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I. RESUMEN

El Ixbut es una de las plantas de uso popular mas
extenso, debido a que 1) le atribuyen propiedades
galactogénicas. Por este motiva el presente estudico fue
realizado para tratar de validar cientificamente las
propiedades de la planta.

Para medir el efecto producido por el Ixbut, se realizd
el estudio en un modelo animal empleando glandul as mamarias
de ratas tipo Wistar, en periado de lactancia, las ratas
fueron distribuidas en 4 grupos de 6 cada uno; a cada grupo
se le administrdé un $ratamiento diferente, el «cual fue
iniciado desde el pr imer dia después del parto. Los
tratamientos fueron adﬁinistfadms disueltos en el agua de
bebida de la siquiente forma: Grupo A Agua, Grupo R
Metoclopramida, Grupo beut‘més azicar y Grupo D Azdcar; el
aztdcar fue agregado al Ixbut para eliminar el sabor amargo
gue es desagradable para las ratas, por gste motivo s evalud
un grupe sola con azdcar para observar un posible efecto por
este ingrediente agregado.

Con el fin de determinaf wn posible efecto hiperpléasico
o hipertréfico vy su diferenciacién, se tratdé de medir los
cambios producidos por la planta a nivel de gléandula mamaria
de la rata por medio de la determinacidn de la concentracidn
de acidos nucleicos, especificamente acido

desoxirribonucleica (ADMNY, aungque también se trato de medir
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el acido ribonucleico mensajera (ARNm) no siendo posible esta
ltima medicidn debido a las condiciones de extraccidén, ya
que el ARNm fue destruide durante el proceso; luego para la
medicidn del ADN se utilizd una reaccidén colorimetrica por
medio del método de difenilamina.

Sin embargo, de acuerdo a los datos obtenidos no hubo
ninguna diferencia entre los tratamientos. Se esperaba que al
menos und de los tratamientos fuera diferente, el caso del
contraol positive, se concluye gque debe evaluarse varios
métodos de extraccidn de los Acidos nucleicos para determinar
la pasibilidad de que el métods de extraccidn empleado se le

pueda atribuir la falta de resultados.




II. INTRODUCCION
El uso de plantas en la medicina popular es una practica
muy comin en nuestro medio, sin embargo muchas de estas
plantas no cuentan con un estudic cientifico gue apoye sus
propiedades curativas, que validen su aplicacidn clinica y
aseguren sy carencia de propiedades téxnicas.

El Ixbut (Euphorbia lapncifolia} es una de las plantas de

uso popular mas amplioco a la que se atribuyen propiedades
lactagénicas y su estudio es importante ya que de ser
comprobads su efecto, podria ser utilizado terapeuticamente
en madres con deficiencia en la produccidn de leche, dando
asi la oportunidad de dar a sus hijos un alimento mas
completo, sequro y ecandmico.

Durante la lactogénesis se establece una estimulacidén de
la sintesis de proteinas. El 4acido desoxirribonucleico (ADND
sirve coms fuente de informacidén genédtica para la sintesis de
todas las moléculas de proteinas de la célula vy el Acido
ribonucleico (ARN) participa en dicha sintesis directamente
coms ARN mensajera, ribosdmico v de transferencia.

Este estudio tratd de vgrifiﬁar, si el efecto que tiene
el Ixbul sobre la glandula mamaria es a nivel del incremento
del namero de células o del tamadc de las wmismas en la
glandula mamaria mediante la determinacién cuantitativa de
los Acidos nucleicos y también wun efecto sobre la sintesis
proteica, medido por el aumento del ARNm durante los procesos
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de sintesis protéica mediante la cuantificacidén del ADN y del
AFENm presentes en las células de téjido mamario. Se emplearon
animales de laboratorin especificamente ratas hembras de raza
Wistar en periodo de lactacidn, que recibieron tratamiento
que incluye la administracidn de la planta incorporada en su
alimentacidn,

Fara cuantificar las Acidos nucleicos, se separaron de
glandul as mamarias por el método de extraccién de fenol y
posteriormente fueron estos compuestos cuantificados

espectrofotométricamente.




tII. ANTECEDENTES

A. BLANDULA MAMARIA (En humanos)

La ol&ndula mamaria en la oreoubertad esta tormada
por wnos cuantos conductos peouefnos lineales rudimentarios.
En las hembras. con el principio de la pubertad., el tejida
de los conductos mamarims empieza a ser estimulado oor las
hormonas estrogénicas. hespuds de la ovulacidn v a2l inicio
de la produccidn de progesterona por el cuerpo ldteo, en
conjunto con la accion de los estrdgenos producen las
modificaciones tipicas de la estructura de los conductos
lobulo alveolares maduros, de la glandula funcional (1).

Durante el embarazo., los conductes lobulos alveolares
mamarios sufren cambios, ademéds de ser estimulados, sO0n0
incrementados en numerc por el aumento de la cantidad de
estrogenns de origen sexual producidos por el cuerpo luateo
vy por la placenta, v este efecto es favorecida por la
prolactina, la hormona lactogeno—-placentaria v otras hormonas
metabdlicas maternas.: En el post-parto la ausencia de la
placenta, la cual ha sido expulsada en el parto, hace gue
los esteroides sexuales aumenten =N accion sobre la
lactogenesis especialmente bajo los efectos de prolactina.
hormona inductora de sintesis v expulsidn de leche (1-33).
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=1 terido parenauimatoso constituido Dor pDEQUeEncGs
conductos v alveolos de las alandulas mamarias de las
nuliparas no prefadas. forman principalmente una caps doble
vde epitelio embebido en el tejidu AGO1LD0DS0D. En 2l embarazo.
a los 7 dias de aestacidn la pléandula sufre una adenosis de
prefnez gue se define como wuna gran proliferacidn alveolar
mamaria gque es Tacilmente detectable. Fosteriormente a los
catorce dias de gestacidn la adenpsis mamaria del embarazo
ha avanzado en alto grado v mas areas de grasa mamaria son
remplazadas por proliferacidn de tejido 'parenquimatmso.
Al alcanzar los 19 dias de gestacion la actividad secretora
ha progresado a un estado gue representa wna condicidon dptima
para el proceso de lactancia, el epitelico alveclar muestra
actividad maxima de secrecidn. For dltimo el lumen alveoclar
mamario., post-parto, se llena de leche. mostrando distensidén
v dilatacion del alveolo (Z,4).

