstico que contig
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nen detergente 7X o ixtran al 1% sumergiéndolo completa
mente con esta solucién. Se deja durante 10 a 12 horas.
Se cepilla perfectamente el materizl con esta soiuciédn.
Se enjuaga en agua destilada. Despuéc sc sumerge nueva
mente el material en apua destilada durante una hora --
aproximadamente. Se deja escurrir, se seca en el horno
a 80°C y se envuelve para su esterilizacién a2n autocla-
ve a 20 libras de presié6n, temperatura de 120°C, duran-

te 30 minutos.

METODO

El uresente estudio se llevé a cabo en 28 pacientes gue
se distribuyeron en dos grupos. A todos ellos se les --
solicité gue contestaran el contenido del cuestiopario -
Exp. Code S.1.No E6-a, que se musstrea en las siguientes

hojase

GilUPG I.- 13 pacientes del sexo masculino que tie--
nen dentro de sus antecedentes el hébito
de fumar marihuana. '

GRUPO II.- 15 pacientes del sexo masculino y femeni=-

no cuya edad vari6 de 14 a 38 afios clini-
camente "sanos" los cuales tenian el ante

cedente de no haber usado psicotir6picos.

& cada individuo control o problema se le practicaron --
; : = 9

tres diferentes tipos de cultivos. Con FHA, con A7-THC

y con solucién salina al 0.853. £1 métojo que se siguio

en cste estudio fue el siguiente:



Exp. Cod.'D.I.NuEs-a

FICHA DE IDENTIFICACION

NOMBRE SEXO EDAD aNOS
EuO. CIVIL OCUPACION LUGAR DE DRIGEN
LUGaR DL R_SIDENCIA __ ESCOLARIDAD
REG. Noe _ FECHA DE ESTUDID
l1.- Le gusta tomer refresco 7

sI (1) ND (2) cuaL (Es)

a) desde cuando ?

b) hasta cuando ?

c) frecuencia

2.- Suele acompafiar los rafrescos de pastillas 7

sI (1) NO (2) cuaL (ES)

a) oesde cuando ?

b) hesta cuando ?

c) frecuencia




Acostumbra tomar alguna(s) pastilla(s) para sentirse bien ?

sI (1) ' NO (2) CuaL (ES )

a) desde cuando ?

b) hasta cuando 7

c) frecuencia

Pare trebajar mejor 7

sI (1) NO (2) cuaL (ES)

a) desde cuando ?

b) hasta cuando ?

c) frecuencia

Para estar despierto 7

sI (1) Ne (2) CuaL (E£s)

a) desde cuando 7

o) hasta cuando ?

c) frecuencia

Toma ustec bebidas embriagantes ?

sI (1) NO (2)  cuaL (£s)

a) des.e cuando ?

b) hasta cuando ?

C) frecuencia

Junto con otros estinmulantes 7

sI (1) NO (2) cuaL (ES)

a) desde cuando ?

b) zste cuando ?

c) freccuencia




B = Lléga a emborracharse 7
sI (1) NO (2)
a) desde cuando 7 ___

b) hasta cuando 7

c) frecuencia

9,~ Fuma usted tabaco 7?7
sI (1) NO  (2)
a) desde cuando ?

b) hasta cuando ?

|

c) frecusncie

10.~ Acostumbre usted usar tiner 7
sI (1) NO( 2)

a) desde cuando 7

b) hasta cuando ?

c) frecuencia

ll.- Acostumora usted usar marihuana ?
~5I (1) NO (2)

a) desde cuando 7

b) hasta cuando ?

c) frecuencia SO N e

12.- Acostumbra usted usar cemento ?
sI (1) NO (2)
a) desde cuando ?

b) hasta cuando ? o

c) irecuencia




13.- Actualmente usa cualguier otro estimulante

ST (1) NO (2) cuaL (ES)
l4,- Solos 7?7

SI (1) NO (2) CUAL (Z=S)
15.~ Combinados ?

