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1. INTRODUCCION




1.1 GENERALIDADES ACERCA DEL LUPULO

El lupulo, Humulus lupulus L., pertenece a la familia Cannabaceae, que
incluye entre otras especies al cahamo o marihuana (Cannabis sativa). Segun la
revision bibliografica realizada el 29 de febrero de 2024 en el enlace Plants of
the World Online (POWO, 2024), actualmente existen 7 especies del género

Humulus L. aceptadas:

Humulus lupulus L.

Humulus americanus Nutt.

Humulus cordifolius Miq.

Humulus japonicus (Siebold & Zucc).

Humulus pubescens (E. Small) Tembrock

Humulus neomexicanus (A. Nelson & Cockerell) Rydb.

Humulus scandens (Lour.) Merr.

Humulus lupulus es una especie dioica, trepadora, perenne en su parte
subterranea y anual en la parte aérea. Su sistema radical lo conforma una raiz
pivotante y numerosas raices secundarias, que profundiza hasta 2-3 m. y
lateraliza mas de 2 m. desde el eje. La planta posee durante su desarrollo una
raiz pivotante principal y raices secundarias. Suele formar rizomas (tallos

subterraneos) desde donde nacen numerosas raices (Dodds, 2017).

Cada primavera se generan numerosas raicillas que al cambiar las
condiciones ambientales al final de la temporada se atrofian y mueren, para
volver a regenerarse en primavera. Ese rizoma que brota anualmente, tiene una
vida media util de 12 a 15 afios (Nievas et al., 2021).

El tallo aéreo es robusto, piloso, verde o violaceo, con seccién transversal
hexagonal e interioremente fistuloso; con estipulas (Figura 1). Dichas hojas son
opuestas, palmeado y divididas en 3 a 5 I6bulos con margenes cerrados (Nievas
etal., 2021).
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Figura 1. Etapa de brotacion de lipulo (Fuente: Libro el cultivo del lupulo. INTA 2021).

Posee un fuerte fototropismo que le permite crecer hacia donde se
encuentra la mayor cantidad de luz disponible y un tigmotropismo o respuesta al
contacto fisico con el tutor que le facilita enrollarse alrededor del mismo
(McCormack, 2006). A esto se suma una marcada dominancia apical que hace
que el tallo no cese el desarrollo vertical practicamente hasta que aparecen las
ramas laterales en las cuales se producen las flores (Magadan, 2011). Puede
crecer en la temporada hasta 30 cm/dia (Kneen, 2003), con lo cual se la cataloga
como una de las especies de mas rapido crecimiento después del bambu
(Wildfind, 2020). Son las caracteristicas propias del sistema radicular en cuanto
a su extensién y capacidad de almacenamiento, las que hacen posible este
rapido desarrollo durante la primavera verano (Nievas et al., 2021).

La Figura 2 muestra detalles botanicos de la especie: el lupulo incluye
plantas tipicamente dioicas. En las exilas de las hojas superiores se disponen
las inflorescencias masculinas o estaminadas paniculiformes; y las femeninan
con aspecto de estrobilo o cono. Las flores masculinas poseen un periante
reducido y cinco estambres; las flores femeninas carecen de perianto y estan

protegidas por bracteas. El fruto es uniseminado.
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Figura 2. a) Rama con flores masculinas o estaminadas; b) inflorescencia masculina; ¢) Flor
masculina; d) Ramilla femenina; e) Inflorescencia femenina; f) Detalle de la porcidn apical de
una inflorescencia femenina; g) Bractea con una flor femenina; h) Bractea con dos flores
femeninas; i) Fruto maduro; j) Fruto abierto que muestra semilla; k) Semilla. (Fuente:
Castroviejo B. Libro Flora Iberica-Plantas Vasculares)

La planta de lupulo es conocida en todo el mundo como materia prima en
la industria cervecera por los compuestos polifendlicos existentes en las
inflorescencias femeninas que dan un aroma y sabor caracteristicos. También
ha sido utilizada con fines medicinales, particularmente para trastornos del
suefo. Ademas, en medicina tradicional se ha considerado que ejerce efectos
diuréticos, antiespasmaddicos, antirreumaticos, analgésicos y anafrodisiacos

(Zanoli y Zavatti, 2008). Sin embargo, el numero de estudios preclinicos y
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clinicos que avalan estos usos medicinales es limitado, por lo cual la efectividad

de la planta en el tratamiento del insomnio es aun cuestionable.

Otro uso medicinal que se le atribuye es para activar la funcidén gastrica
como amargo estomaquico. Esta actividad ha sido evaluada en varios estudios
experimentales con modelos de acidez gastrica y de inhibicién del crecimiento
del Helycobacter pylori y de factores inflamatorios epiteliales como la IL-8

(Sangiovanni y et al., 2019).

Por otra parte, en Alemania el lupulo ha sido empleado tradicionalmente
para tratar alteraciones ginecoldgicas. En los ultimos afios se han investigado
sus propiedades estrogénicas, observando que el extracto metandlico estimula
receptores estrogénicos de tipo gendmico alfa y beta, REa y REB (Liu y et al.,
2001). Esta propiedad ha sido investigada tanto en el control hormonal, como en

una posible actividad quimiopreventiva del cancer (Colgate et al., 2007).

En Argentina la region por excelencia para el cultivo de lupulo es la ciudad
patagonica de El Bolsén, situada en la Comarca Andina del paralelo 42° en el
noroeste de la Patagonia. En esta region actualmente hay mas de 100 hectareas
en produccion y unas 60 en el Camino de Los Nogales, que es considerada la
zona mas fértil, segun los productores. El lupulo para su crecimiento requiere
una gran cantidad de energia solar, asi como agua y nutrientes, y los productores
dicen que “al lupulo le gustan los dias largos”, por eso la Patagonia es el lugar
ideal para su produccion. Se estan haciendo ensayos en Mar del Plata, pero mas
al norte no se desarrollaria en forma éptima (nota de La Nacién, 2020). En dicha
nota, Hernan Testa, productor de lupulo en el sur Argentina, ha indicado que al
momento no se han desarrollado productos sintéticos que lo reemplacen en la
produccion de cerveza. A pesar de que en la Argentina se consumen 1000
toneladas de lupulo por afo, se producen apenas 350, con lo cual es necesario
importar. El principal consumo del lupulo es para la elaboracion de cerveza,
siendo agua, malta, lupulo y levadura los ingredientes esenciales de esta bebida.
Se requieren entre 1 y 3 kilos (en promedio) de lupulo para preparar 1000 litros

de cerveza artesanal.
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1.2 HISTORIAY ETNOFARMACOLOGIA DEL LUPULO

Como informd Behre (1999), en Europa hay sélo pocos hallazgos de
hojas o flores de H. lupulus en periodos prehistoricos, mientras que hay un mayor
numero de sitios donde se lo encontré que datan de principios de la Edad Media.
Esto es probablemente debido a que en el periodo medieval se inicid la utilizacion
de la planta en el proceso de elaboracion de cerveza. Al principio, las plantas se
colectaban en su habitat silvestre. El cultivo del lupulo se inici6 a mediados del
siglo IX, entre los afios 859 y 875 d.C., en Alemania, donde se extendi6 de norte
a sur durante la Alta Edad Media, asi como a otras regiones de Europa central.
Al principio, H. lupulus se utilizé como alternativa a la especie vegetal Myrica gale
(familia Miricaceae) conocida como mirto de turbera, que era el aditivo de
cerveza predominante en el area europea de donde era originario. En el siglo
XVIII el uso de Humulus lupulus superé al de la especie M. gale debido a que

resultaba mejor su conservacion (Behre, 1999).

Originalmente se utilizé H. lupulus como conservante por su actividad
antimicrobiana; mas tarde se utilizd adicionalmente para agregar un sabor.
Desde un punto de vista historico, la primera referencia literaria de H. lupulus fue
realizada por el naturalista Plinio el Viejo (23-79 d.C.) quien describié el uso
alimenticio de la planta por los romanos (Grieve, 1971). Los tallos fibrosos, al
igual que el canamo (Cannabis sativa, Cannabaceae), se utilizaron en la
fabricacion de un tipo de telas toscas y en la produccion de papel (Grieve, 1971).
El lupulo se usaba también en perfumes, especialmente los tipos especiados y

orientales, y como aditivo en cremas y lociones para la piel (Lawless, 1995).

H. lupulus tiene ademas una larga historia como planta medicinal para
tratar una amplia gama de dolencias. Tradicionalmente, el lupulo se utilizaba
para tratar la excitabilidad y la inquietud asociadas a la cefalea tensional; para
mejorar el apetito y la digestion; para aliviar el dolor de muelas, el dolor de oidos
y la neuralgia (Grieve, 1971). Su uso como planta medicinal para tratar diferentes
trastornos esta algo documentado, y entre los usos se pueden citar el alivio de
sintomas menopausicos, incluyendo la ansiedad e insomnio (Zanoli y Zavatti
2008). Ha sido recomendado como sedante en trastornos del suefio y

nerviosismo; las inflorescencias se han utilizado para tratar la ansiedad y la
14



inquietud provocada por la cefalea tensional; también para mejorar el apetito y la
digestion, aliviar el dolor de muelas, de oidos y las neuralgias (Zorzano, 2013).
En aromaterapia, el lupulo se ha utilizado para el cuidado de la piel, afecciones
respiratorias, nerviosismo, dolor nervioso y afecciones relacionadas con el estrés
(Lawless, 1995). Por via topica el lupulo se utilizd para tratar ulceras crurales y
lesiones cutaneas y para aliviar los espasmos musculares y el dolor nervioso
(Lawless, 1995). Dichos usos han sido documentados en la pagina de
MedlinePlus Suplementos (2021), junto a otros como hiperlipidemias, calambres
intestinales, vejiga hiperactiva, y el uso topico en ulceras de piernas, aunque se

indica que hay insuficiente evidencia cientifica para todos ellos.

El efecto estrogénico del lupulo se describid por primera vez hace mas
de 50 afos cuando se documentd que el ciclo menstrual de las mujeres que
recolectaban lupulo se veia influido por el momento de la recoleccion. En 1988
se identificd la estructura quimica del compuesto descrito como el principal
fitoestrogeno del lupulo, la 8-prenilnaringenina (8-PN), a partir de los estudios
realizados por Milligan et al. (1999) y Liu et al. (2001).

1.3 REFERENCIAS HISTORICAS DE LUPULO EN ARGENTINA

Con referencia al cultivo de lupulo en Argentina, los primeros gajos fueron
traidos al pais después de la primera guerra mundial. Se trataba de material
procedente de Alemania, de las regiones de Spalt y Tettnang. Las experiencias
se realizaban en establecimientos privados y esporadicamente también en los
oficiales, hasta que la empresa cervecera Quilmes decidié implantarlo en forma
industrial. En el afo 1935 lo cultivd en Sierra de la Ventana, y luego en el afno
1945 en Comandante Nicanor Otamendi en las proximidades de Mar del Plata
(Leskobar,1978).

En 1948, la Direccion de Cultivos Especiales, division de Plantas
Aromaticas y Medicinales, elabor6 un proyecto de ensayos en distintas regiones
del pais. Los resultados de las primeras experiencias entusiasmaron a la misma

empresa cervecera que decidié seguir con la experimentacion, y en 1949 inicid
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con el fomento del cultivo en el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén.
(Leskobar,1978).

En 1957 se suma a esta regién el Valle de El Bolson al sur de San Carlos
de Bariloche, donde el lupulo se afirmé a través de afos, proporcionando a la
region un importante progreso socio-econdmico (Leskobar, 1978). Se han
seleccionado tres cultivares para el Alto Valle y cuatro para El Bolson. Son éstos:
Clusters y Cascade procedentes de E.E.U.U. y Pride of Ring Wood de Australia;
y para El Bolson ademas de Cascade desarrollan normalmente: Brewers Gold y
Bullion, originarios de Inglaterra y el clasico Spalt de procedencia alemana,

conocido como lupulo aromatico (Leskobar, 1978).

1.4 REFERENCIAS BOTANICAS

Se presume que el origen del género es China, porque todas las especies

se encontraron en ese area (Zanoli y Zavatti, 2008).

Las especies difieren en caracteristicas morfolégicas como el numero
de lébulos de la hoja y pelos. Los lupulos norteamericanos y japoneses se
parecen morfoloégicamente, lo que sugiere una relacion genéticamente estrecha,

mientras que difieren ampliamente de los lupulos europeos.

A continuacion, se describen las principales caracteristicas morfolégicas de la

planta:

1.4.1 TALLO SUBTERRANEO O RIZOMA

Humulus lupulus L. es una enredadera perenne que vuelve a crecer cada

primavera a partir de un rizoma subterraneo, el cual se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Rizoma de lupulo (Fuente: Doodds K, 2017, Hops a guide for new growers).

El rizoma es el organo de almacenamiento perenne de la planta.
Alimenta el crecimiento del dosel productivo y asegura la supervivencia de la
planta de una temporada a la siguiente. Las coronas maduras generalmente
tienen algunas raices penetrantes muy profundas y un sistema de raices
alimentadoras poco profundas. Las plantas de lupulo pueden seguir siendo

productivas durante muchos afos.

Un rizoma es un tallo subterraneo con brotes y raices. A medida que la
corona del lupulo madura y se desarrolla, algunos rizomas pueden cosecharse y

usarse como fuente de materia de propagacion clonal.

1.4.2 TALLO AEREO

El tallo es robusto, piloso, verde o violaceo, de seccion generalmente
hexagonal y con estipulas de las que salen las hojas. Dichas hojas son opuestas,
palmeado - hendidas, y divididas en 3 a 5 lébulos (Magadan, 2011), con

margenes serrados (Sirrine, 2010).
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Los tallos aéreos son delgados y trepadores (Figura 4). Giran alrededor
de su soporte en el sentido de las agujas del reloj. Una referencia al habito de la
planta de trepar sobre otras plantas se refleja en su nombre lupulus, que se
deriva del término latino lupus, “un lobo trepando sobre una oveja” (Grieve,
1971). Ademas, el nombre comun en inglés “hop” proviene del anglosajén

hoppan que significa escalar.

Figura 4. Tallos aéreos trepadores de lupulo en el sentido de las agujas de reloj. Planta
ubicada en la ciudad de La Plata (Foto / Fuente: Lucia Lojano Gutierrez).

1.4.3 HOJAS

Las hojas son de color verde oscuro, pecioladas, con el peciolo mas corto
que el limbo; limbo foliar 3-5 (7) lobulado, a veces simple en hojas apicales; 4-11
x 4-8 cm, glabro o con pubescencia suave en la cara abaxial; cara adaxial sin o
con pocos pelos cistoliticos en el margen cuando la hoja es joven; base cordada;

margen groseramente aserrado. (Figura 5).
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Figura 5. Hojas de lupulo. Planta sembrada en la ciudad de La Plata, Argentina. (Foto / Fuente:
Carmuta Lucia Lojano Gutierrez).

1.4.4 FLORES

El lupulo es dioico, es decir, las flores estaminadas o masculinas, y las
pistiladas o femeninas nacen en plantas separadas. En la produccién comercial
de lupulo, solo se desean inflorescencias pistiladas sin fertilizar (sin semillas) ya
que producen el mayor rendimiento de lupulina (resina). Las plantas masculinas
s6lo se usan cuando los fitomejoradores desean hibridar y desarrollar nuevas
variedades (Dodds, 2017).
Las plantas masculinas se distinguen facilmente de las femeninas. Las flores
estaminadas se disponen en inflorescencias paniculiformes con racimos largos,
de 7,5 a 12,5 cm de largo; mientras que las pistiladas se desarrollan formando
conos (llamados estrobilos), de 2,5 a 5 cm de largo, formados por bracteas

membranaceas (Dodds, 2017). (Figuras 6y 7).
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Figura 6. Flores de lipulo femeninas o pistiladas. Figura 7. Flores de lupulo masculinas
o estaminadas
(Fuente / fotos Doodds K, 2017, Libro Hops a guide for new growers)

1.4.5 EL CONO O INFLORESCENCIA (ESTROBILO)

El cono (estrdbilo) de lupulo es la inflorescencia de flores pistiladas. El
cono contiene las glandulas de lupulina que producen los acidos alfa, los acidos
beta y los aceites esenciales que los cerveceros valoran por su amargor y sus
propiedades aromaticas. La mayor parte de la lupulina se produce alrededor de
la base de las bracteolas dentro del cono de lupulo (Dodds, 2017). La Figura 8

presenta detalles del cono.
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Figura 8. Conos de lupulo de una plantacion de la ciudad de La Plata. (Fuente.Fotos. Carmita
Lucia Lojano Gutierrez).

1.4.6 LUPULINA

La resina conocida como lupulina, estd compuesta por varios acidos y
aceites diferentes, cada uno de los cuales contribuye de manera ligeramente
diferente al proceso de elaboracion de la cerveza. Los de interés principal para

el cervecero son los acidos alfa y beta.

Se describen tres acidos alfa principales: humulona, adhumulona y
cohumulona. La adhumulona se presenta sélo en pequefas cantidades y no es
particularmente importante. La humulona es el acido alfa mas estudiado, y la
cohumulona es objeto de mucha controversia entre los cerveceros y los
investigadores. Se cree que la cohumulona produce una amargura mas severa,
por lo que a menudo se busca un perfil bajo de este acido. Los acidos alfa
producen amargor en la cerveza, fundamental para el equilibrio seco-dulce que
le da caracter a la cerveza (Zanoli y Zavatti, 2008). La Figura 9 indica las

glandulas de lupulina.
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Bracteas

Glandulas de
lupulina.

Figura 9. Glandulas de lupulina. Fuente: (Doodds K, 2017)

1.5 FARMACOLOGIA Y FITOQUIMICA

Tal como se describid en parrafos anteriores, los acidos amargos
presentes en las inflorescencias femeninas se clasifican principalmente en
humulonas (acidos alfa) y lupulonas (acidos beta). Todos ellos son derivados

prenilados del floroglucinol (Hsu y Kao, 2019).

Ademas, se describieron chalconas y otros flavonoides como la 8-
prenilnaringenina (8-PN) caracterizado como uno de los fitoestrogenos mas
potentes (Zanoli y Zavatti, 2008). EI consumo moderado de Ilupulo ha
evidenciado efectos positivos en la salud a nivel digestivo, cardiovascular,
enddcrino y esquelético. Sin embargo, no hay suficientes estudios cientificos. A
nivel enddcrino, el extracto de Humulus lupulus se utilizé para tratar los sintomas
posmenopausicos debido a sus propiedades estrogénicas (Chadwick y col.,

2006). Ademas, la 8-PN confirmé su efectividad fitoestrogénica en diferentes
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experimentos in vivo, incluidas ratas ovariectomizadas (Diel et al., 2004; Overk
et al., 2008).