Cada alveolo consiste en células glandulares productoras
v glandulares secretoras gue rodean en ductulo. Celulas
micepiteliales rodean el mismo alveonlo v son estias las oue se
contraen y expulsan ie& leche hacia el sistema conductor, lo

gue da lugar a un reflejo galactocgogoe por la  hormona

oxitocina (3,43 .
De acuerdo al estudioc realizado por Sinha v Tuchker,
mostro gue la glandula mamaria en ratas incrementa su tamano

de .23 mm a los 1@ dias hasta 450.9 mm a los 100 dias. En




cuanto a la cantidad de ADN, se incrementa de 0.33 mg a los
10 dias hasta 3.52mg a los 100 dias. Este estudic demostré
gque el crecimiento y aumento de ADN se da al inicio de la
pubertad (39).

E. FI1S5I0LDOGIA DE LA LACTANCIA (En humanos)

Como preparacidn para la lactancia, hay una
proliferacidn considerable de lobulilleos y de sus unidades
productoras de leche durante el embarazo, lLos  primeros
cambios se llevan a cabo en la mama mas o menos a la octava
semana del embarazo. Las areolas se obscurecen y los pezones
se hacen mas erectos. Las mamas se hacen mas firmes y
" turgente, aumentando gradualmente de tamafio, pesando cerca de
700q cada una. El calostro comienza a elaborarse al final del
embarazo manteniéndose a niveles bajos por accidn de la
la supresidn de la prolactina, por las altas concentraciones
de esfrégenos y progesterona caracteristicas de las fases del
embarazo. Después del parto disminuyen los niveles de
estridgenos y se eleva la prolactina (3).

La succidn por parte del bebé provoca la disminucidn de
la concentracidn del factor inhibidor de prolactina de origen
pituitario para que libere oxitocina. Esta hace que la leche
salga de laos alvenlos y continue hacia el sistema conductor

(3,4,6).




. CAMRIOS A NIVEL MOLECULARK

Debido a cue la cantidad de acido desoxirribonucleico
(ADN) por celula en el nucleo de las células del tejido
somatico en cada especie en particular es constante, su con-—
tenide en el tejido se emniea como un indice del nuamero de
células presentes en #ste. Los cambios en la cantidad de ADN
total contenido en la glandula mamaria por uwnidad de peso
cornoral, pueden ser empleadas para obtener una estimacidn
del numero de células. For otro lado. la cantidad de acido
ribonueleico (ARNY es utilizado como un indice gue refleja la
actividad de sintesis de proteinas en el tejido {4,6).

A la lZa. hora despugs del parto la relacidn del conte-—
nido de ARN/ADN cambia v puede ser detectados; en el post-
parto esta relacidégn puede aumentar hasta el dia l6o. de
lactancia (3,4).

El contenido de ARM en la glandula mamaria en el momento
de la lactancia depende de muchos factores. tales como: .
intensidad de succidn {aumentando los niveles de prolactina)
estimulacion de los niveles de sintesis vy excrecién del
complejo hipotadlamo—hipofisiario. También la sintesis v
excresion de hormona promotora de galactopoyesis v de la
SECresion apdcrina de leche a nivel de los alveolos vy pegue—
fnos conductos galactaforos (7-9).

Las hormonas en general puseden sumentar la funcicon de
suUs respectivos organos blanco, principalmente por dos
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formas generales de accidn:t 1) efectuando una estimulacidn
de procesos celulares en las células ya existentes, y 22
incrementando el namero de zélulas diferenciadas o unidades
fundamentales durante el desarrollo. El caso de la hormona
insulina la cual incrementa la sintesis de ADN en un ejemplo
del segundo proceso (7,8). |
Otros estudics en diferentes especies indican que
los niveles de ARN en glandula mamaria durante la primera
semana después del parto se encuentran aumentados,
manteniendose estos niveles durante todo el periodo de
produccidén intensiva de leche y decreciendo durante el
séptimo mes de lactancia (7,9,14).
Ademds el ADN de la glandula mamaria esta aumentando
durante el pericdo preparatorio a la lactancia y durante la

primera semana despueés del parto (10,11).

D. AZIDOS NMUCLEICOS

Especi ficamente el ADN almacena la informacidn genetica
en las células, asi como los mecanismos modelos de lectura.
Estas macromoléculas constituyen copia en dos dimensiones
de toda la informacién genética de un organisma, la gue se
expresara posteriormente en un fenaotipa (12).

La columna vertebral basica de los Acidos nucleicos es
una wnidad de repeticidén continua de uvn enlace déster de
fosfatos con los azuwcares L-ribosa o L~desoxirribosa; ssta
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estructura proporciona estabiliidad a la oran moléecula v su
natiltralera polianicnica aseaura v ampliia la estructura
v la modulacion {11.12}).

l.a estructura del ADN cumpr&nde también bases nitroge-—
Nnadas puricas v parimidicas, de una pentosa desoxirribosa v
dcido fosforico. Las bases pirimidicas presentes en el ADN
son: la timina v citosina, v las puricas son: adenina vy
guanina (13,14).