SI (1) ND (2) cuaL (£s)
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Toma de ia muestra.- La toma de la muesira se hizo por

medio de puncién venosa periférica, previa asepsia, obte-
niéndose 15 ml de sangre que se saspararon en 3 alicuotas

ge 5 ml,

De cada muestra se tomaron 10 ml que ss depositaron en --
uos tubos con tapbn de rosca los cuales contenfan una per
la de vidrio por cada ml de sangre, y se agité durante 12
minutos para desfibrinar. ‘

La sangre desfibrinada se separd de las perlas de vidrio
y se diluy6 1:1 con solucién salina 0.85%

Los 5 ml restantzs se depositaron en tubos con tapdén de -
rosca y se dejaron coagular para postzriormente separar -

el sueroe.

Obtencién de linfocitos por gradiente isocinético

l.- En los tubos PK de 15 x 100 mm. Se midieron 4 ml de
la mezcla de Ficoll Hypaque se le adicionaron 6 ml -
de la muestra de sangre dilufda 1:1 con solucién sa-
lina, se procuro gque la sangre resbalara por las pare

des del tubo para formar dos fases.

2.- 5Se centrifugaron los tubcs a 1350 rpm durante 35 mi-
nutos & 22°C procurando que esta centrifugacidén fue-
ra hecha de inmediato, después de adicionar la san=--

gre al gradiente.

3.- Se separd con pipeta Fasteur el anillo formado en la
interfase que estaba constituldo por los linfocitos.

4.~ Se centrifugé para quitar el plesma tomado junto con
lo; linfocitos, 2 1200 rpm por 10 minutos y se resus
pendib el botén de linfoci:os en 2 ml de medio de cul
tivo TC-199
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Se centrifugé para lavar los linfocitos a 1200 rpm
durante 10 minutos desechando el sobrenadante, y -
repitiendo este paso 2 a 3 veces més, se resuspen-
dieron las células en 1 ml de medio de cultivo se
contaron y se diluy6 para poner 0.5 ml de esta sus
pension & cada frasco.

ITratamiento de las células para el cultivo

En cada botella de cultivo se midieron 5 ml del me

dio TC-199 mezclado con suero autélogo a tener el
85 de concentracién final y 0.1 ml de la suspensién

de eritrocitose.

En los cultivos control negativo se midio 0.1 ml de

solucibn salina.

Se ajicionaron 0.4 plol contenidas on 0.4 ml, C.6 -
ufiol en 0.6 ml, 6 0.8 pMol en 0.8 m) de A°-tetrahi-
docanabinol a cada uno de los Jiferentes culiivos -

problema.

Se ajusto sl pH con bicarbonato de s6dio al 107 has

ta obtener un valor de aproximadamente 6.4

Se adiciono 045 ml de la suspensién célular a todos
los diferentes cultivos. Se taparon herméticamente

las botellas de cultivo con tapones de hule.

Se incubaron los cultivos a 37DC durante 48 horas -

cuidando que dentro de este lapso el pH no variara.

A las 48 horas se anrregd a todos los cultivos 1.0 -
3
i

Sc continué la incubacién por 24 horas més a la mig

ML de timidina trictiade ( T-H

ma tenssraturae.



Cosecha

Al tiempo de la cosecha se centrifugaron los cultivos a
1000 rpm durante 15 minutose.

Se descarté el sobrenadante y el botén se resuspendid -
en 2 ml ce agua destilada, con el objesto de lisar las -
eritrocitos para que la hemaglobina no aumentara el --

" apagamiento " del centelleo lfguido.

Se agregé 1.0 ml de biosolv a cada tubo, dejando que se
lievara a cabo la digestifn del cultivo por 24 horas a

temperatura ambiente.

El contenido de cada tubo se transfirié al frasco para
centelleo lfquido lavando el tupbo con 0.6 ml de etanol
absoluto.

Se incub6 el frasco para centelleo lfiquido entre 70 a -
75°C por una hora y se dejo enfriar s temperatura am---
bisnte.

Se agregaron 15 ml. de la solucién de lfiquido de cesnte-
lleoc a cada frasco.

La radiactividad de los frascos se midio en contador de
centelleo l1fquido. El1 resultado se expresa como cuen--
tas por minuto ( cpm ) y como Incorporacién especifica
de T-Hs.

La relacién de actividad estd dada por la incorporacién
de T-H3 por las células en presencia de antfgeno, entre
la incofporacién de T-H3 en ausencia de antfgeno, es de

cir el fndice mitéticao.

