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TRABAJOS ORIGINALES DE LA FACULTAD

DEPARTAMENTO DE FARMACOGNOSIA Y FARMACODINAMIA
Prof. Dr. J. CaBo TORRES

STUDIO FARMACODINAMICO DEL LUPULO. (Humulus Lupulus L.)
II.—ACCION ESTROGENA

L. Bravo, J. CaBo, A. FraiLg, J. JIMENEZ. A. VILLAR (*)

Son frecuentes las alteraciones del ciclo menstrual en las mujeres
mpleadas en la recoleccion del lupulo, de forma que la menstruacion
suele aparecer a los dos dias del comienzo de la recoleccién, indepen-
ient>mente de la fase del ciclo en que se encuentren en dicho momento.
ste fenomeno hace sospechar la existencia de sustancias de actividad
estrogénica en el lupulo. En efecto, Kocu y HEim (1) encuentran valores
ve oscilan entre 20.000 y 300.000 U. I. de actividad estrogénica por gra-
10 de inflorescencia.

Estas sustancias estarian contenidas también en la cerveza (elabo-
ada con lupulo) si bien en cantidad muy inferior, pues son destruidas
n gran parte durante la fermentacion. No obstante, se estima que el
contenido en sustancias estrogénicas de la cerveza oscila entre 1 a 35 y
or litro (de 10 a 360 U.IL.), cantidad no despreciable si se considera que

eliminacion diaria de fenolesteroides en la mujer sexualmente activa
¢s del orden de 20 a 25 v.
Los citados autores no excluyen la posibilidad de que las alteracio-
es generales (obesidad, esterilidad, degeneraciones hepaticas, etc.), que

observan en los grandes bebedores de cerveza, que consumen habi-
ualmente cantidades diarias de hasta 10 litros, pueda ser debida, ade-
14s de la intoxicacion alcohdlica, a la intoxicacion estrogénica.

Desde el punto de vista terapéutico, estos autores sehalan el posible
“mpleo de la cerveza en aquellos casos en que estd indicada la admi-
istracion prolongada de estrogenos a dosis débiles, como en la pertur-
2cion del climaterio, hipersexualidad de la especie masculina, etc.
~ Dada la facilidad con que los estrégenos son absorbidos por via cu-
inea, estos autores preconizaron, ademds, el empleo de extractos de
tupulo para bafios, en los casos en que estd indicada una terapia es-
'egena.

“*) Los autores figuran por orden alfabético.
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TECNICA

Existen métodos quimicos y fisicos de gran especificidad para la de.
terminacién de los diferentes estrégenos, si bien su aplicacién a las me,
clas complejas (orina, por ejemplo) requiere laboriosas operaciones par
el fraccionamiento de los extractos.

El método Lioldégico mas clasico es el del frotis vaginal de la rats
originalmente propuesto por ALLEN y Doisy (2). La técnica ha sido m
dificada, en sus detalles, por los diferentes autores. Asi, algunos emplean
como animal de experimentacion el ratén; otros trabajan con ratas in-
maduras en lugar de ratas ovariectomizadas; también existen diversa
técnicas en las que la administracién del producto no se hace por via
subcutdnea, sino por aplicacién intravaginal; y, en fin, el tratamient
matematico de los datos obtenidos en el ensayo, para hallar el resultad
final, también ha sido ampliamente debatido.

Otros criterios de actividad que también pueden tomarse en cuenta
para la valoracién de los estrogenos son: el aumento de peso del uter
en ratas ovariectomizadas o inmaduras; la apertura de la vagina en
cobayas, ratas o ratones inmaduros; el desarrollo del oviducto en pollos
de cuatro dias de edad, etc.

A continuacién describimos el método del frotis vaginal de la rata
o de Allen-Doisy (2):

Para llevar a cabo la valoraciéon son necesarias 40 ratas, hembra
ovariectomizadas un mes antes del ensayo, y en las que se ha compro
bado la eficacia de los estrogenos para producir el estro.