La molécula de ADN esta formada por dos largos
filamentos constituidos por dos cadenas de pmlinucleétidos
enrclladas una sobre la otra en forma antiparalela fTormando
una doble heélice. La funcidon del ADWN es proporcionar informa-
cidn genetica para la sintesis de todas las moléculas
proteicas de la célula y el organismo (13,14).

1. Fropiedades Bioouimicas:

L.a estructura del ADN puede perderse incrementando o
disminuvendo la concentracidn salina. Debido al apilamiento
de las bases v & los enlaces de hidrdgeno entre las pilas.
las moléculas de ADN de doble hebra exhiben las propiedades
de wuna fibra v en solucidn es wun material viscoso (13).

2, Arido Ribonucieico

£l ARN es uﬁ polimero de ribonucledtidos purinicos v
pirimidinicoe enlazados por puentes 37,3 -fosfodiéster
anxlooos a los de ADN. dngue el ARN contiene los ribo-
nuclestidos de adenina, guanina v citosina, no posee
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timina, ¥y en su lugar contiene el ribonucleotidoe de wracilo.
For lo tanto, los componentes pirimidicos de ARN difieren de
los de ADN.

En todos los organismos procarioticos y eucarioticos
existen tres clases principales de moléculas de ARN que sea
clasifican.atendienda a su funcidn en : mensajera (ARNm),
es el maAs heterogéneo en tamafo y estabilidad. La mayor parte
de las moléculas de ARNm tienen adherido en el extremo 37~
hidroxile un polimerc de residucs adenilato de 20 -250
nucleétidos de longitud [Poli(Ad] y su funcidn es mantener
la estabilidad de la molécula; esta propiedad es usada para
extraccidn de ARNm de las otras formas de ARN, esto se hace
por medio de cromatografia de afinidad. Todos los miembros de
esta clase funciconan como uWun mensajerc transportando la
informacidn de un gen a la maguinaria que sintetiza
proteinas. Ademdas lee la secuencia nuclectidica del
ADN. El1 ARN de transferencia (ARNt) sirve coms adaptador
para traducir la informacidn contenida en la secuencia de
nucledtidos del ARNm a los aminodcidos especificos. Las
mol écwtl as de AFEN ribosomico CARNYr 2 contr ibuyen a la
formacidn de ribosomas (12-15).

El procesamiento del ARN incluye tanto la modificacidén
quimica coms la adicidn y delecidn de bases, parece estar
relacionade con la estabilidad del ARN, puesto gque el grado
de modificacidn de las moléculas del AREN tras la transcrip-—




CiDM SE encueEntra correlacionada poSitivamente con su vida
megla. Ademas ciertas alteraciones refinan la estructura
gel ARN v permiten aoue éste sea reconocido por otros
componentes celulares (13).

=1 ARN Fuede ser hidroliéada por alcalis., labilidad aue
s util tanto para diagrnosticpops tlinicos COmMo pPara procesos

analaticos (1Z2).

£ . METODOS DE CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

1. Métodos Gpticos:

a) Medicidn con luz ultravioleta: tanto el ADN como el ARN
Aabsorben tuz witravioleta tan eficientemente gue la
absorbancia éptica puede =ser usada como una medida exacta.
rapida vy no destructiva hasta de conceﬁtracioneg de =Z.9
ug/iml.

) MHeétodos colorimetricos: La determinacion de ADN con e}
treactivo de difenilamina, e basa en una depurinaciéon de ADN
con acido caliente. éste rompe el enlace de ftosfato de azdcar
v deshidrata la 2—-desoxi-d—-ribosa a aldehidc w—
hidroxilevulinico., #1 cual se condensa con difenilamina dando
productos con wuna absorbancia a 39%nm.

En el vaso del ARN, forma un complejo colorsado con el
orcinol, compiejo gque se forma por la D-ribosa de ARKN Y
tiene un méaximo de absorcidn a $65mm alcanzando urn maximo de
Color en 1% minutos (16-223).




Para cuantificar el ARNm es necesaric purificarlo por

medio de cromatografia de afinidad, haciendoslo pasar por una
columna de 0Oligo (dt)-celulosa y con un posterior medicidn
con el espectrofotometro a 260nm (16,18,1'9).
2, Metodos fluorometricos con Bromuro de Etidio: Es un método
rapido semicuantitativo para la estimacién de cantidades de
ADN en muestras conteniendo substancias contaminantes. Este
métodn oe basa en la fluorescencia emitida por el bromuro de
etidic inducida por luz ultravicleta (U.V.).

La cantidad de ADN puede ser estimada por comparacidn de

la intensidad de la muestra fluorescente con una serie de

.patrones el ensayoc es sensible para concentraciones de 0.5 a

20 ug/ml (182,
3. Métodos del Southern y HNorthern Blot: E1I método del
Sothern Blaot tiene un usco mds cualitativo ya que se utiliza
para establecer la secusncia de ADN y por hibridizacidén con
cadenas de cligonucledtidos marcados. Hibridizacidn significa
apareamienta de las bases, téinica que gs@ utiliza para
identificar v determinar la localizacidn, secﬁencias de
Acidos nucleicos especificas dentro de grandes secuencias,
como puede ser un genoma, moléculas de ADN recombinantes o
mezclas de moléculas de ARN.

En el Southern Blot se digiere el ADN wcon una o mas
endonucl easas de restriccidn, separandose fragmentos mediante
electroforesis en gel de agarosa. Los  fragmentos de ADN
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bicatenarioc se tiffen para ser localizados, se desnaturalizan
in situ _ introduciendo el gel de hidrédxido sd4dico y se
transfieren por capilaridad a una membrana utilizando wuna
solucidn de alta concentracién salina. Los fragmentos de ADN
que son separados sobre geles de agarosa son desnaturalizados
y transferidos a nitrocelulosa. El1 ADN o ARN sobre la
nitrocelulosa es marcadoe con fosforo 32 (radicactivo) y la
secuencia complementaria es localizada por autoradicgrafia o
por fluorescencia si ha sido marcada con fluorocromos. EL
northern Blot es un método anidlogo al antericr para detectar
secuencias especificas de ARN (16,17,22).