Por otra parte, se atribuyo principalmente un efecto beneficioso sobre la
osteoporosis postmenopdusica a los compuestos bioactivos del Ildpulo,
especialmente al xantohumol y a los acidos amargos. Los acidos amargos
promueven la osteogénesis e inhiben la actividad osteoclastica (Chadwick et al.
2006).

Los flavonoides podrian ser los responsables de los efectos
antiespasmaodicos del lupulo a nivel gastrointestinal. Otras plantas que poseen
flavonoides han demostrado producir efecto antiespasméddico asociado a la
inhibicion del influjo de calcio al musculo liso (Ragone et al., 2007; Nigusse et
al., 2019; Bernal-Ochoa et al., 2020).

Ademas, se ha descrito que el extracto de lupulo tiene propiedades
antioxidantes, ya que las humulonas y lupulonas mostraron dicha actividad

antioxidante e inhibicién de la peroxidacion lipidica (Kontek y et al., 2021).

1.6 ACEITE VOLATIL

Entre muchos metabolitos secundarios aislados de las plantas, se
destacan algunos, muy especiales, de amplio uso en diversas ramas de la
industria, medicina y en muchos productos empleados en la vida cotidiana, esta
clase de sustancia recibe el nombre de aceite esencial, aceite volatil, aceite
etéreo o esencia. Numerosas sustancias forman parte de la esencia, que es una
mezcla compleja de compuestos volatiles y de naturaleza quimica muy diversa.
(Stashenko, 2009).

Los aceites esenciales en las plantas pueden encontrarse en las
diferentes células oleiferas, en los canales secretorios, en las glandulas o en los
tricomas. El material vegetal, al ser sometido al vapor de agua, libera una mezcla

odorifera liquida (aceite esencial) de una gran variedad de sustancias volatiles,
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que recuerdan el olor, en forma muy concentrada, de la misma planta. Esta
mezcla puede tener desde 50 hasta mas de 300 sustancias quimicas y esta
compuesta por hidrocarburos terpénicos, sus derivados oxigenados, alcoholes,
aldehidos y cetonas, asi como éteres, ésteres, compuestos fendlicos,

fenilpropanoides y otros derivados. (Stashenko, 2009)

Se sabe que el aceite esencial de lupulo contiene una gran cantidad de
componentes volatiles, incluidos alcanos, monoterpenos y sesquiterpenos
oxidados simples (Farnsworth, 2008). Eri et al. (2000) detectaron 286 sustancias
quimicas distintas en el aceite volatil mediante cromatografia gaseosa, de las
cuales mas de 100 no fueron identificadas. Los constituyentes volatiles primarios
en todos los cultivares fueron los monoterpenos tales como mirceno, y los
sesquiterpenos [B-cariofileno y humuleno. Se demostré6 que en conjunto
comprenden entre el 57 y el 82 % del aceite volatil, dependiendo del cultivar y el
método de deteccion (Eri et al., 2000).

1.7 MODELOS EXPERIMENTALES EMPLEADOS PARA EL
ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD SOBRE MUSCULO LISO

Los experimentos en érganos aislados (“ex vivo”) permiten conocer sobre
qué tipo de receptor actua un compuesto quimico. Si hay un grupo de sustancias
que interactue con el mismo sistema receptor produciendo la misma clase de
efectos, es posible comparar sus respectivas propiedades de interaccion droga-
receptor. Por lo tanto, estos preparados pueden ser utilizados para obtener
informacion acerca de los efectos de principios activos obtenidos de plantas, y
de esta manera lograr un acercamiento a la definicion del mecanismo de accién

de estos principios activos (Consolini y Ragone, 2017).

Con el objeto de obtener los parametros de interaccion farmaco-receptor
se construyen curvas concentracion-respuesta (CCR), que consisten en un
barrido de los efectos producidos por un rango amplio de concentraciones del
agonista. Para el estudio de los efectos de extractos de origen vegetal se utiliza

el método de CCR acumulativa, dado que es el mas rapido para realizarlas y
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obtener los parametros correspondientes que caracterizan la interaccién droga-
receptor. El método consiste en el agregado de una serie de concentraciones
crecientes del agonista, hasta lograr el efecto maximo del tejido elegido. Luego
se realizan las mismas curvas en presencia de diferentes concentraciones del
extracto en estudio, y se comparan con las anteriores (controles). Este método
permitira deducir el tipo de interaccidn existente entre el extracto y los receptores
presentes en el preparado y calcular los parametros correspondientes a tal

interaccién (Consolini y Ragone, 2017).

En esta Tesis se emplearon los preparados aislados de intestino delgado,

vejiga y utero de rata.

1.7.1 MUSCULO LISO INTESTINAL

El intestino delgado esta formado por dos capas de musculo liso, el
longitudinal y el circular intestinal, y se encuentra inervado por las ramas
simpaticas y parasimpaticas del sistema nervioso autbnomo, cuyos axones
convergen en el plexo mientérico. La regulacion autondémica del musculo liso
intestinal se origina en dos sitios ganglionares, el plexo mientérico (Auerbach) y
el plexo submucoso (Meissner). El plexo mientérico separa y provee la inervacion
para la regulacion del ritmo de las dos capas musculares, interna circular y
externa longitudinal. Los movimientos peristalticos son miogénicos y accionados
por reflejos locales. EI movimiento pendular es el unico que perdura en el
intestino una vez aislado, y se debe a una actividad eléctrica marcapaso con
localizacion oscilante en el musculo, que genera pulsos de despolarizacion.
Estas ondas, cominmente conocidas como espigas, activan canales de Ca?*
tipo L que desencadenan el tono basal y contracciones pendulares. Esto se
comprueba porque la eliminacion del Ca?* del medio extracelular disminuye el

tono y el movimiento pendular (Mc Hale et al. 2006).

Los movimientos peristalticos intestinales son aumentados por la
activacion del sistema nervioso parasimpatico, que libera acetilcolina actuando

en receptores muscarinicos M1 y M3. Estos receptores se acoplan a la proteina
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Gq, la cual estimula al sistema de fosfolipasa C, que cataliza la formacion de los
segundos mensajeros IP3 y DAG. El DAG activa a la PKC y ésta fosforila y
consecuentemente activan a los canales tipo L de calcio. El proceso de
contraccion del musculo liso es mucho mas lento que el del musculo esquelético
o cardiaco, y esta regulado por la concentracion intracelular de Ca?*. Esta
aumenta luego del ingreso de Ca?* a través de los canales tipo L voltaje-
dependientes (canales sensibles a las dihidropiridinas) y eventualmente al ser

liberado por el reticulo sarcoplasmatico (Rang y Dale, 2008).

Por el contrario, el musculo liso intestinal es inhibido por el sistema
nervioso simpatico, del cual se libera noradrenalina (NA). Esta interactua con los
receptores a-2 presinapticos en la fibra colinérgica vagal, de manera que
reducen la liberacion de acetilcolina (Ach) y el peristaltismo. Sinérgicamente, la
adrenalina circulante estimula a los receptores (-2, los cuales median la
relajacion del musculo intestinal. La activacion de este receptor estimula la via
Gs/AC/AMPc/PKA que fosforila a la KCLM (quinasa de la cadena liviana de la
miosina) reduciendo la formacion del complejo Ca?*-calmodulina-KCLM vy la

consecuente contractilidad de las fibras musculares lisas (Rang y Dale, 2008).

En los experimentos se utilizé el preparado de porciones de duodeno e
ileon de rata aislados, los cuales conservan un movimiento pendular
consecuente a despolarizaciones a modo de marcapaso difuso. Mediante estos
preparados se evalud la accion del lupulo sobre la fuerza de contraccion de la
capa muscular longitudinal, ya que el preparado se ubica en una cuba de érgano
conectado a un transductor de fuerza en sentido longitudinal. Considerando que
la musculatura lisa del preparado es de bajo espesor, se puede aplicar el método
de superfusion, sumergiendo el tejido en la solucion nutriente (Tyrode) con el
requisito de mantener el tubo intestinal abierto para la circulacion del medio

oxigenado (Consolini y Ragone, 2017).
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1.7.2 MUSCULO LISO UTERINO

El musculo liso uterino tiene tanto inervacion simpatica como
parasimpatica. Los receptores muscarinicos presentes son de los subtipos M1y
M3, los que al igual que en intestino y demas musculos lisos viscerales estan
acoplados a una proteina Gq y conducen al aumento del influjo de Ca?* y el
consecuente aumento del tono uterino. La poblacién de receptores se modifica
con el estado hormonal, especialmente en la proporcion de los receptores
adrenérgicos de tipo a-2 y [B-2 adrenérgicos, aunque ambos conducen a

relajacion (Darios et al., 2012).

Ademas, el utero responde a otros agonistas, principalmente oxitocina,
serotonina (5-HT) y prostaglandinas (PGF2a), quienes disparan la activacion de
las corrientes de calcio tipo L. La oxitocina y la prostaglandina son los agentes
oxitécicos naturales encargados de desencadenar el parto, mientras Ach y SHT

ejercen un rol modulador menor en condiciones no gestantes (Kitchen, 1984).

Por otra parte, el tejido uterino aislado tiene una actividad eléctrica
espontanea que desencadena contracciones fasicas seguidas por relajaciones
hasta el tono basal. Las contracciones fasicas son originadas por la inactivacion
de canales de K*, lo cual provoca despolarizacion y consecuentemente la
activacion de canales de calcio tipo L (L-Ca?*). En cambio, la relajacion es
provocada por la inactivacion de dichos canales de Ca?* y la activacion de varias
clases de canales de K*, lo cual provoca repolarizacion o hiperpolarizacion. Entre
ellos, se han encontrado en el utero los canales de K* activados por Ca?* de gran
conductancia o "big K* channels" (BK), los canales de K* sensibles a ATP
(KATP), y al menos un canal de K* rectificador hacia el interior (Smith et al. 2007).
En el preparado de vejiga aislada de rata y superfundida en una cuba de 6rgano,
esta actividad espontanea se reduce bajando la temperatura desde 37 a 32 °C,
y empleando un medio extracelular con baja concentracion de calcio (solucion

de Jalon). Ademas, se aconseja inducir el estado de estro del animal por
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administracién subcutanea de un estrogeno 24 horas antes del experimento
(Kitchen, 1984).

1.7.3 MUSCULO LISO DE LA VEJIGA URINARIA

La vejiga esta formada por dos tipos de musculos lisos. Uno de ellos es el
detrusor, que es el musculo que forma la pared de la viscera y su contraccion
promueve la expulsion de la orina y el vaciamiento de la vejiga. El segundo
musculo es el trigono, quien hace las veces de esfinter, permitiendo la salida de
la orina hacia la uretra y los uréteres cuando se relaja, y el llenado adecuado
mientras esta contraido. Los dos musculos lisos reciben una regulaciéon externa
a cargo del sistema nervioso autbnomo, que mediante la rama parasimpatica
dispara simultaneamente la contraccion del detrusor y la relajacion del trigono
para promover la miccion. Por otra parte, la activacion de la via simpatica

promueve los efectos opuestos durante los periodos de llenado de la vejiga.

Estos musculos lisos tienen un potencial de membrana caracteristico,
regulado por diversas corrientes idnicas. En el detrusor juegan un rol importante
los canales de K* dependientes de voltaje y de Ca?*, conocidos como "big
channels" por su gran conductancia (BK, BKCa, MaxiK, Slo1, o KCa1.1). Los
canales BK controlan la excitabilidad y contractilidad del detrusor, manteniendo
el potencial de reposo (Em) y dando forma a la fase de repolarizacion de los
potenciales de accién espontaneos que determinan la automaticidad o ritmo
contractil espontaneo, y la activacion por distension. En el detrusor, estos
canales tienen complejos mecanismos regulatorios que involucran sefiales
integradas de Ca?* intracelular, proteinquinasas, fosfodiesterasas, y estrechas
interacciones funcionales con los receptores muscarinicos que inician la
contraccion, y los B-adrenérgicos que disparan la relajacion. En algunas
patologias de la vejiga como la hiperactividad del detrusor, esta implicada una
alteracion del canal BK (Petkov, 2014).
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1.8 ESTUDIOS DE CONDUCTA EN RATONES

Los estudios de farmacos que tienen efectos sobre la conducta
(estimulacion, sedacion, ansiolisis, etc.) se realizan tradicionalmente en ratones,
por ser animales con gran actividad espontanea de locomocion y exploracion.
Han sido validados en la bibliografia internacional mediante el uso de farmacos
con las respectivas actividades (control positivo) y en comparaciéon con la
actividad en ratones tratados con el vehiculo o solucidn fisiolégica (control
negativo) (Wikinski, 2017).

Los tests empleados en la presente tesis responden a los siguientes

fundamentos:

1.8.1- TEST DE CAMPO ABIERTO
Permite evaluar el comportamiento espontaneo de movilidad o
locomocién, y de exploracidn. Los sedantes reducen ambas actividades,

mientras los farmacos estimulantes los aumentan.

1.8.2- TEST DEL LABERINTO EN CRUZ ELEVADO

Permite evaluar actividad ansiolitica. Se basa en el comportamiento
natural de preferencia del raton, que deambula durante mas tiempo en las ramas
oscuras y protegidas del laberinto (control negativo). Sin embargo, el tratamiento
con un farmaco ansiolitico le reduce la aprehensién natural, por lo que se

aventura a los espacios abiertos del laberinto (conducta desinhibida).

1.8.3- TEST DE SUPRESION DEL ALIMENTO

Permite evaluar actividad ansiolitica. Se basa en que el ratén hambriento
tendra cierta demora en alimentarse cuando se le presenta el alimento en una
zona iluminada y abierta (conflicto entre satisfacer su necesidad y enfrentar la
aprehension de un ambiente de peligro). El ansiolitico reduce el tiempo en que

el ratdn se alimentard, por disminuir esa aprehensiéon (conducta desinhibida).
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1.9 HIPOTESIS DE TRABAJO PARA LA TESIS

A- Considerando los usos medicinales tradicionales del lupulo, y la
composicidn fitoquimica rica en flavonoides, se hipotetiza que el extracto de

lupulo puede tener las siguientes actividades farmacoldgicas:

a) actividad antiespasmaddica en musculo liso visceral,

b) actividad ansiolitica y/o sedante

B- La actividad farmacolégica depende de la presencia de flavonoides en
la “huella digital” obtenida por HPLC.

C- Es posible encontrar caracteristicas micrograficas para caracterizar las

muestras botanicas.
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2. OBJETIVOS DE LA TESIS

31



d)

2.1 OBJETIVOS GENERALES

Estudiar las bases farmacoldgicas del uso tradicional de las partes
aeéreas, incluyendo las inflorescencias femeninas, de Humulus lupulus L.,

como antiespasmaodico y sedante.

Evaluar el perfil fitoquimico que caracteriza la muestra y determina las

actividades farmacoldgicas.

Efectuar estudios morfolégicos y anatomicos de las hojas y bracteolas
para caracterizar elementos de diagndstico, a fin de asegurar la correcta
identificacion de la especie fundamentalmente cuando se encuentra en

polvo o fragmentada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar la actividad antiespasmoddica del extracto acuoso de Humulus
lupulus en sistemas ex vivo como los preparados de musculo liso aislado

de rata (intestino, vejiga y utero), y el mecanismo de accion.

Evaluar en sistemas in vivo la posible actividad ansiolitica/sedante en

ratones.

Identificar la presencia de fitoestrogenos, isoflavonas y otros flavonoides

en muestras comerciales de H. lupulus.

Analizar las caracteristicas micrograficas de las partes aéreas incluyendo

las inflorescencias femeninas, de muestras comerciales de H. lupulus.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 MATERIAL VEGETAL

Para los estudios fitoquimicos, farmacologicos y anatomicos, se
utilizaron partes aéreas (pa) de lupulo (hojas, tallos, bracteas, conos) adquiridas
en la Farmacia Homeopatica Argentina, de la ciudad de La Plata (provincia de
Buenos Aires, Argentina) e inflorescencias femeninas (f) enteras procedentes de
un cultivo de lupulo de las afueras de La Plata (Los Hornos), colectadas en
noviembre de 2021, frescas y luego secadas al aire. También se trabajo con
polvo de las inflorescencias de Iupulo cultivado en la ciudad de EIl Bolsén,
provincia de Rio Negro, Patagonia Argentina (Variedad Cascade en flor),
producido para fines comerciales (lote 01 de la cosecha 2019, conteniendo 9 %
de acidos alfa segun lo informado en el envase correspondiente como se

muestra en la Figura 10).

El estudio botanico se realizé sobre el material fresco de la plantacion de

l[upulo de la ciudad de La Plata.

Los estudios farmacologicos de CCR en tejidos viscerales de rata se
hicieron con tintura de la muestra de lupulo adquirido en la Farmacia Argentina

de la ciudad de La Plata.

Los estudios in vivo en ratones se hicieron con tintura a partir de las
inflorescencias de lupulo de El Bolsén, y con extracto acuoso del lupulo colectado

en las afueras de La Plata.

El material vegetal fue caracterizado en el area de Botanica de la Facultad

de Ciencias Agrarias y Forestales, de la Universidad Nacional de La Plata.
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VARIEDAD: CASCADE en FLOR
COSECHA: 2019

LOTE: 01
(S cIDOS ALFA: 9,0%

Figura 10. Material correspondiente a lupulo procedente de El Bolsén, provincia de Rio Negro,
Patagonia Argentina (Foto de Lucia Lojano Gutierrez).

3.2 EXTRACTOS PARA ESTUDIOS FARMACOLOGICOS

3.2.1 PREPARACION DE LA TINTURA MADRE DE LUPULO

La tintura madre (Tm) se prepard a partir de 3 muestras: partes aéreas
adquiridas en farmacia homeopatica de la ciudad de La Plata, inflorescencias
desecadas colectadas en la ciudad de La Plata, y flores de la variedad Cascada

en Flor provenientes de El Bolsén.

Para la preparaciéon de Tm al 10 % de la respectiva muestra de Humulus
lupulus, se pesaron 10 g del material vegetal. EI mismo fue triturado en un
mortero, se trasladd a un envase color ambar, se le agregd 100 ml de etanol 70°
y se dej6 en maceracion a temperatura ambiente, por un periodo de 48 h.
Posteriormente los extractos fueron filtrados. El rendimiento de esta tintura se
calculé por evaporaciéon y pesado, resultando ser en promedio de 27,4 % p/p (g
extracto seco/g droga seca). Dado que la tintura original (10 % p/v) fue diluida

para realizar los experimentos farmacolégicos, los resultados de concentracion

35



de la tintura se expresan en masa de lupulo por mililitro de solucion en las CCR
(y/o en % p/v), y en base a este rendimiento fueron convertidos a masa del
extracto seco por mililitro de solucion en la leyenda de cada figura.