R 3
Indice MMito%tico = Incorporacién de T-H™ por las célu-
las en presencia de Ag.

Incorporaci6n de T-H3 por las c8lu-
las en ausencia de Ag.
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RESULTADG GS

“ste ectudio se llev6é a caoo en 28 pacien. s, gue se distri-

buyeron en dos Ggrupos: L

Grupo I.- Facientes control constitufdo por 15 personas,-
P ’

tanto mujeres como hombres no adictos.

Grupo 1I.- Facientes en estudio cohs:ituido por 13 pecrso--

nas, Unicamenie del se-0 masculino.

Los 15 pacientes del grupo contro: tenfan edages de 14 a 38
anos, dos pacientes casados v el resto solterus, unea persocna
tenfa comu lugaer de resicencia La Paz, B. C. y el resto resi
dfan en el D.F. como se muestra en la tabla No. 1

Los 13 pacientes cel grupo II 6 grupo en estudio tanfan de =
18 a 29 eiios de edad, de estos cvos pacientes eran casados y

el resto solteros. Diez de ellos residfan en el D. Fo y los
otros tres en diferentes estados de la Republica Mexicana, =

estos cvatos se muestran en la tabla No. 2

Algunas de las caracterf{sticas de la forma como fu:z usada la
marinuana y algunos oiros psicoirépicos en los pacientes del

grupo II son las siguientes:

Tooos ellos refirieron el consumeo Je marihuana en forma de -
cigarrillc, cuatro e elios refirieron usar aceméds otro tipo
se cstimulantes tales como, honcos, L.S.U., anfetaminas, bar
bitdricos, peyotc, etc. E1 tismpo de ccnsumo de los psico--
trépicos en cste grupo varid c3 ¢ & 10 anos. Es 1importante

menc.unar gue el “aciente o0.12 en el momznto del estudio ‘g



nf{a dos afios de no consumir ningtdn agente psicotrépico,
estos datos se especifican en la table No. 3

Dependiendo del estimulante empleado como mit6geno, se
llevaron a cabo cuatro diferentes tipos de cultivos pa-
ra cada una de las 28 muestras. As{ tenemos cultivos -
estimulados con tres diferentes concentraciones de8 =---
Ag-THC, un cultivo estimulado con FHA y un cultivo con
solucién salina, &ste Gltimo usado como control negati=-

vo para una de las muesirase.

A todos los cultivos se-les controlaron los siguientes

parametros: estimulante empleado, concentracién de an-
tibiético, umol. de Ag-THC, uC de timidina (T-Hz), va--
riacién en la concentracién de suero aut6logo, varia=---
cién en la concentracién de suero autélogo, variacién -
de pH, as{ como cuenta diferencial de los linfocitos ss
parados en el gradiente isocinético.

9_THC para los diferentes cultivos

La concentracién de A
fué la siguiente: 0.4, 0.6 y 0.8 umol. por cada culti=-
vo. #Para los cultivos estimuladdos con FHA se utilizé -
0.1 ml del liofilizado comercial reconstituido en 5 ml.
de agua destilada. Se empleo 0.1 ml de solucibén salina
0.85% para los cultivos control negative. En ningdn mg
mento se varié la concentracién de estos, siendo la FHA

del mismo lote y el Ag-THC de la misma muestra.

En cuanto al empleo del antibibtico, éste fué usado en

dos diferentes concentraciones gque fueron de 50 y 5 mg.
por”cultivo. Con las dos diferentes concentracionss no
se observ6é ningin cambio apreciable en los resultados -

obtenidos.
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£l volumen de eritrocitos aut6logos como fuente de oxigeno
para el cultivo fué de 0.1 ml estos se emplearon en una sus
pensién ajustada 1:2 con solucién salina al 0.85%

El némero de células por cultivo que se emplef en las prue
bas de los pacientes del grupo I fue de 475 x 10° a 240 x
10° y de 280 x 10% a 530 x 10° pare los pacientes del grupo

II. La cuenta diferencial de los linfocitos separados por

medio del gradiente isocinético dio una variacién de 95 a -
974 de pureza de linfocitos en todas las preparaciones. Ss
adicioné suero autélogo con el fin de enriquecer el medio -
de cultivo, su cantidad vari6 para cada muesira desds 6% --
hasta 10% de .concentracién final en el cultivo, tanto en el
grupo control como en el grupo problema. No se encontré --
concordancia en los resultados al variar la concentracién -
del sueroe

A todos los cultivos del estudio ss les adicioné un volumen
de 0.1 ml de timidina tritiada (T-H®) equivalente a 1 uC de

T-i>.