4. Electroforesis en gel de poliacrilamida: Este proceso
separa moléculas de ADN por tamafc y carga eléctrica de las
maléculas de ADN o ARN. Tienen el inconveniente que debe
esperarse mucho tiempo para que 21 gel de poliacrilamida se
polimerice totalmente (170,

. Electroforesis en gel de Agarosa con Bromuro de Etidico:

Este procedimiento separa moléculas de ADN por tamada, y las

moléculas se hacen avidentes usando un calorante fluorescente

que puede ser €1 bromuro de etidico. El método es rapido y

simple, es mas sensible y tiene alta resolucidn (13).
F. GALACTOGENICOS
Los galactogénicos son sustancias que incrementan la

secrecidn de leche. En primer lugar estan las hormonas,
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especialmente la prolactina vy la hormnona  liberadora de
tirotropina (23).
1. Artificiales:
| Algunas drogas incrementan la produccién de leche al

pramover la secrecidn de prolactina como son: la Sulpirida,
Clorpromazina y Metnclopramidé, La clorproamazina @5 un
potente antipsicédtice Con gran var iedad de efectos
saecundariocs, por lao gque no es wbtilizade con este fin (24,250,

La metoclopramida se considera el prototipoe de los
antagonistas dopaminérgicos hipotaldmicos Yy i relativa
seguridad, ha sidoe probada para su uso en insuficiencia
lactea. El tratamiento con metoclopramida ha demostrado que
aumenta la produccidén  de la leche porgque estimula 1la
secrecidn de prolactina aumentando su nivel basal. En =1
estudioc realizado por Ehrenkranz y Akerman (19862 (25), se
administrd metoclopramida a razén de 1Omg orales cada 8 horas
por 7 dias a 28 mujeres en periodo de lactancia de 32.0-37.0
dias post—parte y se observéd un aumento significative de
18.0-93.32 ml/dia a 232.3-197.4 ml/dia entre el primer vy
séptimo dia de tratamiento (25).
2. Naturales:

En Guatemala existen varias plantas a las cuales se les

atribuyen propiedades galactogénicas y entre ellas esta el

Ixbut (Euphorbia lancifolia), aungque gl mecianisme de accidn

m» ha sido demostrada.




G. PLANTA GALACTOGENICA USADA EN EL ESTUDIO, IXBUT (Euphorbia

lancifolia)

1, Descripcidn de la planta:

Es una planta herbacea que puede  alcanzar 2 metros o mas de
altura y que contiene savia con apariencia de latex
flechosa). Sus hojas aisladas, ablmngés-lanceoladas,
puntiagudas en sus extremos., Tiene doce centimetros de
longitqd y 1.5 a 2.0 cm. de ancho. Las flores son de color
blanco pequelas (26,27).

2. Clasificacidn taxondmica:

Sub-clse: Dialipetalas Superovaries Meristemona.

Orden: Eufarbidas
Familia: Euforbiaceas
Género: Euphorbia
Espacie: lancifoljia (28),

3. Distribucidn:

Diversas especies de Euphorbia se encuentran en México,
Guatemala, Belice y Honduras; se encuentran en Areas boscosas
y himedas, En Guatemala puede ser encontrada Euphorbia
lapcifolia en San Felipe Retalhuleu, en los parajes cercanos
a Falin y Escuintla, en Coban Alta Verapaz y en Fetén de
donde se ocree es originario (26,27).

4. Propiedades:

Una de las mas conowidas es su propiedad de estimulacidn
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galactogQénica. Se sabe que la infusidn de la planta es usada
por las mujeres para incrementar la produccidn de leche
cuando estan en &l periodo de lactancia materna. Ademas en
algunas regiones la usan como emenagogo (Z6-31).

Dina Mathusius, dirigente de la liga de la lactancia
materna de Guatemala 1978), sugiere gue el Ixbut puede ser
bengficioso como tranquilizante dado su efecto relajante en
las madres post-parto, que tienen confianza en su poder
galactogénico (29). En 1950, el Dr. del Fozo encontrd que
inyecciones intravenosas de extracto de Ixbut producia una
disminucidn en la presidn sanguinea Y Wna marcada
desaceleracidn del corazdén en mujeres lactantes (29).

Por otra parte en lo que respecta a sus prmpiedadesren
el A&rea pecuaria se sabe que puede causar la muerte a
caballos y ovejas cuando es consumida puoy estos, no
encantrandose documentos mas recientes que apoyen esta
afirmacidn (27).

Sin embargo, se le han dado otros usos; en Colombia, paor
ejemplo, la planta mezclada con el forraje diario de vacas,
con el fin  de incrementar. la cantidad de leche. En 2l
Salvador la infusidn de la planta también fue usada
experimentalmente en vacas reportandose un incremento en la
produccidn diaria de leche (27).

S. Componentes:
En 1357, Squibb, y S:rimshaw, estudiardn el contenido de
zarotencs v la actividad de la vitamina A de cuatro forrajes,
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entre ellos el Ixbut, el cual demostréd tener el mas alto
contenido de vitamina A (29).