3.2.2 PREPARACION DE LA DECOCCION DE LUPULO

La preparacién del extracto acuoso se realizé mediante una decoccién al
5 % p/v de dos tipos de muestra: inflorescencias desecadas (origen La Plata) y
la muestra de inflorescencias (origen El Bolsén) de Humulus lupulus, para lo cual
se pesaron 5 g previamente triturados en un mortero de la droga vegetal. En un
envase se agregaron 100 ml de agua destilada, y se lo mantuvo en ebullicion
suave durante 20 minutos (evitando evaporacion con un vidrio de reloj sobre el

Erlenmeyer). Finalmente se dej6 enfriar y luego se filtrd.

Los extractos (tintura y decoccidn) se prepararon segun las directrices de
la Farmacopea Argentina, VII Ed. En la Figura 11 se observan detalles iniciales

del proceso de extraccion.

Figura 11. Proceso de extraccién de tintura madre e infusion.
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3.3 ANIMALES EMPLEADOS EN LOS ESTUDIOS
FARMACOLOGICOS

Los animales utilizados fueron ratas Wistar (para el estudio de la actividad
antiespasmaodica) y ratones Swiss (para el estudio de los efectos en conducta).
Todos ellos fueron mantenidos en el bioterio de la catedra de Farmacologia bajo
un ambiente estandarizado acorde a las necesidades de los animales y
condiciones controladas de 12 h luz —12 h oscuridad, a 24 °C, y con alimento y
agua ad libitum, a menos que el ensayo a realizar tuviera algun requerimiento

especifico en cuanto a este aspecto.

El manejo de los animales de experimentacion se realizd bajo los
principios y normas internacionales, publicados en la guia para el uso y cuidado
de animales de laboratorio por el Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos (publicacion del NIH #85-23 revisado en 1985). La eutanasia y los
procedimientos realizados en cada uno de los ensayos utilizados fueron
aprobados por el Comité Institucional para el cuidado y uso de animales de
laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.

Los protocolos autorizados fueron los siguientes:

N°001-29-18 (Protocolo para el estudio farmacolégico de plantas medicinales en
preparados aislados de musculo liso intestinal, vesical y uterino de rata), el cual
fue seguido para la realizacion de las curvas concentracion-respuesta en

duodeno e ileon, utero y vejiga aislados de rata.

N° 005-29-18 (Protocolo para el estudio farmacolégico de extractos de plantas
medicinales en el comportamiento en ratones), el cual fue seguido para la

realizacidn de los test para evaluar actividad sedante y ansiolitica.

3.4 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIESPASMODICA

Para obtener los 6rganos aislados, se utilizaron ratas Wistar de 200-250
g de peso, de ambos sexos. Previo ayuno de 12 horas, los animales fueron
sacrificados con sobredosis de pentobarbital (40 mg/kg via intraperitoneal) y

analgesia profunda con tramadol (10-20 mg/kg S.C.). Luego se procedid a
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extraer el intestino delgado (duodeno e ileon), la vejiga y el utero, segun

correspondia.

La actividad antiespasmodica se evalué en estudios ex vivo mediante
curvas de concentracion-respuesta (CCR) del agonista muscarinico carbacol
(Cbl), en ausencia y presencia de diversas concentraciones del extracto
alcohdlico (tintura) de lupulo. Para evaluar los efectos de las tinturas a nivel de
los canales de calcio del musculo liso intestinal de rata, se efectuaron protocolos
de CCR de calcio en medio despolarizante de alta [K*] (40 mM), en ausencia y

presencia de diversas concentraciones del extracto de lupulo.

3.4.1 SOLUCIONES Y DROGAS EMPLEADAS

Solucién Tyrode (concentraciones en mM): 8,0 NaCl, 2,0 KCI, 2,6 MgClz, 1,0
NaHCOs, 1,3 NAH2PO4, 1,0 glucosa, 1,8 CaCl2 para intestino. El burbujeo se
efectud con aire lo cual determina un pH de 8,2 que es considerado el 6ptimo
para el intestino aislado (Livingstone y Livingstone, 1970; Hamada y col., 1997;
Ragone et al., 2007).

Tyrode sin Calcio (0-Ca?*): misma composicion de la solucion Tyrode, pero sin

el agregado de CaClz.

Tyrode 0-Ca?*- 40 mM K*: con agregado de 0.6 ml de solucion de KCl al 10 %
en la cuba de 20 ml de Tyrode 0-Ca?*.

Soluciéon De Jalon para tejido uterino (en mM): 9,0 NaCl, 0,5 NaHCOs, 0,5
glucosa, 0,4 KClI, 0,1 CaClz, burbujeo con aire (Kitchen, 1984; Gavilanez-Bufiay
etal., 2018).

Soluciones para las curvas concentracion-respuesta de carbacol: se preparé una
solucion madre de 2000 pg/ml de carbacol, a partir de la cual se realizaron
diluciones con el fin de obtener las siguientes concentraciones: 1, 2, 7, 20, 70,
200, 700 y 1000 pg/ml. De ellas se agrego sucesiva y acumulativamente 0,2 ml

de cada concentracion en 20 ml de Tyrode (dilucion 1/100 en la cuba).
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Soluciones para las curvas concentracion-respuesta de Calcio: Se prepard una
solucion madre de 500 pg/ml de CaClz a partir de la cual se realizaron diluciones
con el fin de obtener las siguientes concentraciones: 0,882, 1,75, 5,3, 18,5, 56,
186 pg/ml que se agregaron sucesiva y acumulativamente a razén de 0,2 ml de
cada concentracién en 20 ml de Tyrode 0-Ca?*-40 mM K (dilucion 1/100 en la

cuba).

Vehiculo etandlico: solucion de etanol 70° sin el agregado de la droga vegetal en
estudio. Luego se diluyd en igual proporcion que la tintura para evaluar su efecto
en las CCR.

Tintura madre de lupulo (TM): se diluy6 la TM al 20 % en agua destilada con
concentraciones resultantes de 1, 3, 10, 25 mg de droga seca/ml, de las cuales
se agrego secuencialmente un volumen de 0,2 ml a la cuba conteniendo 20 ml

de Tyrode, en las CCR de carbacol y Calcio (dilucion 1/100 en cuba).

3.4.2 PREPARADOS BIOLOGICOS EX VIVO

3.4.2.1 INTESTINO AISLADO DE RATA

Una vez sacrificada la rata se aislaron los duodenos e ileons, se cortaron
trozos de aproximadamente 2 o 3 cm de longitud, se colocaron en cubas de doble
camisa termostatizadas a 37 °C conteniendo 20 ml solucién Tyrode y burbujeo
constante de aire, a pH 8,2 (Livingstone y Livingstone,1970; Ragone et al.,
2007).

Los trozos de intestino se montaron longitudinalmente en cada cuba, el
extremo inferior fue sujetado a un soporte fijo, mientras que el extremo superior
se conectdé mediante un hilo de cirugia a un transductor de fuerza isométrico
(WPI Instruments, USA) con el fin de registrar la tension desarrollada por los
organos. La senal eléctrica (en voltios) fue amplificada (WPI, USA) y registrada
en la computadora a través del programa Eagle ® (USA).
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3.4.2.2 VEJIGA AISLADA DE RATA

En las mismas ratas empleadas para extraer el intestino delgado, se
extirpd la vejiga entera, la cual fue cortada longitudinalmente en 2 porciones que
se montaron en respectivas cubas para bano de 6rgano. Se utilizdé la misma
solucion Tyrode que aquella empleada para intestino aislado, a 37 °C, a pH 8,2

(Livingstone y Livingstone,1970; Gavilanez Bufiay et al. 2018).

El extremo correspondiente a la base de la vejiga se ligd a un soporte fijo
inferior, y el extremo superior se ligd mediante hilo de cirugia conectado a un
transductor de fuerza. De esta forma, se detecto la contraccion producida por el

musculo detrusor, estimulado mediante agonistas colinérgicos.

3.4.2.3 UTERO AISLADO DE RATA

En ratas hembra, ademas del intestino aislado se extirparon los 2 cuernos
uterinos, los cuales fueron separados y montados en respectivas cubas de
organo conteniendo 20 ml de solucién de Jalon a 34 °C (Bernal-Ochoa y et al.
2021). Esta solucion posee baja [Ca?*] por lo cual reduce la actividad de grandes

ondas contractiles propias del utero.

3.4.3 CURVAS CONCENTRACION - RESPUESTA (CCR) DE
CARBACOL

Para el estudio de la actividad antiespasmddica de los extractos de la
especie en estudio se realizaron curvas concentracion-respuesta acumulativas,
metodologia que ha sido descrita previamente por el grupo de trabajo (Ragone
et al., 2007).

Luego de un periodo de estabilizacion, en cada preparado se efectuaron
dos curvas control (en ausencia de tintura y/o vehiculo) con el agregado de 0,2
ml de cada concentracién de carbacol en orden creciente (0,01, 0,02, 0,07, 0,1,
0,2, 0,7, 2 yg/ml solucién Tyrode), hasta obtener la maxima respuesta contractil

(efecto maximo, Emax). El Emax de la segunda CRC fue considerado como
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referencia (100 %) para calcular la respuesta porcentual de cada una de las

concentraciones agregadas.

Posteriormente a las CCR control, se realizé6 una CCR con 0,2 ml del
vehiculo etandlico en dilucion similar a la de mayor concentracion de tintura (1:8
o alrededor de 9 % de etanol) para cada preparado. A continuacion, en cada
preparado se realizaron curvas con concentraciones unicas de la tintura de
lupulo, agregando 0,2 ml de cada dilucion de la serie desde la de menor a la de
mayor concentracion. La tintura se agreg6 5 minutos previos a la realizacién de
la CCR y se mantuvo el extracto en contacto durante la misma. Las CCR fueron

analizadas referidas al Emax del control inicial o del vehiculo segun corresponda.

3.4.4 CURVAS CONCENTRACION - RESPUESTA (CCR) DE
CALCIO

Previamente se realiz6 una estabilizacion de los preparados de érgano
aislado en medio de Tyrode con Ca?*, constatando la respuesta contractil a
carbacol. Posteriormente, se reemplazo con medio de Tyrode 0-Ca?*, para iniciar
las CCR control de calcio. Una vez estabilizado el tejido sin calcio, se agregaron
0,6 ml de la solucién de KCl al 10 % para llevar la concentracion de potasio a 40
mM, y se realiz6 la respectiva CCR de Ca. Para ello, se adicionaron
sucesivamente 0,2 ml de cada concentracion de Ca?*, en orden creciente (ver la
serie en el punto sobre Soluciones), hasta registrar el Emax (100 %). Se
realizaron curvas sucesivas en presencia del respectivo vehiculo, y de
concentraciones unicas de la tintura de lupulo, en orden creciente de
concentracion. El esquema de tratamiento con el vehiculo y la tintura fue similar

al empleado en las CCR de carbacol.

Las CCR se analizaron referidas al Emax, obtenido en las curvas control
o vehiculo segun corresponda, como fue descripto antes (Ragone et al., 2007;
Gavilanez Bufay et al., 2018; Bernal-Ochoa et al., 2021).
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3.5 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD CENTRAL

Se evalud el efecto de los extractos de lupulo en dos pruebas de conducta:

a) la actividad espontanea locomotora y exploratoria de ratones en el test

de campo abierto.

b) la actividad ansiolitica en el test de supresion de alimento, y en el test de

laberinto en cruz elevada.

3.5.1 SOLUCIONES Y DROGAS EMPLEADAS

Controles negativos:

Solucion fisiolégica (SF), solucion estéril de cloruro de sodio al 0,9 % (p/v).
Extracto etandlico de lupulo (tintura al 20 % p/v) diluido a diversas dosis.
Controles positivos:

Diazepam (Roche ®, Argentina): a partir de ampollas de 10 mg/2 ml, se
administraron las dosis de 0,3 y 1 mg/kg (para prueba de campo abierto), y se
administré una dosis de 0,3 mg/kg (para tests de ansiolisis, de supresion de

alimento y laberinto en cruz).

3.5.2 TEST DE CAMPO ABIERTO EN RATONES

El test conocido como “open-field” (OF) se realizé utilizando una caja
blanca de 30 x 50 cm, con paredes de 27 cm de alto, el piso de la caja dividido
en 15 cuadrados de 10 x 10 cm, trazados con lineas negras, en condiciones de

baja luminosidad.
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Los ratones se dividieron aleatoriamente en grupos, con seis individuos
cada uno, a los cuales se les inyectaron via i.p. 0,1 ml por cada 30 g de peso del

ratdn, de los siguientes tratamientos

1) solucion fisiologica (control negativo), y vehiculo etandlico (etanol de 70°)

2) diazepam, dosis 0,3 mg/kg (control positivo ansiolitico)

3) diazepam, dosis 1 mg/kg (control positivo sedante)

3) extracto etandlico de lupulo al 1 % del cultivo de La Plata, dosis de 33 mg/kg
4) extracto etandlico de lupulo al 3 % del cultivo de La Plata, dosis de 100 mg/kg

5) extracto etandlico de lupulo al 10 % del cultivo de La Plata, dosis de 330 mg/kg

En otra serie se compard la actividad de una decoccion de lupulo
proveniente de la muestra de conos de lupulo de la Patagonia (empleada en la

elaboracién de la cerveza), ensayando los siguientes grupos

1) solucion fisiologica (control negativo)

2) diazepam, dosis 1 mg/kg (control positivo sedante)

3) extracto acuoso de lupulo al 1 %, dosis de 33 mg/kg de lupulo de El Bolson
4) extracto acuoso de lupulo al 3 %, dosis de 100 mg/kg de lupulo de El Bolsén

5) extracto acuoso de lupulo al 10 %, dosis de 330 mg/kg de lupulo de El Bolsén

Cada animal se colocd en un extremo de la caja, permitiendo su libre
exploracion durante 5 minutos, se grabd en videocamara con el fin de analizar
de forma simultanea los comportamientos de locomocion y exploracién

espontaneas. A saber:

a) Locomocién espontanea, a partir del numero de lineas cruzadas por

ambas patas delanteras del raton.
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b) Actividad exploratoria, mediante el conteo del numero de veces que el

ratdbn mantuvo su cuerpo erguido apoyado sobre sus patas traseras.

c) Numero de acicalamientos como estimacion de la emocionalidad.

La medicién fue repetida cada 30 minutos para cada raton. Se efectud la
primera medida (tiempo 0) antes de inyectar el extracto con el fin de analizar su
comportamiento basal. Luego de la inyeccion se realizaron cuatro medidas a los

30, 60, 90 y 120 minutos, respectivamente (Ragone et al., 2010).

3.5.3 TEST DE SUPRESION DEL ALIMENTO

Los ratones con previo ayuno de 24 horas se colocaron individualmente
en pequefas cajas-casa, para habituarlos durante 30 min y administrarles las
soluciones a inyectar via i.p. Después de 1 h, cada raton se colocé en la misma
esquina de una caja de madera de 40 x 40 x 30 cm, la cual contenia en su centro
un papel de filtro circular blanco de 11 cm de didmetro con un simple “pellet” de
alimento en su centro. Se midi6 el tiempo de latencia que el ratdn demord para
acercarse e iniciar la alimentacion. Inmediatamente antes de que coma el primer
bocado, el raton fue dispuesto en su caja-casa individual con un unico pellet
previamente pesado. La actividad ansiolitica esta en relacion inversa con el
tiempo de latencia. Después de 5 min se pesd el mismo pellet, y por diferencia
se calculd la cantidad de alimento consumida por el raton (Jung et al. 2014).
Finalmente, los ratones se volvieron a colocar en la gran casa-jaula compartida,

con agua y alimento ad libitum. Se evaluaron los siguientes grupos:

1) Solucidn fisioldgica.

2) Vehiculo (etanol de 70°) como control negativo.

3) Diazepam (0,3 mg/kg) fue usado como compuesto de referencia o control
positivo de ansiolitico.

4) Tintura de conos de lupulo de El Bolsén (33 mg lupulo/kg).

5) Tintura de conos de lupulo de El Bolsén (100 mg lupulo/kg).
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3.5.4 TEST DEL LABERINTO EN CRUZ ELEVADA (TLCE)

El LCE consistié en una cruz de madera negra ubicada a una altura de 50
cm, compuesto de 2 brazos con paredes de 15 cm de alto ubicadas enfrentadas
entre si (ramas cerradas), y las otras 2 ramas sin paredes (ramas abiertas). Cada
brazo media 5 x 30 cm y la zona central 5 x 5 cm. Cada ratdén, al que se le
administré 30 min antes la solucion a ensayar por via i.p., se ubicé en la zona
central, permitiendo la libre exploracion durante 5 min. La entrada a cada brazo
se considerd cuando las 4 patas estaban dentro de éste. Se calculd el niumero
de veces que el ratdon entraba a los brazos abiertos y a los cerrados, y el tiempo
total de permanencia en cada brazo (Wasowski y Marder, 2011). El laberinto se
limpiaba con alcohol y algodon seco entre cada uno de los ratones. Permite
evaluar actividad ansiolitica cuando los ratones aumentan su permanencia en

las ramas abiertas.
Se ensayaron los siguientes tratamientos:

1. Tintura de conos de lupulo del cultivo de La Plata al 1 % (dosis 33 mg/kg).

2. Tintura de conos de lupulo del cultivo de La Plata al 0,75 % (dosis 25
mg/kg).

3. Diazepam 0,3 mg/kg.

4. Vehiculo etandlico en solucion fisiologica.

3.6 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Todos los datos obtenidos se expresaron como media £ ESM (n).

Los datos obtenidos de las CCR de carbacol y calcio fueron analizados
con el programa Graph Pad Prisma versién 8.01. Para comparar las respectivas
CCR se utiliz6 el método estadistico ANOVA de dos vias considerando como

variables el tratamiento y log [agonista]. Se realizaron las comparaciones
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multiples a posteriori con la CCR control mediante los post-test de Tukey. En
todas las comparaciones estadisticas se considerd un nivel de significancia de p
< 0,05.

Los datos obtenidos de las pruebas de comportamiento se analizaron con
el programa Graph Pad Prisma versién 8.01, utilizando el método estadistico
ANOVA de 1 via seguido por el test de Dunnett, considerando para todos los

casos un nivel de significancia de p < 0.05.

3.7 METODOLOGIA PARA ESTUDIOS BOTANICOS

Para los estudios botanicos se estudié material vegetal de la coleccion del
Herbario LPAG de la Facultad de Agronomia, Universidad Nacional de La Plata,

indexado en The Herbaria of the world” (Holmgren et al., 1990).

Una muestra de las inflorescencias desecadas empleadas en esta tesis, se
depositdé en el Herbario del Museo de Botanica y Farmacognosia, “Carlos

Spegazzini” (LPE) de la Facultad de Ciencias Exactas UNLP.