Por Gltimo la variacién de pH valorada esn forma comparativa
fu€ minima en todos los cultivos y por ello no fué nscesa-=-
rioc ajustarlo durante el perfodo de incubacibn.

tos fndices mit6ticos se presentan en las tablas 4 y 5. En
la tabla No. 4 se presentan los Indices mitéticos obtenidos
en el grupo de los pacientes control con los resultados si-
guientes: en cinco muestras los fndices mit6ticos fueron -
elevados para los cultivos estimulados con AQ-THC en rela--
cién a los de FHA. Tres mues:tras presentar6én un mayor {ndi

ce mit6iico para los cultivos estimulados con FHA.
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En la tabla No. 5 se presentan los fndices mitéticos obte-
nidos en el grupo II es decir de los pacientes en estudio,
con los siguientes resultados: Cinco muestras en las cua-
les el Indice mitético es mayor para los cultivos es:iinula
dos con FHA, dos cultivos en los cuales la estimulacifn mi
t6tica es similar tanto en los cultivos cstimulados con --
Ag-THC como zn los cultivos =stinulados con FHA, hay tnica
mente dos muestras en las cuales sl Iindice mitético es ma=-

yor para los cultivos estimulados con Ag-THC.

En el grupo de los individuos control, el promedio de la -
cifra de los Indices mitéticos fué mayor, para los culti--
P_THC en relaeién con los
I_THC y FHA, -

6stos Gltimos tienen un Indice scmejante. Estos resulta--

vos estimulados con 0.4 umol de A

cultivos estimulados con 0.6 y 0.8 umol de-A
dos se prassntan =n forma esqueméitica en la gré&fica No. 1

En sl crupo de los pacientes problema el mayor indice mité
tico promedio observado correspondié a los cultivos estimy
lados con FHA. En los cultivos estinulados con AZ=THC tu-
vieron cierta predominancia los estimulados con 0;8 umnol -
de Ag-THC en relacidn a los estimulados con 044 y 0.6 umol.
Estos resultados también se prasentan en forma esquemdtica

en la fig. No. 2

Finalmente en le gr&fica No. 3 =2sta representado el prome-
dio de Indic=s mitéticos de acuerdo con el estimulante sm=-
pleado, y se compra el grupo de pacientes control con el -

grupo"de los pacientes adictos.



CARACERISTICAS DEL GRUPO CONTROL

PACIENTE N° SEXO EDAD : ESTADO CIVIL LUGAR DE RESIDENCIA
M.L.S. F 25 soltera DS FS
M.R.H. M 16 soltero DoVES
AP, Co 19 25 soltera DV EL

R.R.G.A. F 20 soltera LA PAZ, B.C.
B.R.H. M 27 soltero D. F.
J.M.M.G. M 22 ; soltero D. F.
I.R.H, M 19 soltero D. F.
J.E.M.L. M 38 casado DenEs
D.R.H. M 21 soltero D B,
LORSHS M 20 soltero D E.
S.J.AS. F 22 soltera D E.
Je R Bt 24 casada - DR S
E.R.H. F 14 soltera D, Bl
SoR.H. B 17 soltera D.E