El dnico estudio realizado en Guatemala sobre el ixbut,
ha sido el de la licenciada Ana Cristina Lépez, el cual
demzstrd un efecto galactogogo a nivel histol dégico en 1la
glandula mamaria de ratas tipo MHistar &n periado de
lactancia. Hasta el momento el principo activo del Ixbut no
ha sido aiglado y se necesita de mucha mas investigacidn

antes de cobtener conclusiones sobre su poder galactogénico

(30).
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IV. JUSTIFICACIONES

En nuestro medin la lactancia materna desempefa un papel
importante en la supervivencia, ya gue proporciona un
alimentn limpio, completo y econdmico. Sin embargo debido al
estado nutricional de muchas madres, la produccidn de leche
es deficiente, por 1o gque privan a sus hijos de este
alimento. PFara corregir esta deficiencia es comdn entre la
poblacidn guatemalteca el uso de plantas galactogenicas,
entre las que se encuentra el Ixbut. Por tanto se hace
necesario un estudio cientifico que investigue esta propiedad
(32,323,

£l estudin formal de la actividad galactogénica de esta
planta de usc popular podria ser el punto de partida para
otros esfudios acerca del wvalor terapéutico de su principios

activos,
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V. OBJETIVOS

A. GENERAL:
Encontrar evidencia cientifica de la actividad

galactogénica del Ixbut (Euphorbia lancifolia) para validar

parcialmente su usao popular.

B. ESFECIFICO:
Medir los posibles cambios producidos por esta planta al
tejido mamario de ratas hembras en periodo de lactancia, por

medio de la determinacidn del contenido de acidos nucleicos.
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VI. HIFOTESIS

La administracidén del Ixbut (Euphn:rrbig_i lancifolia) a

ratas lactantes aumenta la concentracidn de Aacidos nucleicos
en la glandula mamaria, indicando posibles efectous sobre la

lactogénesis.
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VII. MATERIALES Y METODOS
A. UNIVERSO DE TRABAJO
1. Muestra:
~ Ixbut (Euphorbia lancifolia), planta de uso popular.
2. Unidades de Experimentacién:
— Un total de 30 ratas blancas hembras adultas tipo Wistar en
pericds de lactancia.
B. RECURS0S5
1. Humanos
a) Investigador: Br. Dennya Maria Guaran Mijangos
b) Asesores del trabaje: Dr. Miguel Angel Ortiz
Dr. Juan de Dios Calle.
2. Institucionales:
a) Instituto de Nutricidn de Centro América y Fanama (INCAF)
i. Bioterio: proporcionar las 24 ratas y Jaulas, comederos,
instalacicnes ¥ alimentacidn de las mismas.
ii. Froporcionar las plantas del estudio y su procesamiento
previa a su administracidn.
iii. Instalaciones y equipo de laboratorico.
iv. Asesoria técnica.
v. Reactivos.
vi. RBiblioteca.
b)Y Riblioteca de Centro de Estudicos Mesoamericanos (CEMATY.
c) RBihlioteca de la Facultad de (liencias fuimicas yv farmacia

de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
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Kiblioteca de la Universidad del Valle de Guatemala.

Fisicos:

Eouwipo:

- Jaulias metalicas.

— bDieta Dasal para animales de edperimentacidn.

- EQuipd quirgrgico esteril, tijeras, pinzas raton,
siaples, bisturi.

— Campana para anestesia.

- Tabla de diseccion.

— HBalanza analiticax.

— Centrifuga refrigerada.

- Espectrofdtometro.

- Horrno.

-~ fAutoclave.

Cristaleria:z

— Fragscos para suminlistro de agua.

- Tubos de ensavo.

— VYasos de precipitar de 160 v S50 ml.

- Fipetas Fasteuwr.

= Columnas para cromatogratia.

~— Balonmnes aforados.

-~ Fipetas de 1@0,53,.2 v 1 ml.

Reactivos:

fAirslamiento de &cidos mueleicos

BinzZas

~ Mezcla de fenol: Slgr. de cristales de fenal, 78ml de




m—cresmni . ¢, dar. ce g-higroxiguinaleina.

150ml de

aaqua destilada. Se ouardd en frasco obscuro a 4°0. Bl

m—cresol es uwn componente opcional.

~  Soglucidn detercente: ig de tri-isopropilinaftaleno-

Sulfonato de Sodio (5D8) &g, de d-aminosalicilato de

sodio, 9ml de mezcla de fenol. Se

obscurc a #4°0C.

- Solucion desproteinizadora: mezcla

cloroformo,., l:1 volumen.
~ Alcohol abspluto.

-  Buffer de fAcetato de Sodio @.15M

guardd en frasco

de ferigl Vv

(pH & con acido

acetico) conteniendo Ggr/lt de 5D5.

temperatura ambiente.

it. CQuantificacion de ADN:

- Reactivo cer Difenilamina: Disolver

difenilamina en 1436 ml de Aacido

Se deio &

l5ar. de

acético glacial.

Agregar 1.5mi de &cido sul furico

concentrado,

guardandolo en la obscuridad. Justo antes de ser usada

agregar @.5ml de solucidn stock de acetaldeRhido.

~ Solucién stock de acetaldehido: 2ml de acetaldehido en

1B3@ml de agua destilada. Buardar a 4°C.

= wtock de ADN: 1Ima/ml de agua destilada.

11i. Luwantificacitn de akiNms
= BHuffer 1l: lrigs— HLL Z280mM (pH 7.5%),.

Dejar a ~2@°*C.,

EDTaA

ImM. Nall a



C.

0.3M, SDS Q.24 (w/v).

- Buffer 2: Tris-HCl ZOmM (pH 7.3), EDTA 1mM, NaCll 1M

SDS 0.2%4 (w/v),

Buffer 3: Tris~ HZ1 ZOmM (pH 7.5), EDTA 1mM, SDS 0.2%
(w/v).

Acetato de Sodioc 2.0 M (pH 6 con &cido acético)d.

NaOH Q. 3M.