Los resultados de estos estudios se compararon con una muestra comercial de

lupulo adquirida en una farmacia de la ciudad de La Plata.

3.7.1. MATERIAL ESTUDIADO: ARGENTINA

Humulus lupulus L. Provincia de Buenos Aires, Partido La Plata, Facultad de
Agronomia, UNLP, 1951, Montaldi 333 (LPAG).

3.7.2 MICROSCOPIA OPTICA

El material de herbario se hidraté durante 72 h en agua mas una gota de
detergente, en estufa a 25-30 °C y se conservo en una solucion de formaldehido,
acido acético y alcohol etilico al 70 % (FAA 70) (Johansen, 1940). El mismo

procedimiento se uso6 para el material proveniente de la muestra comercial.
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Se estudiaron los caracteres topograficos del tejido epidérmico de hojas en
completo estado de desarrollo y de las bractéolas de las inflorescencias
pistiladas, logrando la clarificacion (transparencia) del material vegetal
empleando dos técnicas de diafanizacién: la técnica de Dizeo de Stritmatter
(1978) y la técnica de Arambarri (2018). Esta ultima se aplicé para lograr la

diafanizacion de las bractéolas.

3.7.3 TECNICA DE DIZZEO DE STRITMATTER

1. El material previamente fijado en FAA, se coloca en un vaso de precipitado

con alcohol de 96° y se lleva a ebulliciéon 10 minutos.

2. Transcurrido ese tiempo se pasa a una solucion de alcohol de 96° y NaOH al

5 % en partes iguales. Se lleva a ebullicion durante 1 minuto.

3. Se efectuan varios lavados hasta que el agua queda totalmente limpia.

4. El material lavado se introduce en una solucion de NaClO al 50 % y se deja

hasta tornarse transparente.

6. El material transparente se lava con agua destilada hasta la desaparicion

completa de restos de hipoclorito.

7. El material se coloca en hidrato de cloral (5 g en 100 ml de agua destilada) el

tiempo necesario hasta quitarle opacidad.

8. El material transparente de hoja fue lavado, coloreado con solucion alcohdlica

de safranina O al 80 % y montado con gelatina glicerina (Zarlavsky, 2018).

3.7.4 TECNICA DE ARAMBARRI

1. En un pote de vidrio se vierten los reactivos hidroxido de sodio al 5 % e
hipoclorito de sodio al 5 % en partes iguales (1: 1).

2. Con una pinza se toma el material y se sumerge en la solucion de reactivos.
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3. El recipiente tapado, rotulado y sin agitar se mantiene a temperatura ambiente,

realizando el control visual de la decoloracién del material.

4. Cuando el material se ha decolorado, con la pinza, se extrae del recipiente y
se somete al lavado. El lavado se hace minimo dos veces, en agua comun o
agua destilada ya que luego se lo pasa a otra caja de Petri conteniendo
hipoclorito de sodio al 50 % donde se completa la decoloracion, generalmente
en unos segundos o minutos. El material totalmente decolorado se lava 3-5
veces, en cajas de Petri, por lo menos los tres ultimos lavados con agua

destilada.

5. Una vez lavado se sumerge en una soluciéon de hidrato de cloral al 5 % que
se ha vertido en otra caja de Petri que se tapa, rotula y deja como minimo 24

horas.

El material clarificado se tiid con una solucién de safranina alcohdlica al 80 %
siguiendo la técnica de tincion simple (Zarlavsky, 2018) y se mont6 en gelatina

glicerina.

Las observaciones de ambas epidermis foliares, asi como las bractéolas
de la inflorescencia pistilada y las microfotografias se efectuaron con un

microscopio optico Gemalux equipado con una camara color PAL CCD.

La terminologia y tipos de estomas estan de acuerdo con Metcalfe y Chalk
(1979).

3.8 METODOLOGIA PARA ANALISIS FITOQUIMICOS

Los estudios se realizaron mediante una estadia de investigacion, en los
laboratorios de Farmacognosia y Quimica Biolégica I, del Grupo de
Investigacion en Quimica, Bioactividad y Metabolismo de Recursos Naturales

Patagonicos (GQBMRNP) y del Laboratorio de Cromatografia e Instrumental
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(LACROMI — AAlI), perteneciente al Centro Regional de Investigacion y
Desarrollo Cientifico Tecnoldgico (CRIDECIT), Facultad de Ciencias Naturales y
Ciencias de la Salud (FCNyCS) de la Universidad Nacional de la Patagonia San
Juan Bosco (UNPSJB), Comodoro Rivadavia, Chubut, lugar de trabajo del

codirector de esta tesis Dr. Osvaldo Ledn Coérdoba.

3.8.1 OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL

Las drogas vegetales utilizadas fueron partes aéreas (pa) adquiridas en
la Farmacia Homeopatica de la ciudad de La Plata e inflorescencias femeninas
secas (fl) procedentes de un cultivo de lupulo de El Bolsén, Provincia de Rio

Negro.

e |as partes aéreas (pa) fueron reducidas a polvo mediante un molino de

paletas provisto de un tamiz de malla 20 (Figura 12).

e Las inflorescencias se secaron y luego fueron trituradas en un mortero

debido a la adherencia del material (Figuras 13 y 14).

Figura 12. Molino de paletas con tamiz de malla 20 (GQBMRNP - CRIDECIT, FCNyCS,
UNPSJB, Foto de Lucia Lojano Gutierrez).
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Figura 13. Secado de Inflorescencias de lupulo a temperatura ambiente, bajo techo y al abrigo
de la luz (GQBMRNP - CRIDECIT, FCNyCS, UNPSJB, Foto de Lucia Lojano Gutierrez).

Figura 14. Trituracién de inflorescencias secas de lupulo en mortero (GQBMRNP - CRIDECIT,
FCNyCS, UNPSJB, Foto de Lucia Gutierrez).
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3.8.2 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

3.8.2.1 EXTRACCION CON ETANOL DE 70°

Se prepararon extractos con etanol de 70° mediante maceracion a
temperatura ambiente durante 24 h, de las partes aéreas y de las inflorescencias,
empleando 35 g de la droga en cada caso y 200 ml de etanol de 70° para las
partes aéreas (pa) y 300 ml de etanol de 70° para las flores (fl). Los extractos se
separaron de los marcos correspondientes mediante centrifugacion refrigerada
empleando un rotor que permitié centrifugar a 10000 r.p.m. (Figura 15). Los
extractos se denominaron EOLpa y EOLSfl, respectivamente. Los marcos fueron
secados a temperatura ambiente y pesados. Los extractos se concentraron en
un evaporador rotatorio a presion reducida (Bucci), se llevaron a sequedad en
una estufa de vacio y se pesaron a fin de obtener los rendimientos de la

extraccion etandlica en cada caso.

—ROTING asg

Figura 15. Centrifuga refrigerada utilizada para recuperar los extractos de lipulo de los
correspondientes marcos (GQBMRNP - CRIDECIT, FCNyCS, UNPSJB, foto: Carmita Lucia
Lojano Gutierrez).

3.8.2.2 EXTRACCION ACUOSA
Se efectué mediante infusion tratando 10 g de las partes aéreas y 10 g
de las inflorescencias procesadas como se indicé anteriormente, con 200 ml de
agua recién hervida previamente durante 5 min, al 5 % p/v, durante 20 minutos.
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Posteriormente los infusos asi obtenidos se recuperaron tras centrifugacion

refrigerada y se secaron mediante liofilizacion (Figura 16).

Figura 16. Preparacion de extractos mediante Infusion de las partes aéreas y las flores de
Humulus lupulus (Cannabaceae). (GQBMRNP, CRIDECIT, FCNyCS, UNPSJB, foto de Lucia
Lojano Gutierrez).

3.8.2.3 EXTRACCION CON CLOROFORMO
Dos gramos de cada muestra se trataron con 30 ml de cloroformo durante
2 h a temperatura ambiente, con agitacion magnética. Posteriormente se filtraron

y se llevaron a seco a temperatura ambiente.

3.8.2.4 EXTRACCION CON ETER ETILICO

Un gramo tanto de las pa como las fl se maceraron con 15 ml de éter
etilico durante 2 h a temperatura ambiente, se filtraron y llevaron a seco a
temperatura ambiente durante 24 horas.

3.8.2.5 EXTRACCION MEDIANTE DESTILACION POR ARRASTRE CON VAPOR
DE AGUA

Las fl de lupulo fueron colocadas en el equipo destilador y sometidas a

extraccion mediante arrastre con vapor de agua. El aceite esencial y el agua

52



aromatica resultante fueron colectados una vez separadas las fases

naturalmente.

3.8.2.6 RENDIMIENTO
Se pesd cada extracto seco y se calculd el rendimiento en base al peso
de la muestra inicial sometida a la correspondiente extraccion. Por otro lado, los

marcos fueron también secados a temperatura ambiente y pesados.

3.8.2.7 RECONSTITUCION DE LOS EXTRACTOS PARA ESTUDIOS
POSTERIORES

Se pesaron 10 mg de cada extracto seco y se retomaron con 10 ml del

mismo solvente empleado para su extraccién nuevamente.

3.9 CARACTERIZACION QUIMICA

Cada extracto seco “etandlico infusion, cloroformico, éter etilico”, una vez

pesado para determinar el rendimiento, se trabajé de la siguiente forma:
a) Se pesaron 10 mg y se retomaron con 10 ml de etanol 96°.

b) Se pesaron 10 mg y se retomaron con 10 ml de agua destilada.
C) Se pesaron 10 mg y se retomaron con 10 ml de cloroformo.

d) Se pesaron 10 mg y se retomaron con 10 ml de éter etilico.

Sobre los extractos retomados en los solventes indicados, se realizaron
las reacciones cualitativas clasicas y usuales para la caracterizacion de grupos
quimicos (Rondina y Coussio, 1989; Harborne, 1991; Pinto Vitorino et al., 2004),

las cuales se detallan a continuacion.

3.9.1 HIDRATOS DE CARBONO: REACCION DE MOLISCH (A- NAFTOL EN
ETANOL AL 10 % P/V)
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Se colocé en tubos de ensayo, 1 ml de cada muestra preparada segun se
indico en a) y en b); se les agregaron 2 gotas del reactivo y cuidadosamente por

las paredes del tubo, 0,2 ml de H2SO4 concentrado.

La observacion en la interfase de un anillo de color purpura violaceo, es indicativa

de la presencia de hidratos de carbono.

3.9.2 FLAVONOIDES: REACCION DE SHINODA

A 1 ml de cada muestra obtenida segun se indicé en a) y en b), dispuestos
en tubos de ensayo, se agregd una punta de espatula de zinc en polvo y 0,5 ml
de HCI concentrado. Se observé la aparicion de color, siendo positivo desde rosa

muy tenue hasta purpura.

3.9.3 HIDROXILOS FENOLICOS: REACCION CON FeCl; AL 1-2 %

Se dispusieron gotas de las muestras retomadas segun se indicé en a) y
en b) sobre un papel de filtro, se secaron y luego se agregaron gotas de una
soluciéon de FeCls al 1-2 %. Se anotaron las observaciones correspondientes. La
apariciéon de color amarillo indica presencia de OH fendlicos aislados; de color
verde grisaceo, 2 OH fendlicos adyacentes; de color azul negruzco, 3 OH

fendlicos adyacentes.

3.9.4 QUINONAS: REACCION DE BORNTRAGER
De la muestra retomada como se indicé en c), se tomaron 3 alicuotas de

1 ml cada una, se dispusieron en tubos de ensayo y se procedid de la siguiente

forma:

En la primera alicuota, se agregé directamente 1 ml del reactivo de Borntrager
(NaOH al 5 %). Se observé el color de la fase acuosa. Detecta la presencia de
antraquinonas libres y oxidadas (antraquinonas propiamente dichas). Resultado

(+): fase acuosa roja, amarilla o amarilla anaranjada con fluorescencia roja.

En la segunda alicuota, previamente llevada a seco, se agregd unas gotas de
acido nitrico fumante; a continuacion, se afiadié 1 ml del reactivo de Borntrager

y se dejé unos minutos para que se mezclen gradualmente. La aparicién de color

54



rojo en un tiempo no mayor a 30 minutos, indica el resultado positivo. Detecta la

presencia de derivados de antraquinonas reducidos.

En la tercera alicuota, previamente llevada a seco, se agregé 1 ml de HCl al 1-
2% y 1 mlde FeCls al 2 %, y se calent6é a Bafio Maria (100 °C) durante media
hora. Posteriormente se agregaron 2 ml de cloroformo, se separd la fase
organica y a esta ultima se le agregé 1 ml del reactivo de Borntrager. Se observé
la aparicion de color rojo, pardo amarillento o anaranjado en la fase acuosa
alcalina. Detecta la presencia de dimeros (y/o de C-glicosidos si se tratara de un
extracto o fraccion de mayor polaridad). Para informar un resultado negativo se

deja en reposo hasta 48 h.

3.9.5 ESTEROIDE / TRITERPENO: REACCION DE LIEBERMANN-BURCHARD

Se mezcld 1 ml de anhidrido acético y 1 ml de cloroformo, se enfrio a 0 °C
y se afiadio igual volumen a cada muestra a analizar retomada como se indicé
en c) y dispuesta en un tubo de ensayo, también enfriada y mantenida en bafio
de hielo a 0 °C. Luego por las paredes del tubo se agregé 1 gota de acido
sulfurico concentrado previamente enfriado en bafio de hielo. Se volvié a poner
el tubo en hielo hasta evidenciar la aparicion de color. Color verde azulado hasta
verde petroleo indica esteroides; color naranja amarillento, rojizo hasta pardo

amarronado indica triterpenos.

3.9.6 ALCALOIDES: REACTIVO DE DRAGENDOREFF, Bi (NO3); en HNO;-KI EN AGUA
DESTILADA

A 1 ml de la muestra retomada como se indicé en c) y llevada a seco,
dispuesta en tubo de ensayo, se le agregd 1 ml de una solucidon de &acido
clorhidrico al 1-2 %. Posteriormente se le adicionaron 3 gotas (agregando gota
a gota) del reactivo de Dragendorff hasta la formacién de un precipitado pardo

anaranjado, indicativo de resultado positivo.

3.10 DETERMINACION DE PERFILES CROMATOGRAFICOS
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Los perfiles cromatograficos se efectuaron mediante sistemas
cromatograficos analiticos planares e instrumentales (RP-HPLC-DAD para
flavonoides y otros derivados fendlicos, CG-MS para terpenos y compuestos

relacionados).

3.10.1 SISTEMA CROMATOGRAFICO PLANAR EN CAPA FINA DE ADSORCION
ORIENTADO A EVIDENCIAR FLAVONOIDES (TLC)

Fase estacionaria: Silica Gel 60 FG2s4.

Fase movil: acetato de etilo - acido formico - acido acético glacial - agua
(100:11:11:26).

Sustancia patron: rutina.

Muestras: extractos de etanol e infusiones.

Siembra: en bandas de 2-3 mm.

Desarrollo: ascendente, a T°, Humedad y Presion normales.

Revelado: Luz Visible, Luz UV (254 y 365 nm), sin y con NP-PEG

3.10.2 SISTEMA CROMATOGRAFICO PLANAR DE PARTICION ORIENTADO A
FLAVONOIDES (CP)
Fase estacionaria: Silica Gel G60F2s54.

Fase movil: acetato de etilo-acido férmico-acido acético glacial-agua
(100:11:11:26).

Muestras: extractos de éter etilico, cloroformo y etanol de las flores y extractos

cloroférmicos y de etanol de las partes aéreas.
Siembra: en bandas de 2-3 mm.
Desarrollo: ascendente, a T°, Humedad y Presién normales.

Revelado: Luz visible, Luz UV (254 y 365 nm), sin y con vapores de NH3 previo,

Vapores de lodo, en ese orden.
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3.10.3 SISTEMA CROMATOGRAFICO PLANAR EN CAPA FINA DE ADSORCION
ORIENTADO A TERPENOS (TLC)

Fase estacionaria: Silica Gel G60 F2sa4.
Fase movil: tolueno - acetato de etilo (93:7).
Sustancia patron: mentol.

Muestras: extracto de éter etilico de flores, extractos cloroférmicos de pa vy fl,

extractos alcohdlicos de pay fl e infusiones de pa vy fl.
Siembra: en bandas de 2-3 mm.
Desarrollo: ascendente, a T°, Humedad y Presion normales.

Revelado: Vainillin - acido sulfurico al 10 %.

3.10.4 RP-HPLC-DAD

Se empled un equipo Waters 1525 Binnary HPLC (Pump and Rheodyne
injector, Waters 2996 Photodiodo Array Detector) y una columna C-18 (250 x 4,6
mm) Waters symmetric 300 (5 pm). La Fase movil estaba constituida por
acetonitrilo (A) y agua-acido acético (40:1, B). El gradiente empleado fue: 15 %
Ay 85 % B, 0-15 min; seguido de un gradiente lineal hasta 65 % B, 30 min y
luego hasta 0 % B en 2 min; flujo 1,0 ml/min; temperatura ambiente; longitud de
onda 365 nm.

Se aplicé a la muestra de inflorescencias de lupulo procedente de El

Bolsén

3.10.5 CG-MS

Se llevd a cabo en un cromatégrafo gaseoso acoplado a un espectrometro
de masa Shimadzu GCMS - QP2010, con un potencial de ionizacion de 70 Ev y
con una relacion de Split de 10:1, utilizando helio como gas portador (flujo 1,5

ml/min) y una columna Supelco SPB™-5 (60 m x 0,25 mm x 0,25 um).
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Temperatura de inyeccion: 200 °C. Rampa de temperatura: 40 °C x 10 min, 40 —
200 °C (3 °C/min), 200-220 °C (2 °C/min). El cromatograma fue analizado

utilizando una biblioteca de espectros de masa Wiley 9.0.

58



4. RESULTADOS
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4.1 RESULTADOS DE ESTUDIOS FARMACOLOGICOS

4.1.1 ESTUDIOS DE LA ACTIVIDAD ANTIESPASMODICA SOBRE EL MUSCULO
LISO INTESTINAL DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE FLORES DE
LUPULO

4.1.1.1. EFECTOS DEL LUPULO SOBRE LAS CURVAS CONCENTRACION
RESPUESTA (CCR) DE CARBACOL

Para evaluar el efecto de la tintura de lupulo proveniente de El Bolson
sobre el musculo liso gastrointestinal, se realizaron curvas concentracion-
respuesta (CCR) de Carbacol en intestino aislado de rata. La Figura 17 muestra
que el extracto hidroalcohdlico de lupulo produjo una caida dependiente de la
concentracion en el efecto maximo de la contraccion producida por carbacol en
las CCR. Este comportamiento sugiere que la tintura de lupulo produjo una
inhibicion no-competitiva sobre las CCR de Carbacol en intestino aislado de rata
(Figura 17)

Se interpold un valor de CI50 de 82,4 + 21,8 ug lupulo/ml de solucién
Tyrode. Considerando que el rendimiento de la tintura resulté ser en promedio
de 27,4 % p/p (g extracto seco/g lupulo), la CI50 es equivalente a 22,6 + 6,0 ug

extracto seco/ml).