Es recomendable seguir la marcha que se expone a continuacion
Se seleccionan 50 ratas hembras, de un peso comprendido entre 80 v
100 g. y se les extirpan los‘ovarios, Entre los diez y los quince dias si-
guientes a la operacién se estudian los exudados vaginales de cada uno
de estos animales en frotis que se preparan cada dfa, y se comprueba
que en ninguno de ellos aparece estro; en caso contrario, se eliminan
los animales que lo presenten. A cada uno de los restantes se les 11~
yectan subcutaneamente 2 ug de estrona disueltos en 0,2 ml de aC'C}t
y se preparan frotis vaginales a las 24, 48, 72 y 96 horas de la inyeccion:
Las ratas que no presentan estro bien definido en alguna de las obs¢’
vaciones realizadas dekerdn eliminarse. Entre las restantes se seleccl®
nan 40, cuyo peso corporal sea aproximadamente igual, y con ellas s¢
realiza la valoracién, no antes de 10-15 dias después de efectyada 17
prueba anterior.

Las ratas se distribuyen en dos lotes de 20 animales cada utio:
tal manera que estén repartidas por igual en ambos grupos atendi
a sus pesos. Los animales de uno de los lotes reciben, por inyeccion s
cutanea en el dorso, una dosis. igual para todos e independiente de st
peso, del patrén internacional. Dicha dosis debe ser tanteada previame”
te para que cause aproximadsmente un 50 por ciento de reaccion€s -
sitivas en los animales. También se ha de tener en cuenta que la dOS]:
en cuestion deberd estar contenida en 0,2 ml de aceite (si el producto
valorar es oleoso). Generalmente se oktiene este resultado con 5-10 1"

de
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dades de estrona, es decir, que la soluciéon del “standard” debera tener
unos 5 vy por mililitro.

Las otras 20 ratas reciben el preparado problema. La dosis por ani-
mal también sera elegida por tanteo previo para que corresponda apro-
vimadamente a la actividad del “standard”.

Se preparan frotis vaginales de cada uno de los 40 animales a las
24 48, 72, 84 y 96 horas de la inyeccion, tomando nota de las ratas que
presentan estro tipico en alguna de las observaciones.

A los 15 diag de la prueba anterior se repite el ensayo, pero inyec-
ando ahora el problema a los animales que habian recibido antes el
‘standard”, y viceversa (ensayo cruzado).

Lapulo empleado

Hemos trabajado con dos lupulos procedentes de distinta cosecha
de distinta provincia, uno de Leo6n y otro de Galicia, pero para hacer
mas corta nuestra exposicién nos limitaremos a mencionar el lupulo,
sin especificar a cual de ellos nos referimos, entendiéndose que todas
as pruebas han sido realizadas con ambos.
El Iupulo, una vez recogido de la fabrica de cerveza, lo hemos man-
tenido herméticamente cerrado y a una temperatura de 0° aproximada-
mente.

Animales

Los animales empleados fueron ratas de raza ‘“Nestle”, de un peso
avroximado de 100 gramos.

A cada animal del lote tipo le inyectamos 7 unidades de estrona por
100 gramos de peso.

Los frotis vaginales los fijamos en alcohol metilico durante unos
cinco minutos, se secan al aire y rosteriormente los tefiimos con azul
de metileno.

Extractos

Los extractos realizados, tanto para el lupulo de Galicia como para
el de Leon, asi como para el de distinta cosecha, fueron los siguientes:
Suspensién de lipulo en polvo/H;O al 10%. Administramos 2 ml a cada
animal, por via oral.

Maceracién con agua al 5%.—A 5 de lupulo previamente tamizado
por el tamiz num. 50, se anaden 50 ml de agua destilada y a la tempe-
ratura ambiente. En estas condiciones, se mantienen en maceracion du-
rante seis dias, agitando de vez en cuando, al cabo de los cuales filtra-
mos con expresion y recogemos el filtrado en vasija tarada, al que ana-
dimos agua destilada hasta completar los 50 ml. Al marco le ahiadimos
otros 50 ml de agua, agitando de vez en cuando. Se filtra con expresion
anadiendo cantidad suficiente de agua destilada para completar los 50
ml. Se reunen los filtrados.
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De este extracto recogido, administramos, por via oral 2 ml a cada
animal del lote problema.