Una pequela columna (de vidrico ¢ polietileno) empacada
con 23mg a lg. de 0Oligo (dt} celulosa (Columna de
cromatografia de afinidad). Todas las scluciones son
esterilizadas en autoclave a 113 °C por 20 minutos. Toda
la cristaleria debe ser esterilizada en un horno a Z00°C
por una hora., El mecanismo de la cromatografia de
afinidad es el siguientes Se utiliza un ligando
inmovilizado que interactua con el poli(A) este ligando
es la Dligo dT) celuwlasa. Este consiste en un polimero
de 10-20 nucledtidos, unidos covalentemente a un soporte
de carbohidratos. Cuando el ARN s expuesto a este
ligando interactda fuertemente con el policA) del ARNm
uniendose. Después son eliminados todos los componentes

indeseables, eluyendoa luego el ARNm wunido al ligando

con un buffer bajo en concentracidn de sal,
FROCEDIMIENTO
1. Recolecsidén del Material Vegetal:




La planta se recolectd de cultives hechos en la finca
del INCAPR.

Froceso de produccidn de un extracto de la planta:

Los tallos vy las hojas fueron lavados y en seguida
finamente picados, prensados vy filtrados a {través de
ura gasa, obteniéndose el extracto; éste fue almacenado
a — 10°C hasta el momento de ser utilizado.

Manejo de Animales y  Administracidn de material
Experimental:

Un total de 24 ratas hembras virgenes de 100 dias de
edad fueraon utilizadas. Las qgque después de ser
apareadas y confirmada la prefiez fueron separadas en
forma aleatoria siendo alojadas individualmente en su
respectiva Jjaula. Tres dias después del parto fueron
aleatorizadas de modo gue cada madre tuviese 10 rabas
lactantes. Todas éstas fueron alimentadas hasta los 14
dias de edad. Las madres y sus camadas fueron divididas
en 4 grupos de & ratas, cada uno de los cuales recibid
difarente tratamiento., El tratamiento se inicid desde
el primer dia después del parto. LLas substancias
utilizadasg para 1los tratamientos fueron repartidas y
disueltas en el agua de bebida (100ml </w), para

minimizar el estrés producido por el manipules excesivo




de xlos animales. Los tratamientos se dieron de acuerdo

al siguiente esquema:

Grupo Substancia

f Agua

B Agua mas sacarosa l.4g por rata al
dia.

o Metoclopramida, disuelta en agua

1.2mg por rata al dia.
D _ Ivbut disuelto en agua, B.Zg por
rata al dia.
Las camadas fueron pesadas al tercer dia de nacidas al
igual que las madres; ésto sirvid como un indicador de
la produccidgn de leche del grupo durante el periodo de
lactancia.

Sacrificio de las Animales:
El dia 14 de lactancia todas las madres fuerun
sacrificadas. Se hizo diseccidn de una glandula mamaria en
la regidn inguinal lado derecho de cada rata y se guardd
en una solucidin estéril de sacarosa 0.25M a ~-20°C, hasta
el momento de hacer el respective andlisis de Acidos
fucleicos.

Aislamiento de Acidos Nucleicos: (21)

a. Se homogenizd el tejido por medico de un homogenizador
tipwm Potter-Eveljehm &n la sclucidn detergente (rango
ideal de tejido en volumen 1:10), manteniéndola todo el
tiempo a 492 sobre hielo. La lisig de las células
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h.

provaoca un aumento en la viscosidad de la solucidn.
Se tranfirid este homogenizado a un tubo de centrifuga

(de vidrioc) agregando un voclumen igual de solusidn

[x]

desproteinizadora.

Se agitdé la mezcla a la marca 2 en un agitador tipo
vartex (modelo K S30-6) manteniendo la emulsidén por 10
minutos a temperatura ambiente.

Se centrifugd durante 10 minutos a 4,000rpm a 4°C. La

separacisn presentd 3 fases bien definidas.

Be retird la fase acuosa cuidadosamente, por medio de

una pipeta y 8se transfirid¢ a un segundo tubo de
centrifuga conteniendo wun volumen igual de solucidn
desproteinizadora.

Se re-extrajo el residua del tratamietno caon fenol vy
las fases de proteinas, agregando 1 ¢ 2 m]l de solucidn
detergente al tubo de centrifuga original, se mezcld y
luegn se centrifugd para remaver la fase acuonsa. Este
paso es importante para reccobrar cuantitativamente los
Acido nucleicos o el total de cadenas de poliadenina de
AFENM [polidAdl ya ue éste va ser medidao
poster iormente.

Se extrajeron las fases acucsas combinadas por medio de
agitacidn con la mezala desproteinizadara. Ge
centrifugaron a 5,000 rpm por 3-10 minutos a 490 v
cuidadosamente se retird la fase acuosa a otro tubo.

Se agregd 2.5m! de alcohol absoluto a la solucidén
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arucsa de Aacidos nucieircos. se mezcld v se deld a —2@°C
toda la noche para precipitar los Acidos nuclelcos.

S recolectaron los Acidos nucleicos preclpitados. por
centrifugacion (S,800rpm)! por 180 minutos, descartando
el sobrenadante.

Se elimind el remanente de alcohol (por medio de
nitrégeng gasenso) del precipitado owe contiene l1os
dcidos nmucleicos . se disclvid en Zml de buffer de
acetato de sodio. Ze le agrego 2.9 ml de alconoil
absoluto v se mezcld el precipitado de los Acidos
nucleicos con un agitador tipo vortex. Este paso sitvid
para remover 1 fencl o los contaminantes de bajo peso
molecular presentes en la opreparacion. Se recuperaron
los acidos nucleicos per centrifugacion y se

almacenarorn a —26°C.

bH. Cuantificacidn de ADN: (22)

=

d.

A @.0ml de la muestra v/o patrdn se les agregd O.5ml de
acido perclorice IN. Se hidrolizd por 7@ minutos a 78°C
&n bafho de Maria.

El hidrolizado fue enfriado sobre hielo, se centrifugo
a 1.5388rpm por S minutos a 4°C v Tue decantado el
sobrenadante dentro de tubos rotulados.