I DAL F 24 soltera DoES



TABLA No. 2

CARACTERISTICAS DEL GRUPO PROBLEMA

PACIENTE N° SEXO EDAD ESTADO CIVIL LUGAR DE RESIDENCIA

1 » M 21 soltero DB,

2 - M 23 soltero Do EL

3 M 25 casado TIJUANA, B. C.
4 M 22 soltero D. F.

5 M 19 soltero D. F.

6 M 29 soltero DNES

7 M 25 casado D. F.

8 M 25 soltero TAMAULIPAS
9 M 27 soltero TEXCOCO

10 M 23 soltero D. P.

11 M 22 soltero DINES

12 M - soltero D. F.

13 M 23 soltero D. F.



TIEMPO Y FRECUENCIA DEL USO DE MARIHUANA FUMADA EN EL GRUPO PROBLEMA

PSICOTROPICOS CANTIDAD Y FRECUENCIA EN
PACIENTE N° EMPLEADOS TIEMPO DE USO PROMEDIO
T Marihuana 8 afios 1 cigarrillo de 3 a 4 veces
por semana.
2 Marihuana 8 afios 2 cigarrillos diarios
3 Marihuana 6 afios 1l cigarrillo diario
AT A Marihuana y
Pastillas 10 afios 8-12 cigarrillos diarios
*% 5 Marihuana y
Pastillas 5 afios 1 cigarrillo al dia
6 Marihuana 5 afios 3 6 4 cigarrillos al mes
7 Marihuana 6 anos 5-7 cigarrillos al mes
8 Marihuana 8 afios 3 cigarrillos al mes
SO Marihuana y
Hongos 9 arfios 1 cigarrillo al dia
10 Marihuana,
Hongos, L.S.D. 9 afios 1 6 2 cigarrillos al dia
y Peyote
11 Marihuana 6 anos 1l a 2 cigarrillos al dia
*®%& 12 Marihuana Yy
Pastillas 8 afios 3 a 4 cigarrillos al dia
13 Marihuana 4 afios 3 a 4 cigarrillos a la semana

** Estos pacientes habian consumido otro tipo de estimulantes durante algun periodo
pero no al tiempo del estudio



TABLA No. 4

INDICE MITOTICO OBTENIDO EN EL GRUPO Nt | DOE INDIVIDUOS CONTROL
DE ACUERDO CON EL ESTIMULANTE MITOGENICO EU}:LEADO Y NUNERO DE CELULAS

A -

NOMBRE NeDECELULAS 0.4 _umMol 0.6 _uMol. 0.8 AMol. FHA
M. R. H. 800.000 1. 30 i . 40 1.28 0.89
A. P C. 800.000 0 . 84 I . 02 i1.24 1.39
B. R. H. 500.000 1 .72 1 . 08 1.89 1 .45
J. M. L. 880.000 1 . 30 I . 40 1.33 1.39
R.H. L. €50.000 0. 70 0 . T2 0.76 0.92
EERH. 476.000 1 .03 o . 87 1.14 0.98
8. R. H. 850.000 0. 87 0 . 9 0.79 0. 91
1. T. A 200.000 1. 22 1 . 44 0.94 0. 79
sl 1400.000 2. 16 I . 56 2.08 1.71
R. R. G. 11235.000 I . 47 0.87 1.00
R. H. D. 1275.000 o. 97 0o . 8l 0.77 0.89
S.A. J 1326.000 0. 78 0 . 68 0.76 0.72
J. R. H. 1080.000 0 .98 0.90 0.74 1.07
J. M. M. 2500.000 1. 22 1 .88 0.90 0.95
I. R. M. 2400.000 0. 6% 0 .9% 0 .52 0.63



TABLA No. &

INDICE MITOTICO OBTENIDO EN EL GRUPO Nt 2 DE PACIENTES PROBLEMA
OE ACUERDO CON EL ESTIMULANTE MITOGENICO EMPLEADO Y NUMERO DE CELULAS

Dy — T H C
PACIENTE N2 0.4 MMol. 0.6 xMol. 08 HMol. FHA
3 280.000 1.08 1.07 1.00 1.01
6 840.000 0.83 0.84 0.77 0.53
" 300.000 1.46 1.21 1.80 1.10
1 1150 .000 0. 44 .08 0.79 0.78
2 1500. 000 t.o7 0.8 1.36 .00
“ I398.000 0.94 0.87 0.74 3.98
5 2% . 000 1. 81 .20 1.49 4.7
12 1600. 000 |.26 0.99 0.90 1.18
13 1600. 000 1.01 0.99 0.92 1.00
4 2200.000 0.69 0.79 0.78 0.68
5300.000 0. 84 0.95 1.08 0.92
3800.000 WRT 1.09 2.13 0.9!