En comparacién, el modo de accidén no-competitivo de la tintura de lupulo
fue similar a la inhibiciéon producida por verapamilo en una CCR de acetilcolina
(control positivo). Dicho conocido bloqueante de los canales de Ca?* mostrd una
afinidad estimada como pK" de 6,22 £ 0,16, es decir cercana a una concentracion

de 1 ymol/l (Figura 18).
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Figura 17. (A) CCR de Carbacol en ausencia (control) y presencia de tintura de Humulus lupulus
en intestino de rata. pCE50 de Carbacol: 6,63 + 0,12 (* p<0.05 vs control). (B) Curva de inhibicién
promedio (derivada de las CCR de Carbacol) de la cual se interpolé la CI50 de Humulus lupulus.

en 82,4 + 21,8 ug lupulo/ml equivalente a 22,6 + 6,0 ug extracto seco/ml (n= 8).
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Figura 18. Antagonismo no-competitivo del bloqueante de los canales de calcio, verapamilo, en

las CCR de acetilcolina (* p<0.05 vs control).

4.1.2 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIESPASMODICA DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LUPULO SOBRE LA
VEJIGA AISLADA DE RATA

4.1.2.1. EFECTOS DE LUPULO EN LAS CCR DE CARBACOL EN VEJIGA
AISLADA DE RATA

El extracto hidroalcohdlico de lupulo de El Bolsén demostré también un
efecto antiespasmadico por el mecanismo de antagonista no-competitivo en la
CCR de carbacol en vejiga aislada (Figura 19). Asi, la tintura demostré no
interferir con los receptores muscarinicos, sino con otro mecanismo posterior en
la cascada celular que conduce a la contraccién, como podria ser el influjo de
calcio. Se interpolé un valor de CI50 de 45,63 + 13 pg de lupulo/ml, equivalente
segun el rendimiento a 12,5 + 3,6 ug extracto seco/ml.
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Figura 19 (A) Efectos de la tintura de lipulo en las CCR de carbacol en el musculo liso de la
vejiga aislada. El pCE50 de Carbacol resulté 6,14 £+ 0,12. (B) Curva de inhibicion correspondiente
alas CCR, de donde se interpold la concentracion inhibitoria al 50 % (CI150) de Humulus lupulus

de 45,63 + 13,0 ug lupulo/ml (n=7) equivalente a 12,5 + 3,6 ug extracto seco/ml.
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4.1.2.2. EFECTOS DE LA TINTURA DE LUPULO SOBRE LAS CCR DE CALCIO
EN VEJIGA AISLADA DE RATA

Para evaluar si los efectos de la tintura de Iupulo son debidos a la inhibicién de
canales de Ca*? se ensayd su efecto sobre las CCR de Ca*? (pCE50: 5,3 + 0,5,
n=6). La Figura 20 muestra que la tintura de lupulo inhibié no-competitivamente
las CCR de Ca*? con una CI50 de 313,83 + 43,79 ug lupulo/ml (n= 6), equivalente

segun el rendimiento, a 86,0 £ 12,0 ug extracto seco/ml).

c
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S 100+

=

o -

: 75 == Control
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< 501
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E =~ H.lupulus 250 ug/ml
X 0 1

7 6 5 4 3
log [Ca*?] (moles/L)

1501

1004

EFECTO(%)

CI50: 313.83 +43.79 pg lapulo/ml.

0 L] L L] L] L] 1
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Figura 20. (A) CCR de calcio en ausencia (control) y presencia de tintura de Humulus lupulus
en vejiga. (B) Curva de inhibicion de la cual se interpol6 la CI50 de Humulus lupulus. pCE50 de
Ca: 5,3 £ 0,5. La CI50 de Humulus lupulus: 313,83 + 43,79 ug lapulo/ml (n= 6), equivalente a

86,0 + 12,0 pg extracto seco/ml.
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Para comparar, se analizaron los efectos del conocido bloqueante de los
canales de calcio, verapamilo, en las CCR de calcio en vejiga. La Figura 21
muestra que el verapamilo se comporté igualmente al extracto, como un

antagonista no-competitivo.

125- =& control (n=6)
== verapamilo 0.01 uM
1004 =-® verapamilo 0.03 uM
== verapamilo 0.1 uM
754 .
w - verapamilo 0.3 uM
= 50+ verapamilo 1 uM
25+ L
0 1

-5 -4 -3 -2 -1
log [calcio] (moles/L)

Figura 21. CCR de calcio en ausencia (control) y presencia de diversas concentraciones Unicas

de verapamilo en intestino aislado de rata. * p<0.05 v control.

4.1.3 EFECTOS DE HUMULUS LUPULUS SOBRE LA
CONTRACTILIDAD DE UTERO AISLADO

4.1.3.1. EFECTOS DE LA TINTURA DE LUPULO SOBRE LAS CCR DE
CARBACOL

La tintura de lupulo inhibié en modo no-competitivo la CCR de carbacol
en el utero (pCES0: 6,32 £ 0,11, n=6) con una CI50 de 70,0 + 20,0 uyg de droga
herbacea/ml equivalente segun el rendimiento a 19,2 + 5,5 ug extracto seco/ml

(Figura 22).
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Figura 22. (A) Efectos de la tintura de Iupulo sobre la CCR de Carbacol en utero de rata, (B)
Curva de inhibicién que muestra la CI50 de 70,0 + 20,0 ug lupulo/ml equivalente a 19,2 + 5,5 ug

extracto seco/ml.
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4.1.4 ESTUDIO DE LOS EFECTOS SOBRE LA CONDUCTA EN
RATONES

4.1.41TEST DE CAMPO ABIERTO
Para evaluar los efectos de los extractos sobre la locomocion espontanea
y la actividad exploratoria de los ratones, se realizo el test de campo abierto.

Para ello, se ensayaron dos extractos diferentes:

a) extracto hidroetandlico (10 % p/v) obtenido a partir de los conos de lupulo

que provenian de una plantacion de las afueras de La Plata.

b) Extracto acuoso (10 % p/v) obtenido por decoccion de la muestra

comercial de lupulo proveniente de El Bolson.

La Figura 23 muestra los resultados obtenidos con las distintas diluciones
del extracto hidroetandlico de lupulo cultivado en La Plata, los cuales no
modificaron significativamente el numero de lineas cruzadas con respecto al
control negativo (solucion fisioldgica) durante el tiempo total del experimento. Si
bien no se encontraron diferencias significativas en los tests a posteriori entre 2
tratamientos, el ANOVA de 2 vias indica diferencias entre tratamientos, y se
observa que los grupos tratados con Diazepam 1 mg/kg y Tintura de Iupulo 330

mg/kg son los que tienen mas baja movilidad espontanea.
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Figura 23. Efecto de las distintas diluciones de tintura de Humulus lupulus proveniente de la
ciudad de La Plata, sobre la movilidad espontanea de ratones en el test de campo abierto. Test
ANOVA de dos vias: tratamiento: F= 5,748, p<0.05; tiempo: F= 33,16, p<0.0001, post-tests: NS

vs SF o vehiculo.

Por otra parte, la Figura 24 muestra que el extracto etandlico al 10 % de
Humulus lupulus a las dosis de 100 y 330 mg lupulo/kg disminuyd
significativamente el numero de enderezamientos (actividad exploratoria)
respecto al control negativo (solucion fisioldgica y vehiculo etandlico) entre los
30 y 90 minutos de la administracion. Igual efecto se obtuvo con Diazepam 0,3 y
1 mg/kg. Estos resultados sugieren que el extracto desarrollé actividad
levemente sedante, afectando mas la capacidad exploratoria que la movilidad

espontanea.

68



Exploraciones lupulo LP tintura

401

<
£ 304 -+ DZP 1 mg/Kg
ﬁ -+ Dzp 0,3 mg/kg
g 204 = SF
2 | ~ T Lupulo 1%
& 10- - T Lupulo 3%
z ) & T Lupulo 710%

0 L L I | | L]

Q o & o o>

tiempo (min)

Figura 24. Efecto de distintas diluciones del extracto etanodlico de Humulus lupulus
(Cannabaceae) proveniente de La Plata, sobre el nUumero de enderezamientos en el test de
campo abierto. Test ANOVA de dos vias. Por tratamiento: F (6,255) = 19,45; P<0,0001. Por

tiempo: F (4, 255) = 19,59; P< 0.0001. Test a posteriori: *p<0.05 vs SF.

Con la finalidad de evaluar si la tintura enmascaraba o no extraia
principios activos ansioliticos, se evalud el efecto de una decoccion de

inflorescencias provenientes de la Patagonia.

La Figura 25 muestra que el extracto acuoso de lupulo de la Patagonia
no modifico significativamente la locomocién espontanea (A) ni las exploraciones
(B), a diferencia del diazepam que en la concentracion de 1 mg/kg redujo

significativamente la exploracion espontanea.
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Figura 25. Efecto de distintas diluciones del extracto acuoso de Humulus lupulus proveniente
de la Patagonia, sobre el numero de lineas cruzadas (A) y de enderezamientos (B) en el test
de campo abierto. Test ANOVA de dos vias: en movilidad: por tratamiento: NS, tiempo: F=
19,84, p<0.0001. En exploracion: Por tratamiento: F = 7,658; P< 0.0001. Por tiempo: F = 10,69;
P < 0.0001. Test a posteriori: *p<0.05 vs SF (solucion fisioldgica).

4.1.4.2. TEST DE SUPRESION DEL ALIMENTO

La Figura 26 muestra que el extracto etandlico de Iupulo de El Bolsén,
Patagonia, redujo la latencia para alimentarse sélo a la dosis de 33 mg lupulo/kg,

pero se neutraliz6 a mayor dosis. Por otra parte, en ese grupo se redujo la
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cantidad de alimento ingerida (Figura 27), por lo cual se concluye que la

reduccion de la latencia no es debida a un efecto orexigeno, sino a ansiolisis.

test de supresion de alimento

250~

50+

latencia para comer (s)

o
1

Figura 26. Efectos de la tintura de lupulo de El Bolsén en la latencia para alimentarse del ratén
luego de 24 h de ayuno (test de supresion de alimento). ANOVA: F= 3,409, p<0.05 y post-test

Dunnett: * p<0.05 vs solucion fisiolégica (SF)
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Figura 27: Efectos de la tintura de lupulo del Bolson (Patagonia) en la cantidad de alimento

ingerida luego de la prueba de latencia en el test de supresion de alimento. ANOVA: F= 2.529,

p=0.05 y post-test Tukey: * p<0.05 vs vehiculo etandlico.

4.1.4.3. TEST DEL LABERINTO EN CRUZ ELEVADO

La Figura 28 muestra que la decoccion de inflorescencias de lupulo

recolectadas en La Plata no modificé significativamente el nimero de entradas

a las ramas abiertas y cerradas del laberinto en cruz elevado, aun cuando se

expresa como cociente de dichos parametros de movimiento. Esto sugiere que

en la decoccion y a las dosis ensayadas, no se obtuvo el efecto ansiolitico.
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1.0 mmm Lupulo 33 mg/kg (n = 8)

0.5

F=0.86, P>0.4, NS

0.0-

entradas ramas abiertas/ramas cerradas

Figura 28. Efectos de la administracion i.p. de la decoccidn de lupulo (inflorescencias, origen
La Plata) en el test del laberinto en cruz elevada a los 60 y 120 minutos de su administracion,
expresado como cociente del numero de entradas a las ramas abiertas y a las cerradas. A
pesar de verse una tendencia al aumento respecto del vehiculo solucién fisiolégica, los

resultados no son significativos.
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4.2 RESULTADOS DE ESTUDIOS BOTANICOS

421 BRACTEOLA (VISTA SUPERFICIAL DE EPIDERMIS)

Las Figuras 29 y 30, muestran detalles de la bracteola. Se observaron:

- Células epidérmicas con paredes anticlinales onduladas, tanto en el haz
como en el envés.

- Tricomas glandulares presentando una coloracion amarilla (de forma
natural) en la base en ambas caras de la bractea.

- Pelos eglandulares, simples unicelulares.

Figura 29. Bracteola con pelo glandular de coloracién amarilla sobre la vena media, observada
en una muestra de lUpulo. AUMENTO 400
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Figura 30. Bracteola en vista superficial observada en una muestra de lupulo. AUMENTO 400

4.2.2 HAZ O CARA ADAXIAL.

- Células epidérmicas dispuestas de manera desordenada con paredes
anticlinales onduladas. No se observan estomas.

- Tricomas: se observan glandulares, eglandulares y pelos cistoliticos.

- Pelos glandulares con cabezuela unicelular.

- Pelos eglandulares simples unicelulares distribuidos en lamina vy
margen.

- Pelos cistoliticos, es decir que presentan una concrecion de carbonato
de calcio. Son caracteristicos de la familia Cannabaceae.

- El pelo cistolitico esta rodeado por una roseta de células (12 6 14) que
presentan notables estrias cuticulares radiadas (Figuras 31 a 34).
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Figura 31. HAZ. Pelos eglandulares, distribuidos en lamina y margen, observados en
una muestra de lupulo. AUMENTO 4X5

Figura 32. vena o nervadura principal, nervadura de menor calibre y areolas, con numerosos
pelos glandulares con cabezuela y algunos pelos eglandulares observadas en una muestra de
lUpulo. Aumento 40X.
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Figura 33. HAZ. Epidermis donde se destacan nervaduras, areolas y numerosos pelos
cistoliticos rodeado por una roseta de células, observado en una muestra de lipulo con un
microscopio 6ptico. Aumento 100x.

Figura 34. HAZ. Dos pelos cistoliticos, cada uno rodeado por una roseta de células,
observado en una muestra de lupulo con un microscopio 6ptico. Aumento 400X.
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Figura 35. HAZ. Pelo cistolitico que presenta una concrecién de carbonato de calcio,
observado en una muestra de lUpulo. Aumento 400X

4.2.3 ENVES O CARA ABAXIAL

- Células epidérmicas dispuestas de manera desordenada con paredes
anticlinales sinuosas. (Figura 35).

- Estomas de tipo anomocitico (las células que lo rodean no tienen
diferencia entre si) con células anexas con conspicuas estrias
cuticulares. (Figura 36).

- Pelos glandulares (son los mismos que se refirieron en el haz). (Figura
37).

- Dientes agudos y sin mucroén.

- Peciolo con dos lineas de pelos (hileras) en Humulus lo cual lo

diferencia de Cannabis.
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Figura 36. ENVES. Células epidérmicas dispuetas de manera desordenada, pelos glandulares
y eglandulares, nervaduras y areolas observadas en una muestra de lupulo. AUMENTO 100X

Figura 37. ENVES. Estoma singular de tipo anomocitico y células epidérmicas donde se
destacan los paredes anticlinales sinuosas observados en una muestra de lupulo. AUMENTO
400X
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Figura 38. Pelos glandulares y eglandulares, observados en una muestra de lupulo AUMENTO
400X

Al realizar la observacion de la muestra comercializada con el nombre de
lupulo se observaron iguales resultados, tanto para las caracteristicas de la
epidermis de las hojas (la cuales se encontraron en trozos de distintos tamafios)
como de las bractéolas que forman parte de las inflorescencias femeninas, ya
que estas partes vegetales constituyen la droga vegetal que se dispensa en

farmacias y se expende en herboristerias.
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4.3 RESULTADOS DEL ANALISIS FITOQUIMICO

El analisis fitoquimico se realiz6 en los laboratorios del GQBMRNP y
LACROMI-AAI, CRIDECIT (FCNyCS, UNPSJB), sitio de trabajo del Dr. Osvaldo
L. Cdrdoba, Codirector de este trabajo de tesis, durante una estadia de

investigacion.

4.3.1 EXTRACCION GENERAL Y RENDIMIENTOS

Las partes aéreas e inflorescencias de lupulo, fueron secadas, reducidas
a polvo y sometidas a los diferentes procesos extractivos que se describieron en

el capitulo de metodologia de este trabajo de tesis.

Los extractos obtenidos fueron concentrados y llevados a seco. A partir de estos
productos se calcularon los rendimientos, los que fueron expresados como
porcentaje P/P considerando el peso total de extracto seco respecto del peso del
material vegetal seco reducido a polvo sometido a la extraccion. Los resultados

se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Rendimiento de las infusiones y de los extractos de etanol obtenidos a partir de partes
aéreas (Ipa y EOLpa) de muestra comercial y de flores (If, EOLf) provenientes de El Bols6n de

Humulus lupulus (Cannabaceae).

EXTRACTO RENDIMIENTO EN MASA RENDIMIENTO
(9) PORCENTUAL (% P/P)
Ipa 2,02 20,02
If 2,11 21,1
EOLf 8,51 85,1
EOLpa 6,09 60,9

Cada extracto fue analizado mediante el screening quimico descripto en

materiales y métodos. A continuacién, se describen los resultados obtenidos.
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4.3.2. HIDRATOS DE CARBONO. REACCION DE MOLISCH

Los resultados para las infusiones de partes aéreas y de flores fueron
negativos en todos los casos. En (Figura 39), se puede observar la ausencia del
anillo de color purpura violaceo en la interfase caracteristico de la presencia de
este grupo quimico.

Figura 39. Resultados de la reaccion de Molisch de la infusion de flores de El Bolsén
(derecha), y de la infusion de partes aéreas de muestra comercial (izquierda), de Humulus
lupulus (Cannabaceae).

4.3.3. FLAVONOIDES. REACCION DE SHINODA

Los flavonoides resultaron ser uno de los principales constituyentes de las
flores. Se puede observar en la Figura 40 B, que el resultado positivo para
flavonoides fue mas marcado en el extracto alcohdlico e infusion de las

inflorescencias, presentando una coloracién rosa fuerte.

82



En cuanto a los extractos de las partes aéreas, la infusién de partes
aereas (Ipa) y el extracto de etanol de las partes aereas (EOLpa) de muestra
comercial, tal como se observa en la Figura 40 A, presentaron un color rosa muy
tenue. ElI HCI concentrado en presencia del catalizador zinc metalico, genera
hidrogeno naciente, el cual reduce el flavonoide produciendo el ién flavilio
correspondiente, evidenciando una coloracion desde rosa tenue a roja, la cual

pasa a la fase amilica cuando se trata con alcohol amilico (Roger, 2013).

Figura 40. Resultados de la Reaccion de Shinoda para Ipa y EOLpa (A) y EOLSfl e Ifl (B), de
Humulus lupulus (Cannabaceae).