A toddo el precipitado se le agrecd iml de Acido
perclorico @.0N se agitd para repetir el paso b.

& 1ml del hidrolizado del paso © se le agregds “ml de




reactivo de difenilamina. =se mezcld e incupd a Z@A°C por
18 noras.

&#. S levd ia absorbancia a 395 v 650rnm, usando &1l patron
de @ ua/ml como BbBlanco.

t. Se araficd la curva patréin colocando., en un eje (Y los
datos de absorbancia a 5%75nm menos la absorbancia a
&£%@nm como wuna Tuncidon inicial de la concentracidn de
ADN v en el otro eje (X)) la concentracion de los
patrones. He emplea esta curva para determinar las
concentraciones desconocidas de ADN.

g. Curva PFPatrom: dilucion de solucidn concentrada de ADN

con agua destilada. {ver Grafica No. 1)

ADN conc. {wl) i} 1a 26 5@ 16 206
Agua {(ml) 1.6 B.998 d3.9ge B.95a G.708 G.8060
Concentracion @ 14 < 5171 1@a 2

de ADN (ug/ml)

Mota: para evitar interferencias con lipidos Y otros
caontaminantes del extracto de &Gacidos nucleicos se usa uwna
extraccion preliminss asi: al precipitado se le agregd lml de
#clido oerocléarico B,4N en etanol al S@%. BSe enfrid en nhielo
por LD minutos a 4°0C) se descartd el sobrenadante. Se agread
&l precipitado Iml de una mezcola de etancl-ster (3:l), se
incubd por LG minutos a FE°C se centrifugd a 158@0rpm por S
minutos v =se descartd el sobrenadante.
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Cuantificacian de ARNMm: (2113

Se realizo todo el procedimiento a temperatura ambiente.

X .

Se evabord £l gtanol con una corriente de nitrdcenc
Qase0so del precipitade de acidos nucleicos v =1 =)
disolivid en el buffer No.3.

Se calentd la splucidn por 3 minutos a 65°C en bano de
Maria, se enfrid v se le agregd un volumen igual de
buffer No. 2.

Se egquilibrd la columna (descrita en reactivos. paagina
23) con buffer hNo.l v se empled un flujo de 1Bml/hora
de la muestra. £1 egluvente de la columna puede ser
agregado otra vez a la coelumna para gue se una la mavor
cantidad de poliadenina [polif{A)] contenida en el ARNm.
e lavd la columna con buffer No.3 hasta que presentd
un minimo de absorbancia a 260nm.

52 eluvd la columna con buffer No. I para recobrar el
poli  (A) contenido en el ARNm v se leveron las
fracciones a 260nm de absorbancia.

Despues de usar la columna se laveo por elucidn con. NaldH
B.5M v buffer No.3., conteniendo @.02% peso/volumen de
azida de scdio para ague el pH reqgrese a 7.9 e impedit
€l crecimientoc de microocrganismos. La columna se deilo
a temperatura ambriente pudiendo sEr reusada
indefinidamente si =1 le =smoamete al procedimiento

anterior.




D. DISErRO EXFERIMENTAL
El disefic experimental se hizo por medico de un

agrupamiento simple, totalmente al arxar; el cual estaba
constituidoe por 4 grupos de tratamiento de & ratas cada uno
los cuales fueraon: 17 agua, P agua  mas aztcar, 3
metoclopramida y 4) Ixbut mas ATNCAY . Se migdid la
cobcentracidn de ADN del tejido mamaric de las ratas en
ug/ml. Ademas se compard el peso de las ratas al inicic y al
final de los tratamientos.
E. ANALISIS DE DATOS

El andlisis estadistico de los datos se hizo por medio
de un Analisis de varianza de wna via con un nivel de

confianza del 25%.
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VIII. RESULTADDS

La presente investigacidn incluyd un total de Z4 ratas
en periddo de lactacidén sin  embargo al final solo se
utilizaren 2! debido a que 3 ratas no gquedaron prefadas y
tuvieron que ser eliminadés, a éstas les fueron administrados
4 tratamientas diferentes siando estos agua, azlcar,
metoclopramida, Ixbut mas azdecar; luego se midid la
concentracisén de ADN en ug/ml en G.5g de glandula mamaria.

Los promedics de las concentraciones de ADN fueron los
siguientes: Grupo A (Agua? 141.2 ug/ml * 16.7 uwg/ml, Grupo B
fAzdcar) 136.5 wug/ml % 46.7ug/ml, Grupa 2 (Metoclopramidad
167.2 uwug/ml % 41.6 wg/ml , Grupo D (Ixbuty 184.0 ug/ml %
65.2 ug/ml. (tabla Al

Se pesaron las ratas y sus camadas al hacer el andlisis
estadistico (Andlisis de varianza de una via) con un nivel de
significancia del 935%, no mostrardn diferencias
significativas (tablas B y C),

El peso promedio de las glandulas mamarias fue @l
siguiente: Grupe A 4.43g * 0.35g, Grupo B S.6g * 0.774a,

Grupo 2 3.8g t 0.78qg, Grupa D 6.0 + 1.3qg.




IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Este fue un ensayo muy preliminar ya que no se contdé con
todos los elementos y materiales para un trabajo mas
completo, perc en vista de que no existen otros trabajos
gsobre la dilucidacidén del mecanismo de accidn del Ixbut, se
decididé hacer este primer ensayo exploratorio.

Los resultados obtenidos no mostrardn ninguna evidencia
del poder galactogénico del Ixbut, medido & través del
aumento de los &cidos nucleicos, sin embarga;:u, na se puede
cancluir que no tenga actividad galactogénica ya que hubo
muchios factores gue pudierdn haber influido en la medicidn de
los dcidos nucleicos.