10 3060.000 0.92 0.9l 1.086 1.33
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DISCUSION, RESUMEZN Y CONCLUSIONEZS

vara hacer la discusién de .o0s resultados ce nusstro trabajo,
vebemos tomar en cuenta varios factores que pudieran en un mo
menso dado influir en los resultados obtenidos, por ejemplo:

las cnfermedades virales vy el sstado de nutricibén. Esto G1ti
mo es particularmente importante ya gue los pacientes por su

farmacodependencia dejan de ingerir alimentos que pudieran in
fluir en la respuesta inmune. Una cifcunstancia muy importan
te a considerar =2n cuanto al manejo del paciente cependiente

ge psicotrépicos, es la enorme dificultad de que asistan a cen
tros hospitalarios o de salude En este trabajo en particular
nos vimos en la necesidad de ir a tomar las muestras de san--
gre para el cuitivo al lugar Je residencie e cs%0s pacientes
sujetdndonos a sus condiciones de tiempo y sélo se logro esto
gesoufs we una zrdua labor de convencimiento. A este respec-
to pensacsos que para lograr el acarcariento de los pacientss

con probicma de farmazcodependencia a los centiros de rehabili-
tacién, es conveniente el gue se implementen campaiias en los

medios de difusi6n masive para orientar a ios pacientes v al
pfulico en general.

Analizando los resultados encontrados en esie estudio se ob--

serva que los fncdices mitéticos son ziicrentes tanto en los -

cuiltivos ce los pacientes como en los cultivos control. Sacan

vo el porcieunto ve pacientes que respondieron a
estimulantes, enconiramos que este es diferante
{Tupos, se nota un mcnor porciento de respuesta

contirol con respecto al agrupo en sstu.io, tanto

los diferentes
cara los dos -
en 2l orupo --

para la rHA co

S . < . .
mo para el A -THC. en las difecrentces concentreaciones. Unicamen=

te cuanue se utiiizarén 0.6 Lmol Jde Rg—THC cono

>etimulante, -
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el porciento de pacientes gue respondierbn fué mayor en el

grupo control, sin emoargo cste valor es mencr del 50,

Si promediamos los fndices mit6ticous obtenidos, en arupos
de acuerdo con el estimuliante empleado, el promedio con ma
yor Indice mit6ético obtenido se encuentra en los culiivos
estimulados con 0.4 umol de Ag-THC en 21 grupo de los pa--
cientas control, sicndo este de l.4, en camb:o este prame-
dio para los cultivos con FHA, 0.6 y 0.8 umol de A7 =THE —=

del mismo grupo es de 1.04, 1.05 y 1.04 respectivamente.

La forma como pretcndemos explicar ectos resultados es la

siguiente: el Indice mitético de 1.4 obtenido en los cul-
tivos de linfocitos de personas clfnicamente sanas, incuba
dos con 0.4 umol de Ag-THC, nos hace pensar que aparcnte--
mante en estas confic.onocs el psicotr6pico tiene una accidn
de estimulacibn mitojénica ines:ecifica, va gue hay incor-
poracién de T-H3 tanto en los cultivos control como en 10s
cultivaos en estucio, como se ve en los resultados promedia
dos de indice mitético, as{ como en =l porciento de pacien
tes gue respondierén, y la explicacién del porqué de la di
ferencia en incorporacidén de T-H3 entre los cultivos de ip
cubados con 0.4 umol y los incubados con 0.6 y 0.8 umol, -
serfa que la dfsis de astimulacién o; tima es del orden de

0.4 umol. 5in embargo los resultados de 1.04, 1.05 y 1.04
para FHA, 0.6 y D.8 umol de Ag-fHC nos sugiére que estos -
son nocoativos dada la poca diferencla enire esios y los --

cultivos escinulados con 0.4 umol.