Maceracién con éter al 5%.—A 1 gramo de lupulo, previamente 1,
mizado por el tamiz num. 50, afiadimos 10 ml de éter, manteniéndolo ¢,
maceracion durante seis dias, agitando de vez en cuando. Filtramos ¢
expresion, y al marco le anadimos otros 10 ml de éter. Al cabo de ¢
tro dias, lo filtramos. Reunidos los filtrados, destilamos en bafio mayis
a 43°, y al residuo obtenido le adicionamos 3 ml de aceite, previamen
neutralizado. A cada animal del lote problema le inyectamos 0,2 ml.

Maceraciéon con éter al 10%.—Igual al anterior, pero con la tinicy
excepcion de que la cantidad de lupulo empleado fue doble; es dec;
2 gramos.

Soxhlet con éter—Las pesadas dieron los siguientes resultados:

Matraz vacio ... ... ... ... 24,6770 gramos
Cartucho vacio... ... ... ... 0,9584 2
Cartucho con lupulo ... ... 2,4451 £
Lupulo ... ... ... .. .. 1,4867 -

La cantidad de éter fue de 15 ml, el tiempo de extraccién de siete
horas y la temperatura de 43°.

El extracto recogido lo llevamos a bafio maria a la misma temper:
tura que lo habiamos extraido, y una vez destilado el disolvente, le anz-
dimos 3 ml de aceite neutralizado. De esta solucién, inyectamos 0,2 ml
a cada animal.

Este ensayo lo repetimos en las mismas condiciones, pero la cantida
de lupulo fue superior: 2,8325 gramos, permaneciendo constante la de
éter. Una vez destilado, le ahadimos 3 ml de aceite e inyectamos 0,2 "'
a cada animal.

Maceracion con alcohol de 30° al 10%.—La técnica seguida, asi como
las cantidades empleadas, fueron exactamente iguales a las ya resen
das en la maceracion con agua al 10%.

La dosis administrada a cada animal del lote problema fue de 2 ml
por via oral.

Maceracion con alcohol de 60° al 10% .—Exactamente igual al anterior-
Maceracién con alcohol de 70° al 10%.—Exactamente igual al anterio’
Maceracion con alcohol de 96° al 10% .—Exactamente igual al anteri

Hemos de hacer constar que las ratas soportaron bien los 2 mlfJC
alcohol de 96°, sin que se notaran sintomas de intoxicacién alcoholi¢

RESULTADOS EXPERIMENTALES
Todos los resultados obtenidos con los diversos extractos fueron o

gativos. Sus causas las desconocemos, aunque, como ya indicamos ant®’
riormente, pueden ser debidas o bien a que el lipulo no era fresco
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ademads habia sufrido una serie de manipulaciones industriales, o a que
el disolvente empleado no fuese idoéneo.

En lo que se refiere a los resultados obtenidos en el lote tipo, he-
mos de indicar que fueron Optimos, es decir, que aproximadamente al
50 por ciento le provocamos el estro.

CONCLUSIONES

1.—Trabajando con la técnica de Allen-Doisy, convenientemente
puesta a punto y sensible a estrogenos diversos, no hemos conseguido
en absoluto apreciar accion estrogénica en lupulo seco de procedencia
espafiola, ni con suspension en polvo de droga integra ni con extractos
diversos en agua, éter y alcohdlica de graduaciones distintas, con un
total de nueve tipos de extractos més la suspension de la droga.

2.—Que las muestras de lupulo estudiadas, frente a lo establecido
para lupulos de otro origen por numerosos autores, no poseen accion
estrogena sobre rata ovariectomizada. Esta sorprendente negativa que,
sin embargo, demostramos claramente, frente a las afirmaciones de nu-
merosos autores, nos sugiere una hipoétesis, pendiente de comprobacion,
que conciliaria la controversia respecto a la accion estrogena del lupulo,
en el sentido de que ésta residiese en un componente menor isoflavénico
demostrado en la droga (isoquercitrésido), cuya presencia podia variar
de unas suertes a otras con el origen geografico o con su proceso de
desecacién, como se ha demostrado en otras especies vegetales.
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