Es de wvital importancia naotar que los acidos nucleicos
son muy lébiles a 1& hidrdlisis enzimatica y & la accidn de
las bacterias, debido a esto el método y las condiciocnes de
extraccidn influyen grandemente al momento de cuantificar el
ADN. El1 ambiente en el que se trabajd no fue el ideal para el
egstudio, debido &8 lo dificil de mantener la temperatura
adecuada para la extraccidn de los Acidos nucleicos, asi cono
también un ambiente totalmente aséptico y libre de enzimas
hidroliticas.

Otro factor que influye en la cuantificacidn del ADN es

la porcidn de glandula que se tome para la extraccidn




ya que a veces no se logra tomar exclusivamente tejido de la
glandula sinoc que tejide conectivo y adiposo. Ademas en la
reaccidn calorimetrica con difenilamina interfieren las
proteinas, lipidos, SUCYOEA, otros azdcares  y aldehidos
orgdnicos ; en este aspecto i la extraccidén no fue adecuada
puede haber contaminacidén con proteinas y lipidos, ademas se
debe rvecordar que las glandulas son almacenadas en solucidn
de sucrosa estéril,

lLas glandulas antes de su procesamienta y respectivo
andlisis, tenian qQue haberse almacenado a —-70°C, sin embargo
nx fue posible encontrar un congelador a esta Eemperatura por
lo que fueron almacenadas a -20°0; ésto pudo haber influido
asi come la excesiva manipulacidn de las mismas.

La cuantificacidn de ARNm no se efectud debido a que el

ARN es mucha mas labil y puede ser destruido  por
ribonuszleasas v no se contd con un inhibidor de estas
enz imas.

Fara la extraccidn, no se utilizéd completamente 1la
gléandula mamaria, ya que la metodologia de extraccion
proponia una relacidn de 1g de tejido por 9ml de solucidn; en
este caso gse utilizd la mitad de esta relacidn; ésto lograria
uwna uniformidad en la cantidad de tejido que se tomara de
cada glandula, ya que el peso de cada glandula diferia y de

esta forma no seria influida la cantidad de ADN encontrada.




Se considerd ademds, =21 peso de las ratas, camadas vy
alandula mamaria para observar alguna diferencia a nivel de
estos parametros, sin embar go no s encontrd ninguna

diferencia significativa con un nivel de significancia al

Y5%.




X. CONCLUSIONES

La administracidn del Ixbut (Euphorbia lancifoliald
a ratas lactantes no auments la concentracidn de Acida

desoxirribonucleico en la glandula mamaria.

La concentracidén del 4cido desoxirribonucleica en la
glAndula mamaria de ratas hembras tipo Wistar del grupo
control positivo (metoclopramida) no demostrd ningan

cambio.




A1. RECOMENMDACIONES

M. Es necesario Dacer varins sstudios relacionados con el
Ixbut. baijo otras condiciornes oara validar cue no existe
ningun cambio & nivel de los Acidos nucleicos. en la

aglandula mamaria de la rata.

BE. Evaluar otros métodos de extraccivn v de cuantiticscion

de acidos nucleicos.

. Establecer condiciones apropiadas para extraer las

glandulas mamarias de las unidades experimentales.

D. Frocesar el tejido mamario lo m&s rapido posible v evitar

la manioulacitin excesiva del miemo.

E. Evaluar concentraciones diferentes de Isbut v la ftorma de

administracidtn del extracto.

F. Aumentar las unidades experimentales para reduclr la

VAPrLAMZ A .
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XIII. ANEXOS

Tabla A

Concentracidén de ADN en ug/ml

#/tratamiento agua
1 160.5
2 131.2
3 132.0
S
< ———
&_ ______
X 141.2

0

+
—
h
o}

azlicar
78.0
192.3

113.0

metoclopramida
154.0
169.1

196.0

ixbut

298.9
107.1
159.0
143.2
176.0
170.0
184.0

65. 2

43~




Tabla B

Fesc en gramns de las Ratas

# TRATAMIENTAOS
aqua azlcar metoclopramida ixbut
wi# wf* wi wf wi wf wi wf
1 320.0 323.0 328.1 331.0 3i1.5 221.4 336.1 324.5
2 286.0 306.6 314.6 338.3 297, E93.0 297.6 308.4

W

8
ZE1.0 269,19 385.1  299.4 287.9 236.9 261.1 Z272.7
g - 231.6 338.2 263.5

4

e ——— 273

.o 2B2.9 330.

w

& ——— i 3z1.6 309.7 3z2.7 331.6 283.2 286.4
X 289.0 293.8 380.0 3263.3 30L.3 04,2 294.4  300.0

5 29.6 27.2 38.6 =8.9 2.3 23.8 25.4 18.7

*¥yi= peso al inicio del tratamiento

*wf= pesa al final del tratamiento

—ee)—




Tabla C

Fegso de Camada en Gramos

TREATAMIENTOGS

agua AZUCAr metocclopramida ikbut
1 302.5 305.8 317.8 308.9
z 2€5.3 3i6.9 Z85.7 208.7
3 267.2 272.3 317.7 Z266.4
4 = 311.7 2339.4 303. 2
5 ———— 302.7 353.6 291.1
& - 318.9 306.0 299.1
X 278.3 305.1 313.4 236.6
S + 0.9 16.9 23.1 16.2




Tabla D

Fezo de Glandula mamaria en gramos

TRATAMIENTAOS

# agua azlr-ar 'metaclapramida ixbut
1 4.4 5.9 6.2 5.3
2 4.8 4.0 4.9 4.7
3 4.1 5.9 7.2 8.z
4 ——— 6.0 5.9 &.4
S e 5.8 5.7 6.1
& e 5.8 5.6 4.7
X 4,4 2.6 5.8 6.0
5 4 0.35 0.77 0.78 1.320

....46._
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