4.3.4 HIDROXILOS FENOLICOS. REACCION CON FeCl; AL 1-2 %

El cloruro férrico reacciona con los hidroxilos fendlicos generando
complejos de color amarillo, verde hasta verde grisaceo o azul negruzco (Roger,
2013). El reactivo forma complejos con los OH fendlicos originando compuestos
coloreados, en donde si se trata de OH aislados el color evidenciado sera

amarillo. En cambio, si en la muestra existen fenoles con OH adyacentes, el color
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dependera de cuantos OH son; si hubieran dos, el color sera verde, verde

grisaceo, y si fueran tres, sera pardo oscuro, azul, negruzco (Roger, 2013).

Los resultados obtenidos en esta tesis se indican en la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados obtenidos a la reaccion con FeClzs AL 1-2 % de los extractos alcohdlicos de
flores y partes aéreas e infusién de flores y partes aéreas.

EXTRACTO Color /[FeClz AL 1-2 %
Extracto alcohdlico flores Negro
Extracto alcoholico partes aéreas. Azul oscuro
Infusion flores Azul oscuro
Infusidon partes aéreas Azul oscuro

El tricloruro de hierro al reaccionar con grupos fendlicos puede presentar
la formacion de compuestos coloreados, dado que los OH actuan como
activadores del anillo bencénico, dando respuestas positivas en la presencia de
coloraciones: verde, pardo oscuro al azul (Roger, 2013). Los resultados fueron
positivos para todos los extractos y se pudo determinar la presencia de

polifenoles con tres oxidrilos adyacentes al presentar coloraciéon negruzca.

4.3.5 QUINONAS. REACCION DE BORNTRAGER
Como se indicd en la seccidn de metodologia, también se prepararon

otros extractos, ademas de las infusiones y los de etanol.

La determinacion de quinonas se realizd sobre los extractos cloroférmicos
de las partes aéreas y de las flores. La primer alicuota ensayada de cada
extracto, como se observa en la Figura 41, resulto positiva para ambos extractos
aunque muy tenue, ya que presentd una leve coloracion amarilla en la fase
acuosa. Este resultado al realizar la reaccion de Borntrager directa, es indicativo

de la presencia de antraquinonas libres aunque en cantidades muy bajas.
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Figura 41. Resultados de la reaccién directa de Borntrager para la primera alicuota de los
extractos cloroférmicos de partes aéreas de muestra de la farmacia homeopatica y flores
provenientes de El Bolson de Humulus lupulus (Cannabaceae).

A continuacion, a fin de investigar la presencia de otros derivados de
quinonas, se analizaron otras 2 alicuotas de cada extracto como se describié en
la seccion de metodologias de este trabajo de tesis, una para derivados

reducidos de antraquinonas y la otra para dimeros y/o C-glicésidos.

En este caso la segunda alicuota, previo tratamiento con acido nitrico
antes de realizar la reaccion de Borntrager, resultdé negativa para ambos
extractos, evidenciando la ausencia de derivados reducidos de antraquinonas.

La Figura 42 muestra los resultados obtenidos.

En cambio, en el tercer alicuota se observd para ambos extractos,
resultado positivo evidenciado por la aparicion de color rojo en la fase acuosa
alcalina. Dado que el tratamiento previo a la reaccion de Borntrager para esta
alicuota, fue con cloruro férrico, acido clorhidrico diluido y calor, el resultado
observado demuestra la presencia de derivados de quinonas de tipo dimeros y/o
C-glicosidos, tanto en partes aéreas como en flores. Los resultados se observan

en la Figura 43.

85



Figura 42. Resultados de la reaccién de Borntrager para la segunda alicuota de los extractos
cloroférmicos de partes aéreas de muestra de la farmacia homeopética y flores provenientes de
El Bolson de Humulus lupulus (Cannabaceae), previo tratamiento con acido nitrico fumante.

Figura 43. Resultados de la reaccion de Borntréger para la tercera alicuota de los extractos
cloroférmicos de partes aéreas de muestra de la farmacia homeopatica y flores provenientes de
El Bolson de Humulus lupulus (Cannabaceae), previo tratamiento por hidrélisis y/o degradacion

oxidativa.
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4.3.6. ESTEROIDE / TRITERPENO. LIEBERMANN-BURCHARD

La determinacion se realizd sobre los extractos cloroférmicos de las partes
aéreas (EClpa) de la muestra comercial, y de las flores (ECIfl) provenientes de
El Bolsdén. Tal como se observa en la Figura 44, el extracto cloroformico de
partes aéreas result6 marcadamente positivo para esteroides, y el de flores fue

positivo para triterpenos aunque con una coloracion pardo amarillenta tenue.

Figura 44. Resultados de la reaccion de Liebermann-Burchard para el extracto cloroférmico de
las flores (ECIfl) provenientes de El Bolsén y de las partes aéreas (EClpa) de la muestra
comercial de Humulus lupulus (Cannabaceae).

4.3.7. ALCALOIDES. REACCION CON EL REACTIVO DE DRAGENDORFF

El analisis de alcaloides y sustancias relacionadas mostré un
resultado negativo para el extracto cloroférmico de flores. En cambio, el extracto
cloroférmico de partes aéreas resulté positivo evidenciado por la formacion de

un precipitado pardo anaranjado, aunque tenue (Figura 45).
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Figura 45. Resultados de la reaccién de Dragendorff para los extractos de cloroformo de flores
(ECIf) y de partes aéreas (EClpa) de Humulus lupulus (Cannabaceae).

Para efectuar la reaccién, una alicuota de cada extracto cloroférmico fue
llevada a seco ya que la muestra debe estar libre de solvente organico para evitar
que se redisuelva el precipitado que pudiera formarse. A continuacién cada
alicuota fue retomada en medio acido con una soluciéon de HCI diluido, a fin de
formar los clorhidratos de los alcaloides que estuvieran presentes en los
extractos. Estos clorhidratos formaran una sal doble con el reactivo de
Drangendorff evidenciada por un precipitado, el cual es indicativo de resultado
positivo. Si bien existen otros reactivos para este grupo de sustancias, se utilizd
este porque es el mas sensible por lo que aun en presencia de cantidades muy

bajas, permitira ver el resultado.

En sintesis, tal como se observa en las Tablas 3 y 4 el screening quimico
de las flores y de las partes aéreas permitié observar la presencia de una gran
variabilidad de metabolitos, en donde hidratos de carbono, derivados fendlicos
(flavonoides, polifenoles, quinonas), triterpenos, esteroides y alcaloides (sélo en
las partes aéreas en este caso) resultaron ser los principales grupos quimicos.

En las Tablas se indica con — el resultado negativo y con +, el resultado positivo;
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ademas a mayor cantidad de + significa mayor coloracion lo cual evidencia mas

abundancia del grupo quimico correspondiente.

Tabla 3. Resultados del screening fitoquimico de los extractos polares de
Humulus lupulus (Cannabaceae).

Grupo quimico EOLp EOLfI Ipa Ifl
a
hidratos de carbono - - - -
Flavonoides +++ ++++ + +++
OH fendlicos ++ +++ ++ ++

Tabla 4. Resultados del screening fitoquimico de los extractos cloroférmicos de
Humulus lupulus (Cannabaceae).

Grupo quimico EClpa ECIf
quinonas ++ ++
esteroides +++ +
Triterpenos - +
Alcaloides + -
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4.4 RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS CROMATOGRAFICOS

Considerando los resultados quimicos generales obtenidos, asi como los
farmacologicos, seleccionamos para determinar los perfiles cromatograficos,
aquellos extractos enriquecidos en metabolitos que guardan mayor relacién con

las actividades farmacoldgicas evidenciadas.

Los perfiles cromatograficos planares mostraron flavonoides y derivados
en los extractos polares, mientras que los correspondientes a los extractos de
cloroformo y éter etilico resultaron mas complejos aun evidenciando ademas la

presencia de terpenos volatiles.

Mediante cromatografia planar sobre Silica Gel G60F 254, empleando como
fase movil acetato de etilo - acido férmico - acido acético glacial - agua
(100:11:11:26) y rutina como sustancia patrén, el cromatograma de los extractos
de etanol y las infusiones de las partes aéreas y de las flores, revelado con luz
UV (a 254 y 365 nm) y con el reactivo especifico Natural Product seguido de
Polietilenglicol (NP-PEG), mostré flavonoides y fenoles simples. La Figura 46,
presenta el cromatograma obtenido revelado mediante luz UV a 254 nm (A), luz
UV a 365 nm (B) y con NP-PEG (C).

La fase movil empleada es adecuada como sistema de deteccién para la

investigacion de glucosidos flavonoides.
Luz 254nm. Todos los flavonoides provocan la extincion de la florescencia.

Luz 365nm. Dependendiendo del tipo estructural, los flavonoides muestran una
fluorescencia de color amarillo oscuro, verde o azul, que se intensifica y modifica

mediante el uso de diversos reactivos en aerosol.
Reactivo de productos naturales (NP/PEG)

La fluorescencia intensa tipica en UV-365, se produce inmediatamente al rociar

el reactivo.
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La adicion de una solucién de polietilénglicol reduce el limite de deteccién
e intensifica el comportamiento de la fluorescencia, los mismos que dependen

de la estructura quimica:

Flavonoles: quercetina, miricetina y sus glicosidos. Naranja-amarillo
Kaempferol, isorhamnetina y sus glicésidos. Amarillo-verde
Flavonas: luteolina y sus glicésidos Naranja
Apigenina y sus glicosidos Amarillo-verde

Figura 46. Cromatograma obtenido mediante cromatografia planar para los extractos
etandlicos y las infusiones de partes aéreas de muestra comercial y de flores de El Bolsén de
Humulus lupulus (Cannabaceae), revelado con luz UV a 254 nm (A), luz UV a 365 nm (B) y
NP-PEG (C).
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Para la identificacion de los metabolitos, se realizaron los céalculos de Rf
para cada sustancia separada de cada extracto y se compararon con el Rs de la
rutina empleada como sustancia patron y con Rs de compuestos descritos en

bibliografia (Wagner y Bladt, 1996). Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Para calcular los Ry, se aplico la formula que se presenta mas abajo a

modo de ejemplo para el patrdn rutina.

Distancia recorrida por la sustancia (cm) 6.5
Rf = = = 0,78
Distancia recorrida por el solvente (cm) 8,3

Tabla 5. Resultados de la determinacién de perfiles cromatograficos planares orientados a
flavonoides, de los extractos polares de Humulus lupulus (Cannabaceae).

EXTRACTO ALCOHOLICO DE PARTES AEREAS

Compuesto probable Rf / Color NP-PEG
rutina 0,72/naranja

glicosidos flavonoides 0,48/celeste

glicésidos flavonoides 0,35/naranja

EXTRACTO ALCOHOLICO DE FLORES

Compuesto probable Rf / Color
rutina 0,72 / naranja

glicésidos flavonoides 0,48/celeste

glicésidos flavonoides 0,35/naranja

INFUSION DE FLORES

Compuesto probable Rf/Color
Flavonoles 0,8/naranja
Glicésidos 0,75/naranja

Glicésidos 0,72 / naranja
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Quercetina 0,68/morado
glucosidos secoiridoides 0,61/ celeste
glucosidos flavonoide 0,48/celeste
glucosidos flavonoides 0,58/purpura
glucosidos flavonoides 0,5/purpura
glucosidos flavonoides 0,35/naranja

Los extractos alcohdlicos de partes aéreas del lupulo adquirido en la
farmacia homeopatica de La Plata y las partes aéreas del lupulo del Bolson,
contienen principalmente rutina fluorescente de color naranja Rf 0,7, y la
presencia de hiperdsido y acido clorogénico azul con el reactivo NP/PEG UV-
356. Los resultados fueron comparados con lo descrito en la Bibliografia de

Wagner y Bladt.

En una comparacién realizada con la especie Menyanthidis foliun
descrita en la bibliografia de Wagner y Bladt, en el cual se utiliza la misma fase
movil y de deteccion de nuestra planta en estudio, se pudo observar la presencia
de zonas azuladas brillantes en el rango Rr 0,6-0,8 que indica la presencia de
glicésidos secoiridoides; y glucésidos flavonoides adicionales de color amarillo-

marron en el rango Rr 0,2-0,5.

Por otra parte, mediante cromatografia planar de adsorcién sobre Silica
Gel G60F254, empleando también la fase movil acetato de etilo - &cido formico -
acido acético glacial - agua (100:11:11:26), los extractos de éter etilico,
cloroformo y etanol de las flores, y los extractos de cloroformo y de etanol de las
partes aéreas, revelados con vainillin sulfurico, mostraron un perfil complejo. La
Figura 47 presenta el cromatograma obtenido observado a la luz UV a 254 nm

(A)yalaluz UV a 365 nm (B), previo tratamiento con el revelador especifico.

B

93



# ECH Edpa EOLA EOLpa

Figura 47. Cromatograma obtenido mediante cromatografia planar de adsorcion para
los extractos de éter etilico, cloroformo y etanol de las flores de Iupulo de El Bolsén, y
los extractos de cloroformo y etanol de las partes aéreas de muestra comercial de
Humulus lupulus (Cannabaceae), revelado con vainillin sulfarico y observados a la luz
UV a 254 nm (A) y a 365 nm (B).

Para la identificacion de los metabolitos, se realizaron los calculos de Rt
para cada sustancia separada como se indic6 en parrafos anteriores y se
compararon con los descritos en bibliografia (Wagner y Bladt, 1996). La Tabla 6
presenta los resultados obtenidos para todos los extractos.

Tabla 6. Resultados de la determinacion de perfiles cromatogréaficos planares de los extractos

de éter etilico, cloroformo y etanol de las flores de lupulo de El Bolsén, y de cloroformo y etanol
de partes aereas de la muestra de la farmacia homeopatica de Humulus lupulus (Cannabaceae).

EXTRACTO DE ETER ETILICO DE FLORES
Compuesto probable Rf / color (vainillin sulfarico —
UV a 365 nm)
lupulona 0,25 / azul
humulona 0,50/azul
rutina 0,40/ amarillo
EXTRACTO CLOROFORMICO DE FLORES
Compuesto probable Rf / color (vainillin sulfarico —
UV a 365 nm)
lupulona 0,25/ azul
humulona 0,50 / azul
rutina 0,40 / amarillo
EXTRACTO CLOROFORMICO DE PARTES AEREAS
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Compuesto probable Rf / color (vainillin sulfirico —

UV a 365 nm)
rutina 0,4 / amarillo
EXTRACTO DE ETANOL DE FLORES
Compuesto probable Rf / color (vainillin sulftrico —
UV a 365 nm)
rutina 0,25/ azul

El tratamiento con reactivo NP/PEG genera en UV-365nm
fluorescencias predominantemente anaranjadas y amarillo verdosas para el tipo
flavona y flavanol y una verde oscura para el tipo flavanona. Los acidos
fenolcarboxilicos, que se encuentran frecuentemente en los flavonoides,

aparecen como zonas intensas de color azul claro.

El extracto de éter etilico de lupulo muestra los derivados de floroglucina
lupulona Rt 0,25 y humulona Rt 0,50 con fluorescencia azul claro en UV-365 nm
(B), y con zonas oscuras muy marcadas en UV-254 nm (B) y como zonas
amarillas después del agregado del reactivo Vainillin Sulfurico (c). Ambos
compuestos son inestables y se transforman en “acidos amargos” y luego se
encuentran en valores de Rf mas bajos, también como zonas fluorescentes
azules, extintoras y de color rojo anaranjado. Los datos obtenidos en este estudio
coinciden con la cromatografia realizada a los conos de lupulo, descritos en la
bibliografia de Wagner y Bladt, 1996, en donde se analiz6 el extracto de etandlico
y de éter de los conos frescos de lupulo utilizando el mismo sistema solvente y

de deteccion de nuestro estudio

A fin de analizar la composicion de los extractos de éter etilico, cloroformo,
etanol, agua (infusién) y aceite volatil de las flores, y de los extractos de
cloroformo, etanol y agua (infusién) de las partes aéreas, en relacion a los
terpenos, se efectudé una cromatografia planar de adsorcién sobre silica Gel G60
F254, empleando como fase movil tolueno - acetato de etilo (97:3), mentol como
sustancia patrén y vainillin sulfurico como revelador. El cromatograma obtenido
observado alaluz UV a 254 nm (A)yalaluz UV a 365 nm (B), previo tratamiento
con el revelador, mostré un complejo perfil para los extractos de cloroformo de

partes aéreas y de flores, y de éter etilico de flores, tal como se observa en la
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Figura 47. En cambio, para el extracto de etanol de partes aéreas y para las
infusiones, no se observaron resultados. La Tabla 6 presenta los principales
resultados del perfil cromatografico planar.

Figura 47. Cromatograma obtenido mediante cromatografia planar de adsorcién para los
extractos de éter etilico, cloroformo, etanol, infusion y aceite volatil de las flores de lapulo de EI
Bolsén, y los extractos de cloroformo, etanol e infusion de las partes aéreas de Humulus
lupulus (Cannabaceae), revelado con vainillin sulfurico y observados a la luz UV a 254 nm (A) y
a 365 nm (B).
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Tabla 6. Resultados de la determinacion de perfiles cromatograficos planares de los extractos
de éter etilico, cloroformo, etanol, infusion y aceite volatil de las flores de Iupulo de El Bolsén, y

de cloroformo, etanol e infusién de partes aéreas de Humulus lupulus procedente de la farmacia
homeopatica (Cannabaceae).

EXTRACTO CLOROFORMICO DE PARTES AEREAS

Compuesto probable

Rf/Color (vainillin sulfarico —
UV a 365 nm)

Mentol

0,30 azul

EXTRACTO CLOROFORMICO DE FLORES

Compuesto probable

Rf/Color (vainillin sulfarico —

UV a 365 nm)
Espatulenol 0,26 /violeta
Mentol 0,30/ azul
Cineol 0,42 azul
acetato de mentilo 0,75 azul

EXTRACTO ETER FLORES

Compuesto probable

Rf/Color (vainillin sulfarico —

UV a 365 nm)
Terpenos alcohdlicos 0,15 /azul
Lupulona 0,25 /verde azulado
Humuleno 0,5/ azul

VOLATILES

Compuesto probable

Rf/Color (vainillin sulfarico —

UV a 365 nm)
Alfa-terpineol 0,25/azul
Mentol 0,30/azul
Citral 0,42/azul

97



Timol 0,5/azul

EXTRACTO ALCOHOLICO DE FLORES

Compuesto probable Rf/Color (vainillin sulfarico -
UV a 365 nm)
Isomentona 0,5/azul

Para evaluar la presencia de aceites esenciales como revelador se utilizd
vainillin sulfarico, en donde los compuestos de aceites esenciales muestran una
fuerte coloracién azul, verde, roja y marrén, pero ninguna fluorescencia bajo UV-
355.