En canbio en el rrupo problema el mayvor Indice miit6tico fue
parac los cultivos estimulados con FHA., esta estimulacién

corrcoponde a un {ndice mitético de 1.46 en los cultivos -
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estimulados con Ag—THC hay I{ndices mitéticos bajos, lo gue
nos hace pensar que este grupo en estas condiciones no pre
senta hipersensibilidad del ti.o retardado a zste psicotré
pico, dado el bajo Indice mitético obtenido en promedio adn
cuando el porciento de pacientes que respondieron es de 50
aproximadamenté en las tres diferentes concentracionss de

Ag-THC. Sin embargo debemos considerar otro tipo de factg
res que pudieran afectar o influir en la capacidad mitogé-
nica de las células al estimularse in vitro, y de aguf el

haber obtenido estos resultados que se ven contradictorios

en los dos grupose.

si relacionamos el nidmero de células con el indice mitége-
nico obtenido en este estudio,entontramos gue no se apre--=
cia una relaci6n directa entire el némero de células y el -
fndice mitético obtenido tanto en cult.vos con menos de --
s célu--

ias. En los cultivos problema tampoco encontramos una re-

1 x 10E células como en cultivos con més de 2 x 10

lacifn directa entre el ndmero de células por cultivo y el

fndice mitétiﬁo obtenido, sin eébargo cabe mencionar que =

i0s indices m&s elcvados para FHA se encuentran en los cul -
tivos a los cuales se les adiciond entre 5 x 105 a 1.5 x -
10° célulase.

fPor o:ro lado si anaiizamos el tiempo de uso de la marihua
na on =stos pacientas con el ti.o de resspuesta obtenido pg
demos decir, que no hay una relacibén directa que nos de --
: una explicacién entre el tiempo de uso de la droga, ya que
encontramos pacientes yue tienen entre 6 v 10 afios de usar
marihuana con una frecuencia muy elevada de consumo, que -
~preszntan una buena respuesta a la FHA y sin respuesta al

a7 -THC (pscientes 4 y 8) asi como pacientes con poco tiem-
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po de usar este psicotrépico, los que no presentan respues=-
ta a la FHA ni.al A°-THC (pacientss 7 y & ).

En relacién con el material empleado en este estudio, estan
las botellas de vidrio de 50 ml que no son las adecuadas e
ro gue resultaron Gtiles en otro tipo de cstudios de estimu
lacién mitogénica tales como, los cultivos previos‘al estu=~
dio que se efectuarfn como entrenamiento, sin emuargo cabe

mencionar que en estos cultivos la valoracién de los resul-
tados fué objetiva contdndose el ndmero de blastoides con -
el microscépio de luz. A este respecto penzamos gue el no

tener un re=cipiente adecuado para el cultivo infiuyo en los

resultados obtenidose

Nos llamz la atenci6n el hcého de que tanto =n los cultivos

de los pacientes problema como en los con'rol &és:tos son siem
pre ;csitivos o negativos inde.endientemente de si se estimu
16 con FHA o Ag-THC cuomo se aprecia de zcuerdo con los resul
tados obtenidos, de aquf el motivo ;ara :ensar guc estos re-
sulizdos esten bajo la influencia de o:ros factores para no-
sotros desconocido y que no fue posibie abarcar en este estu
dio inicial, pensando que esce tipo de dificultades puedan =

superarse en estudios poster.orease.
P



RESUMEN

Se estudiaron treinta muestras divididas en dos gru.os; =~
grupo I pacientes normales que aseguraron no consumir ==
ningldn tipo de psicotrépicos y grupo II formado por pa---
cientes con anteccdentes de consumo de psicotrépices, en
especial la marihuana.

Se traté de evidenciar una posible sensibilizacién del ti
po célular al Ag-THC en estos pacientes fumadores créni--
cos de marihuana, se empleo la transformacién blastoide =
de los linfocitos ®"T" in vitro por estimulacién con FHA y
Ag-THC, este Oltimo en tres concentraciones diferentese. -
La valoracién de los resultados fué por la incorporacién
de timidina (TiHs) en estos cultivos y contdndose en cen-
telleo lfquido.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos fueron variables para los dos --
grupos, interpretando de esta forma los resultados, pode-
mos cuncluir que el Ag-THC no se comporta como cstimulante
mitogénico inespecifico que evogue una respuesta secunda-
ria del tipo celular, y por lo tanto no hay una sensibili
zacién del tipo retardado en estos pacientes fumadores =-=
crénicos de marihuana. #Probablemente influyeron en los -
resultados factores desconocidos quedando estos resultados
a comurobacién posterior y ademés la posibilidad de nuevas
formas de enfoque para estudiar el problema de la farmaco-
dependencia y sus posibles relaciones con la respuesta in=-

mune ce tipo celular.
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