Después del tratamiento con el reactivo vainillin sulfurico, los alcoholes
monoterpénicos y sus ésteres, el cineol, el aldehido citral y citronelal muestran
un color azul o azul violeta. Los derivados de fenilpropano safrol, anetol,
miristicina, apiol y eugenol son de color marrén rojizo/violeta, mientras que el
timol y el carvon son de rojo a rojo violeta; la piperitona muestra un color naranja

tipico.

Los compuestos comerciales de referencia a menudo muestran zonas
adicionales al inicio o en el rango bajo de Ry, esto puede deberse a resinificacion,
productos de descomposicion o impurezas eliminadas de forma incompleta.
(Wagner y Bladt, 1996)

Los resultados del analisis cromatografico de Menta Piperitea descrito por
Walter y Bland, indica la presencia de mentol en el Rf 0,30, coincidiendo con el
resultado de la sustancia de referencia utilizada, en donde también se pudieron
determinar las bandas de color azul que indican la presencia de terpenos en los
extractos EClpa y Volatiles

En el extracto cloroférmico de flores se puede evidenciar en Rf 0,75, un
prominte color azul que indica la presencia de acetato de metilo, resultado

comparado con lo descrito en la Bibliografia de Walgner
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En el extracto alcohdlico de flores, presenta una intensa franja color rojo
frambuesa en Rf 0,5, indicando la presencia de Timol, resultado que fue
comparado con el cromatograma del aceite esencial de las semillas de comino;

segun lo descrito en la bibliografia de Walgner y Brant

En el extracto alcohdlico de Rosmarini Folium, muestra con reactivo de
vainillin sulfurico seis zonas principalmente azules en el rango de RF 0,25-0,45
con cineol como zona principal. Debido al origen vegetal, la cantidad de

alcoholes terpénicos en el rango Rf por debajo del cineol.

4.5 RESULTADOS DEL ESTUDIO MEDIANTE
CROMATOGRAFIA INSTRUMENTAL EMPLEANDO RP-HPLC-
DAD

Como se describio en el apartado anterior, los perfiles cromatograficos
planares mostraron flavonoides y derivados, fundamentalmente en los extractos
de mayor polaridad, mientras que los extractos de cloroformo resultaron mas

complejos.

A fin de profundizar los estudios, se efectuaron analisis mediante RP-
HPLC-DAD empleando el sistema descripto en el apartado de metodologias de
este trabajo de tesis. Asi fue posible identificar los principales flavonoides,
destacandose derivados prenilados, flavonas e isoflavonas fundamentalmente
en el extracto de etanol de 70° de las flores (Figura 48). Los otros extractos

polares también contenian flavonoides prenilados y restos de isoflavonas.
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Figura 48. Cromatograma del extracto de etanol de 70° de las flores de Humulus lupulus
(Cannabaceae) proveniente de El Bolson, obtenido mediante RP-HPLC-DAD a 365 nm. (1.
genistina, 2. flavona glicosilada, 3. daidzeina, 4. cohulupona, 5. fisetina, 6. xantohumol, 7.
baicaleina, 8. 3",4"-dimetoxiflavona / xantomicrol (trimetoxiflavona), 9. colupulona, 10. lupulona).

Para la identificacidén de los compuestos se emplearon estandares (rutina,
quercetina, acido galico, isoflavonas, entre otros) y se compararon con los

descriptos en bibliografia (Campos y Markham, 2007; Hsu et al., 2019).

Mediante el empleo del detector DAD fue posible determinar los espectros de
cada sustancia separada en la fase movil. Los espectros fueron comparados con
los de sustancias estandares y con los descriptos en bibliografia, pudiendo
identificar los metabolitos por sus tiempos de retencion, por los maximos de

absorcién y por la forma del espectro correspondiente.

A continuacion se presentan los espectros obtenidos (Figura 49).
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Figura 49. Espectros obtenidos mediante el detector de arreglo de diodos, en la fase moévil del
sistema de RP-HPLC empleado, correspondientes a los metabolitos del extracto de etanol de
70° de las flores de Humulus lupulus (Cannabaceae) proveniente de El Bolson.
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4.6 RESULTADOS DEL ESTUDIO MEDIANTE
CROMATOGRAFIA INSTRUMENTAL EMPLEANDO CG-MS

A partir de los resultados observados mediante cromatografia planar, para
los extractos menos polares, se selecciono el extracto de cloroformo para su
analisis por cromatografia gaseosa empleando como detector un espectrometro
de masa (CG-MS), tal como se describid en la seccion de metodologias de este

trabajo de tesis.

El perfil cromatografico obtenido evidencié la presencia de terpenos,

derivados de acidos grasos de cadena corta e hidrocarburos (Figura 50).
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Figura 50. Cromatograma del extracto cloroférmico de flores de Humulus Ilupulus
(Cannabaceae), obtenido mediante CG-MS. 1. 3-mirceno, 2. triacetina, 3. f-cariofileno, 4. B-
farneseno, 5. a-humuleno, 6. anhidrido caproico, 7. isochiapin B, entre 6 y 7 hidrocarburos.

La identificacion de los compuestos se realiz6 mediante la biblioteca de
espectros de masa tal como se indicé en la seccion de metodologias de este
trabajo de tesis y por comparacion con estandares y bibliografia. La Figura 51
muestra los espectros de masa obtenidos para cada uno de los metabolitos
identificados.
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Figura 51. Espectros de masa obtenidos para los metabolitos identificados a partir del extracto
cloroférmico de flores de Humulus lupulus (Cannabaceae), mediante CG-MS. 1. 3-mirceno, 2.
triacetina, 3. t-cariofileno, 4. B-farneseno, 5. a-humuleno, 6. anhidrido caproico, 7. isochiapin B,
entre 6 y 7 hidrocarburos.
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5. DISCUSION




5.1 ESTUDIOS FARMACOLOGICOS

5.1.1 EFECTOS ANTIESPASMODICOS

En esta tesis se demostro que la tintura de lupulo redujo la contraccidon en
los 3 tipos de musculo liso visceral, intestino, vejiga y utero, demostrando accion
antiespasmodica. La tintura de ldpulo inhibié las CCR de carbacol
comportandose como antagonista no-competitivo en las tres preparaciones de
musculo liso, intestino, utero y vejiga estudiadas. Este comportamiento no-
competitivo sugiere que la tintura no actué en el receptor muscarinico, sino en
un sitio diferente. Ademas, la tintura de lupulo también se comporté como
antagonista no-competitivo de las CCR de Ca?* en la vejiga aislada. Esto sugiere
que los componentes de la tintura han inhibido el influjo de Ca?* al musculo liso,
o la activacion de calmodulina, actuando en un sitio diferente al de union del i6n
Ca®* en su canal tipo L, que esta ubicado del lado extracelular de las
subunidades proteicas que forman el canal (Spedding, 1985). Esta inhibicion no-
competitiva es similar a la encontrada con verapamilo, que es un conocido
bloqueante de los canales de Ca?* y actia inhibiendo un sitio diferente al de
unién del Ca?*, ubicado en el interior del canal, al que accede desde el espacio
intracelular y lo bloquea en el estado inactivado dependiendo del voltaje y de la
frecuencia (Ishii et al. 1985). En trabajos previos se demostré el mismo
comportamiento de verapamilo en intestino aislado de rata (Blanco et al. 2013).
Un analogo comportamiento antiespasmddico no-competitivo fue también
encontrado con otros flavonoides como quercetina y vitexina, y con extractos de
plantas ricos en flavonoides, que actuan como relajantes del musculo liso e
inhibidores no-competitivos de los canales de Ca?* (Ragone et al. 2007; Nigusse
et al. 2019; Bernal-Ochoa et al. 2021).

Esta actividad antiespasmddica podria deberse a la presencia de los
flavonoides encontrados en el extracto de lupulo, los que ademas tienen
propiedades antioxidantes y en consecuencia se postulan como preventivos de

enfermedades cardiovasculares e intestinales (Chadwick et al. 2006). De hecho,
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se describié actividad antioxidante en el ldpulo, atribuida a los multiples
polifenoles que posee (Bolton et al. 2019). En estudios previos se determiné una
mayor presencia de flavonoides en las inflorescencias que en las partes areas
de la planta; ademas en el extracto etandlico se evidenciéo mayor proporcion que
en la decoccion (Bolton et al. 2019; Astray et al. 2020). En esta tesis se puso en
evidencia la presencia de flavonoides en el extracto etandlico de las
inflorescencias, y la composicion fue determinada en los perfiles cromatograficos
planares y mediante el analisis por HPLC de la tintura de lupulo, la cual resultd
similar a la demostrada previamente por otros autores (Kao y Wu, 2013). Dentro
de los principios amargos del lupulo, los derivados flavonoides prenilados
representan los componentes mayoritarios. El xantohumol, la lupulona y la
colupulona se identificaron en el cromatograma obtenido mediante RP-HPLC-
DAD, a partir de la comparacién de los espectros correspondientes con los de

estandares y con lo descrito en la bibliografia (Hsu y Kao 2019; Kao y Wu, 2013).

Los flavonoides prenilados como el xantohumol tienen propiedades
antioxidantes e inhiben la peroxidacién lipidica (Bolton et al., 2019; Kontek,
2021). Aunque el xantohumol ha sido descrito como el componente principal del
lupulo, se considera que el efecto del extracto de lupulo puede ser superior al de
este metabolito debido al sinergismo con otros componentes que se
determinaron en el extracto. El xantohumol se metaboliza mediante isoenzimas
CYP450 a metabolitos como 8-fenilnaringenina (8-PN), que fue descripto como
poseedor de actividad estrogénica (Bolton et al., 2019). Ademas, recientemente
se ha encontrado que el xantohumol y los beta-acidos lupulona y colupulona
exhiben actividad antimicrobiana y antiinflamatoria en un modelo de infeccion
intestinal en rata por Clostridium difficile (Sleha et al., 2021). Por otra parte, se
encontré que el xantohumol carece de efecto sobre la microbiota intestinal
(Hanske et al., 2005). Sin embargo, no se habia descrito previamente el efecto
de xantohumol o del lupulo sobre la motilidad intestinal o de otras visceras, tema

abordado en esta Tesis.

Otros componentes encontrados en el extracto, como los beta-acidos
cohulupona, colupulona y lupulona, demostraron efectos benéficos derivados de
su accion antioxidante potente y de su efecto reductor de la expresion de la
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enzima NO-sintasa inducible (iNOS) en situaciones inflamatorias (Karabin et al.,
2016). Ademas, se demostré la presencia de glicosil-flavona y dimetoxi- y
trimetoxi-flavonas mediante el HPLC-DAD. Estos polifenoles también tienen
actividad antioxidante y activan a la NO-sintasa endotelial (eNOS) por lo cual
resultaron ser vasodilatadores (Karabin et al., 2016). Otro flavonoide encontrado,
baicaleina, actua como potente captador de radicales libres e inhibidor de la
xantino-oxidasa, potencialmente mejorando situaciones de estrés oxidativo
(Huang et al., 2005; Liang et al., 2017). Por otro lado, se encontré en el lupulo al
flavonoide fisetina, que demostrd tener muchas actividades bioldgicas, tales
como ser anti-oxidante, antiinflamatorio, antitumorigénico, y neuroprotector,

ademas de reducir la pérdida de masa 6sea (Yamaura et al., 2022).

Las isoflavonas genisteina y daidzeina fueron reportadas como relajantes
del musculo liso, tanto gastrointestinal (Zhang et al., 2014) como prostatico
(Huang et al., 2022) y vascular (Speroni et al., 2007). En todos los casos, el
mecanismo se asocio a la inhibicién no-competitiva de las CCR de diversos
agonistas, y de las CCR de calcio, y en algunos casos a la activacion de canales
de potasio. Por otra parte, el isobmero de 8-fenilnaringenina, (2S)-8-PN, es un
bien conocido y potente compuesto estrogénico derivado del lupulo, que ha
mostrado ser un vasodilatador por bloqueo de los canales de Ca?* tipo L
(Sekiguchi et al., 2018). Por lo tanto, todos estos componentes del extracto de

lupulo pueden haber contribuido al sinergismo como antiespasmadicos.

Los efectos de la tintura de lupulo en el intestino delgado consistentes en
la inhibicion de la contraccidn mediada por carbacol ocurrieron a una
concentracion inhibitoria al 50 % (C150: 82,4 + 21,8 ug de lupulo/ml 0 22,6 £ 6,0
pg de extracto seco/ml) similar a la encontrada en el utero (CI50: 70,0 £ 20,0 ug
de lupulo/ml 0 19,2 + 5,5 ug de extracto seco/ml). Por otra parte, en la vejiga se
observé una ligeramente mayor sensibilidad de la contraccidon muscarinica a la
inhibicién por tintura de lupulo (CI50 45,6 + 13,0 ug de lupulo/ml o0 12,5 + 3,6 ug
de extracto seco/ml). Sin embargo, se observdé menor sensibilidad en la CCR de
Ca?* en la vejiga (CI50 313,8 + 43,8 ug lupulo/ml o 86,0 + 12,0 ug extracto
seco/ml). Este comportamiento podria sugerir que en la vejiga participan mas de

un mecanismo antiespasmodico, frente al sinergismo entre diversos
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componentes, en diversos sitios de interferencia, siendo uno de ellos los canales
de Ca?*.

Estos resultados de la tesis dan base cientifica al uso tradicional del lupulo
reportado en Medlineplus (2021) para tratar calambres intestinales y vejiga

hiperactiva.

5.1.2 EFECTOS CENTRALES
En los ultimos afios se ha centrado el interés en el uso del lupulo por sus
caracteristicas biolégicas y sus componentes fitoquimicos utiles para el

tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central.

Recientemente se ha descrito que el xantohumol en dosis de 10 a 20
mg/kg via i.p. demostré un comportamiento antidepresivo en un modelo de
neuroinflamacion por lipopolisacaridos en ratones (Rahman et al., 2021).
Ademas, se ha indicado que el lupulo tiene propiedades sedantes dependientes
del contenido de polifenoles, lo cual a su vez varia con la época y condiciones
de coleccién y con la variedad de la planta. Por ello, diferentes variedades tienen
diverso grado de accién sedante, asi como difieren en el contenido de
flavonoides. Se ha indicado que la humulona se enlaza y activa al receptor
GABA-A, que es un canal de cloruro que al activarse genera hiperpolarizacion
neuronal, mientras el xantohumol se une para generar accion antioxidante
(Meissner et al. 2006). Sobre el receptor GABA-A también actuan las
benzodiazepinas, como reguladores alostéricos positivos, generando desde
ansiolisis a sedacion. En lupulo fueron descritos los flavonoides 2S-naringenina
y rutina, y las flavonas glicosil-flavona, dimetoxi- y trimetoxi-flavonas, que pueden
interactuar con el receptor GABA-A, produciendo sedacion, y ansiolisis, y

mostraron efectos sedantes in vivo (Jager y Saaby, 2011).

En esta tesis se demuestra que el extracto acuoso del lupulo proveniente
de la Patagonia (cultivado para saborizar la cerveza) no modificd
significativamente la locomocion espontanea ni las exploraciones de ratones en
el test de campo abierto (Figs. 25). A diferencia de ello, diazepam a dosis de 1

mg/kg redujo significativamente la exploracién espontanea y mostro tendencia a
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reducir la locomocion espontanea. En cambio, la tintura (extracto alcohdlico) del
lupulo proveniente de las afueras de La Plata no modificé la movilidad
espontanea, pero si redujo la exploracion espontanea de los ratones en el test
de campo abierto, a las dosis de 100 y 330 mg lupulo/kg, similar al efecto de
diazepam 1 mg/kg (Figs. 23 y 24). Esto refleja una leve actividad sedante en la
tintura de lupulo, afectando mas la capacidad exploratoria que la movilidad

espontanea.

Por otra parte, en el test de supresién de alimento se demostré una
actividad ansiolitica sélo en la dosis de 33 mg/kg de la tintura de lapulo de la
Patagonia, comparable a la de Diazepam 1 mg/kg (Fig. 26). Sin embargo, el
efecto no fue evidente en la dosis de 100 mg/kg. Una posibilidad es que los

diversos componentes tengan acciones contrapuestas a dosis mas altas.

Sin embargo, cuando se ensayo el extracto acuoso (decoccion) de los
conos de lupulo colectado en La Plata en el test del laberinto en cruz elevado,
no se encontrdé un efecto ansiolitico significativo a las dosis de 25 y 33 mg/kg
(Fig. 27).

Dichos resultados sugieren que el lupulo ensayado, sea comercial o
colectado, que se usa tanto con fines alimenticios como terapéuticos, exhibe una
leve accidn ansiolitica y sedante (reduciendo mas la exploracion que la movilidad
espontanea) cuando se extrae con medio alcohdlico por maceracion. En cambio,
el extracto acuoso del lupulo no exhibié dichos efectos. El hecho de que estos
efectos sean leves, y que afecten la exploracién, pero no la locomocion, podria
tener ventajas si estos resultados se extrapolaran al humano, evitando efectos
de somnolencia diurnos. De todas formas, esta consecuencia deberia ser
evaluada en estudios clinicos de lupulo. Hasta el momento, hay pocos estudios
clinicos que evaluen estas propiedades. Uno de ellos, realizado con 35
voluntarios sanos jévenes con leve depresion, ansiedad y estrés, en un disefio
de estudio clinico controlado, doble ciego y cruzado, que recibieron 0,4 gramos
de extracto seco de lupulo por dia durante 1 mes, demostré mejoria en los

sintomas (Kyrou et al., 2017). Esto acuerda con la recomendacion de lupulo por

110



la Comision E Germana como tratamiento para trastornos de ansiedad e

inquietud.

Se puede concluir que la extracciéon en medio alcohdlico en frio ha sido
mas eficiente para obtener mayor cantidad de flavonoides e incluso pequefas
cantidades de los terpenos del aceite esencial, los cuales explicarian la actividad

ansiolitica o sedante suave.

5.2 ESTUDIOS DE LA (MORFOLOGIA VEGETAL)

El presente trabajo describe los caracteres epidérmicos y anatomicos de
hoja y bractéola de lupulo. En farmacobotanica, el tejido epidérmico es de gran
interés en el campo de las plantas medicinales, ya que ayuda en la deteccion y
control de calidad, evitando adulteraciones o confusién con otras especies de

plantas similares.

Al obtener un material vegetal clarificado mediante la técnica de
diafanizacién, se pudieron observar las principales caracteristicas del tejido
epidérmico de la especie en estudio. Por ejemplo, forma y disposicion de células
epidérmicas y estomas, presencia de pelos o tricomas (eglandulares vy
glandulares), y presencia de otras inclusiones celulares (pelos cistoliticos con

carbonato de calcio).

Los caracteres morfolégicos y anatdmicos ayudan en la diferenciacion
taxondmica entre las especies de la misma familia. Humulus lupulus, pertenece
a la familia de las Cannabaceae al igual que el género Cannabis, los cuales

pueden diferenciarse, entre otros por los siguientes caracteres:

Cannabis — Planta herbacea erecta, hojas palmatinervadas, compuestas,

peciolos sin dos hileras de pelo.

Humulus — Planta herbacea voluble, hojas simples, palmado-lobadas, peciolos

con 2 hileras de pelos.
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Estas observaciones se corresponden con lo descrito por Dawson (1967)

en la Flora de la Provincia de Buenos Aires.

En cuanto a las caracteristicas de las células epidérmicas en vista frontal,
en la familia Cannabaceae son usualmente poligonales o irregulares; las células
de la epidermis del lupulo son de forma poligonal con paredes anticlinales rectas,

caracteristica que coincide con lo descrito por E. Small (2011).

En las figuras 32 y 33, se puede observar se puede observar nervaduras
(o venas) donde se destaca por su tincién el xilema, especialmente sus
elementos de conduccién en filas, con separacion de estas filas por células del

parénquima.

La epidermis de lupulo, a ambas superficies foliares, en vista frontal,
presenta tricomas unicelulares y tricomas glandulares, y una cuticula estriada.
Las células epidérmicas poseen paredes rectas a ligeramente onduladas en la
epidermis de haz o adaxial, con presencia de cistolitos. En el envés o cara
abaxial se identificaron células epidérmicas con paredes anticlinales sinuosas y

estomas anomociticos.

Con respecto a los estomas, éstos son evidencia de valore y sistematicos
tanto en plantas actuales como en fésiles (Upchurch, 1984a,b; Kong, 2001) Las
caracteristicas de los estomas identificados y descriptos en esta tesis podrian
ser insumos para investigaciones taxonémicas y evolutivas en plantas actuales
y fosiles. Humulus lupulus presenta estomas anomociticos tal como lo reportado

por Vaccarini et. al (2021) para el género Cannabis.

La importancia de realizar un estudio morfoanatémico de la planta de
lupulo, previo a los analisis farmacoldgicos vy fitoquimicos radica en que se ha
identificado en Argentina a la especie Humulus scandens, cuyos aspectos
ecolégicos son similares a Humulus lupulus, sin embargo la principal diferencia
es la ausencia de glandulas de lupulina. La especie Humulus scandens, es
mencionada como especie introducida y es conocida por su capacidad
alergénica (Ky et al. (2013) y Chen et al. (2012), por lo que al no poseer

glandulas de lupulina y ser alergénica no es apta para la elaboracion de cerveza.
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Los compuestos fendlicos del lupulo, a diferencia del aceite esencial, no son
sintetizados y almacenados exclusivamente en los tricomas (Durello, et al. 2019),
también se encuentran en las bracteas y en el eje central de la inflorescencia,
con excepcion de los prenilflavonoides (xantohumol, isoxantohumol y
compuestos relacionados), que se encuentran principalmente en las glandulas
lupulinas (Roberts y Wilson, 2006).

En esta tesis se realizd el estudio principalmente en las hojas y flores de
lupulo ya que son los érganos de las plantas mas sensibles a los cambios
ambientales, segun lo mencionado por los autores Altamirano y Yajia (2017). El
tejido epidérmico es de interés en el campo de las plantas medicinales en
especial en la deteccion y control de la calidad farmacobotanica. En el caso de
nuestra especie en estudio fue de vital importancia determinar las diferencias en
especial la morfologia y anatomia de 6rganos foliares con géneros dentro de la
misma especie, ya que como se menciono anteriormente existen en Argentina

especies introducidas con capacidades alergégena y alucindgena.

Segun lo indicado Campos (2021), en un estudio sobre la densidad de
tricomas en lupulo, nos indica que los datos obtenidos en los estudios
anatdmicos son de importancia relevante ya que existe una correlacion entre la
cantidad de tricomas en las bracteas de lupulo con el contenido de aceite
esencial, y la densidad de tricomas en las flores esta relacionado con el

contenido de compuestos fendlicos.

Watson y Dallwitz (1992) describieron las especies de la familia
Cannabaceae como plantas mesofiticas, hierbas o lianas, laticiferas, cuando
estén presentes, con o sin contenido coloreado, resinoso o0 no resinoso. anual o

perenne.
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5.3 ANALISIS FITOQUiIMICOS
En la revisién bibliografica se ha indicado que los principales compuestos
quimicos identificados en las inflorescencias femeninas de lupulo, son los
terpenos, los acidos amargos y los flavonoides prenilados. Respecto a los

terpenos, éstos representan el 0,3-1,0 % del total de la inflorescencia.

Segun lo indicado en la bibliografia de Wagner y Bladt, el tratamiento
con el reactivo NP/PEG con Iluz UV-356NM, genera fluorescencias
predominantemente naranja y amarillo-verde para el tipo flavona y flavonol y una
verde oscura para el tipo flavanona. Los acidos fenolcarboxilicos, que se
encuentran frecuentemente en los flavonoides, aparecen como zonas intensas
de color azul claro. Las fluorescencias anaranjadas o amarillo verdosas en UV-
365 nm, después del tratamiento con NP/PEG, estan relacionadas con el patron
de sustitucion especifico en el anillo B: dos grupos hidroxilo adyacentes en el
anillo B (por ejemplo, quercetina) dan lugar a una fluorescencia naranja, mientras
que un unico hidroxilo libre grupo (p. ej. kaempferol) produce una fluorescencia
de color amarillo verdoso; lo indicado por los autores coincide con nuestros
resultados en donde se demostré la presencia de quercetina, flavonas,
flavonoles, principalmente en los extractos alcohdlicos de inflorescencias
provenientes del Bolsén, que en todos los casos demostraron contener mas

cantidad de compuestos quimicos

En los extractos de cloroformo, tanto de partes aéreas como de las flores,
se detectaron quinonas, fundamentalmente dimeros. Ambos extractos fueron
positivos también para esteroides; ademas el de partes aéreas mostro
triterpenos. Los alcaloides se observaron, aunque muy tenues, en el extracto

cloroférmico de partes aéreas.

Algunos estudios han demostrado la actividad sedante de los
componentes del aceite esencial de lupulo. Si bien se considera que las bajas
concentraciones en las que suelen estar presentes no serian suficientes para
explicar por si solos la actividad, en los extractos etandlicos por maceracion
aparecen en mayor proporcion que en el acuoso, pudiendo explicar el efecto leve
ansiolitico/sedante visto. Otros componentes caracteristicos del aceite esencial

de lupulo son el monoterpeno mirceno y los sesquiterpenos E-caryophyleno y
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humuleno, lo cual fue descrito por Gonzalez Zorsano et al (2013) y coincide con
los resultados de nuestro estudio efectuado con los extractos cloroformicos de
las flores mediante CG-MS, para determinar el perfil cromatografico de terpenos,
en donde fue posible evidenciar principalmente la presencia de B-mirceno,
triacetina, t-cariofileno, [(-farneseno, a-humuleno, anhidrido caproico e

isochiapin B.

Los resultados obtenidos mediante el sistema cromatografico planar de
particion orientado a flavonoides (CP) realizado a los extractos alcohdlicos de
flores de lupulo de El Bolsén y de partes aéreas de lupulo de la farmacia
homeopatica de la Plata, asi como las infusiones de lupulo, y usando como
sustancia patrén la rutina, evidenciaron como resultado la presencia de rutina en
los extractos EOLpa Eplfl e If. Estos resultados coincidieron con lo detallado en
la bibliografia de Wagner y Bladt (1996), en donde se indica que el extracto
metandlico de lupulo contiene principalmente rutina que se puede evidenciar en
su color naranja fluorescente y un Rf de 0,7. Los resultados se presentaron en la

Figura 45 de este estudio.

En reportes previos se demostrd actividad sedante y ansiolitica para
rutina, ya que este flavonol puede interactuar con el receptor GABA-A,
produciendo efecto de sedacion, ansiolitico o anticonvulsivo (Jager y Saaby,
2011).

El sistema cromatografico planar en capa fina orientado a terpenos
volatiles aplicado al analisis del extracto de éter etilico de flores (fl) de lupulo de
El Bolson, de extractos cloroférmicos de pa de lupulo comercial y fl de El Bolson,
de extractos alcohdlicos de pay fl e infusiones de pa y fl, utilizado como sustancia
patrén el mentol, evidencio la presencia de humulona y rutina (flavonoide). Estos

resultados coincidieron con lo indicado en la bibliografia (Wagner y Bladt).

El sistema cromatografico planar en capa fina orientado a flavonoides
(TLC), utilizado para los extractos de etanol e infusiones de lupulo, empleando
como sustancia patron la rutina, revelo los siguientes resultados en el extracto
etanolico: rutina, fluorescente de color naranja (Rf 0,7), resultado que fue

evidenciado en la infusidn y en el extracto alcohdlico de flores de El Bolsén y en
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el extracto alcohdlico de partes aéreas de lupulo comercial, resultados que

fueron comparados con la bibliografia de Wagner y Bladt (1996).

La actividad antioxidante atribuida al ldpulo, es resultado de los
metabolitos de naturaleza fendlica detectados mediante los sistemas
cromatograficos empleados, los cuales fueron mas destacados en las
inflorescencias que en otras partes de la planta, y mas abundantes en el extracto

etandlico que en la infusién.

El humuleno, también conocido como cariofileno es un sesquiterpeno que
deriva del difosfato de farnesilo (FPP). Se encontré por primera vez en los aceites
esenciales de Humulus lupulus, del cual deriva su nombre (Tinseth, 1993). La
concentracion de humuleno varia entre variedades pudiendo llegar a representar
hasta el 40 % del aceite esencial (Katsiotis et al., 1989). Los multiples epdxidos
producidos en el proceso de elaboracion de la cerveza y los productos derivados
de su hidrélisis son los productores del “aroma a lupulo” en la cerveza, también
relacionado como herbaceo, europeo y especiado (Yange et al., 1993). En
nuestro estudio se pudo evidenciar el terpeno en el extracto de éter etilico de las

inflorecencias provenientes del Bolson.

En una publicacion realizada por el autor Aoshima (2006) indica la
presencia de dos componentes aromaticos que se encuentran en el lupulo como

son el mircenol y xantohumol, ambos con efecto sedante.

Por otra parte, el analisis por HPLC-DAD del polvo de inflorescencias
de lupulo variedad Cascade proveniente de El Bolsén mostro la presencia de 3
acidos amargos (cohulupona, colupulona y lupulona). El flavonoide prenilado
mas abundante, xantohumol, fue identificado, lo cual acuerda con otros trabajos
(Karabin et al., 2016; Kao y Wu, 2013). A diferencia de otros trabajos, la muestra
no mostré a acidos, y esto podria deberse a dos factores. En primer lugar, en
esta Tesis se utilizé un Sistema de HPLC-DAD y fase movil orientados a la
deteccion de polifenoles (Hsu y Kao, 2019; Campos y Markham, 2007). Esto fue
debido a la hipdtesis inicial de que las isoflavonas y flavonoides serian los
responsables de efectos antiespasmodicos y sedantes. Este sistema de HPLC

es diferente del sistema comunmente empleado para caracterizar los acidos
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amargos, que son los compuestos aromaticos en la elaboracion de cerveza
(Buckee, 1985). En segundo lugar, el tiempo de almacenamiento o el hecho de
mantenerlo a temperatura ambiente mayor a 4-C puede favorecer la pérdida de
los alfa-acidos (Rutnik et al., 2023). Por otra parte, mediante HPLC-DAD se
identificaron dos isoflavonas, genisteina y daizeina, sea como agliconas y como
el glicésido genistina. Sin embargo, la baja sefal de HPLC sugiere que la

cantidad de isoflavonas seria muy pequefia.

En un ensayo realizado en el aino 2013 por Franco et al., para determinar
los efectos de la cerveza, conteniendo lupulo (Humulus lupulus), sobre la
capacidad antioxidante en orina. Se concluye que los acidos amargos que
componen el lupulo modulan el aminoacido GABA (principal neurotransmisor
inhibidor del sistema nervioso central), de acuerdo con Benkherouf et al. (2020).
Al mismo tiempo, el terpenoide mircenol y el xantohumol en la cerveza con lupulo
mejoran su efecto sedante. Estos resultados se han podido ratificar con los
resultados obtenidos en este estudio en donde se evidencid la presencia de
terpenos en los perfiles cromatograficos planares de los extractos de éter etilico,
cloroformo, etanol, infusion y aceite volatil de las flores de lupulo de El Bolsén.
Asi mismo los resultados de los estudios del sistema nervioso central con el
extracto alcoholico del lupulo proveniente de La Plata redujo la exploracién
espontanea de los ratones en el test de campo abierto, a las dosis de 100 y 330
mg lupulo/kg, similar al efecto de diazepam 1 mg/kg. Ello refleja una leve

actividad sedante en la tintura de lupulo.

Varios estudios realizados en poblaciones con altos niveles de estrés,
muestran que el consumo de bebidas no alcohdlicas con lupulo en la cena
incrementa los niveles de antioxidantes que fueron medidos en la orina (Franco
et al., 2013). Estos resultados han sido atribuidos al polifenol xantohumol que ha
demostrado una prevencion al dafo hepatico agudo (Pinto, 2012). En el presente
estudio, mediante el empleo del detector DAD fue posible identificar la presencia

de xantohumol en las flores de lupulo provenientes de El Bolson.

La cantidad de aceite volatil obtenido por destilacion al vapor de lupulo,

asi como la cantidad de los componentes del aceite, depende del origen de la
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planta y del momento de cosecha, por lo que se pudo observar la mayor cantidad

de compuestos quimicos en las flores de lupulo provenientes del Bolson.

Las glandulas de color amarillo que se encuentran en las inflorescencias
del lupulo se conocen como lupulina, que depende estrictamente de las rutas de
sintesis de metabolitos especializados, ya que tiene en su composicidon
mayoritaria: terpenos: linalool, mirceno y a-humuleno; compuestos fendlicos:
humulonas (acidos a) y lupulonas (acidos B); y flavonoides: xantohumol (FARAG
et al., 2012).

En el estudio de especies vegetales medicinales se ha identificado que las
propiedades de las plantas pueden provenir de cualquiera de sus partes, en
donde se producen y/o acumulan los metabolitos secundarios. En el caso de
nuestra especie en estudio se identificaron sustancias quimicas en mayor
cantidad en los conos de lupulo, resultados que podrian ser asociados a la
presencia de lupulina presente en las flores femeninas de lupulo, ya que segun
lo mencionado por el autor SIMOES et al. 2000, en donde indica que las
colecciones de diferentes ambientes y diferentes épocas del afio reflejan
directamente en el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides asi como en
el contenido de otros compuestos del metabolismo secundario del organismo

productor y estos se producen en condiciones de estrés.
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6. CONCLUSIONES
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Con base en los resultados obtenidos a través de los experimentos
realizados, es importante considerar el potencial biolégico observado en la

especie Humulus lupulus.

En esta tesis se estudiaron las propiedades del Iupulo a nivel del
musculo liso, y se demostrd un efecto antiespasmaodico en el intestino, el utero y
la vejiga aislados de rata, asociado al antagonismo no competitivo de la
contraccion muscarinica y a la inhibicion no competitiva del influjo de Ca*2. Por
HPLC se demostrd que la tintura de lupulo contenia flavonoides prenilados, como
xantohumol y B-acidos, flavonoides e isoflavonas que podrian explicar al menos

en parte, los efectos antiespasmadicos.

Ademas, la tintura de flores del lupulo cultivado, sea en Patagonia o La
Plata, presenta leve efecto inhibidor de la exploracion espontanea de ratones (a
dosis de 100 y 330 mg lupulo/kg) y un efecto ansiolitico a la dosis de 33 mg
lupulo/kg. La presencia de flavonoides rutina y naringenina, de flavanonas,
mircenol y humulona explicaria dicho efecto. Sin embargo, ese efecto se perdiod
en el extracto acuoso de lupulo obtenido por decoccion, por lo cual la alta

temperatura afectaria a dichos compuestos.

Estos estudios realizados en animales de laboratorio dan soporte
cientifico al descripto uso terapéutico tradicional y benéfico de la tintura de lupulo
como antiespasmaodico para situaciones de cdlico intestinal o uterino y de vejiga
hiperactiva, o en casos de dismenorrea. Ademas, estos resultados dan base
cientifica preclinica al descripto uso del lupulo como ansiolitico o sedante suave.

No obstante, se requieren estudios clinicos para demostrar su eficacia.

Los factores ambientales contribuyen en gran medida a la formacion de
metabolitos secundarios que constituyen los componentes activos de muchas
plantas. En particular se ha determinado que factores como la ubicacion
geografica, el clima y los aspectos agrondémicos, afectan principalmente la
composicion volatil del lupulo (Ceh et al., 2007; International Hops Growers
Convention, 2019; Kishimoto et al., 2008; Mozny et al., 2009). Lo indicado por
los autores constituyen una referencia para explicar la cantidad de metabolitos
encontrados en los conos de lupulo que son provenientes del sur de la Argentina,

120



especificamente de El Bolsén, en donde el lupulo se expone a largas horas de
claridad, que segun su fisiologia requiere para florecer, siendo éstas condiciones
climaticas propias del sur de Argentina. En varios ensayos con otras especies
forestales se ha realizado el intento de producir artificialmente las condiciones
climaticas para su desarrollo, dando como resultado una marcada diferencia en
su composicion quimica, especialmente en referencia a los constituyentes

activos.

En este estudio fue posible identificar los principales grupos quimicos y
metabolitos en los conos de lupulo que incluyen terpenos y acidos amargos.
También se identificaron los principales glicésidos de flavonoles,

fundamentalmente del kaempferol y la quercetina (sobre todo rutina).

Ademas, se identificaron algunos terpenoides en el aceite esencial,
principalmente el humuleno y el mirceno. Los compuestos mencionados
anteriormente han sido descriptos como compuestos cruciales para la calidad de
los lupulos utilizados en la industria cervecera, ya que contribuyen a la

estabilidad de la espuma y a la actividad antibacteriana.

En lo que refiere a las micrografias botanicas se pudo determinar en la
muestra del herbario; asi como en la muestra de La Plata, tricomas unicelulares
y tricomas glandulares que utiliza como sujecion o soporte, caracteristicos de la

especie Humulus lupulus.

En resumen, esta Tesis ha logrado caracterizar la morfologia y
micrografia del Humulus lupulus, su fitoquimica mayoritaria en flavonoides
prenilados, como xantohumol y 3-acidos, ademas de flavonoides e isoflavonas,
y la accion antiespasmaodica visceral (asociada a interferencia con el influjo de
calcio al musculo liso) y ansiolitica y sedante suave, explicables por sinergismo

entre varios de sus componentes.
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