Revista de Fitoterapia 2007; 7 (1): 49-52

100 110 120 130 140
GATTTGRTEGTGT LAGATIRL 426 TGE TCRLRC ¢

49

FIGURA 1. Segmento de secuencia de un marcador de
ADN de Psidium guajava L.

Nuevas herramientas de biologia molecular para
el control de calidad de las drogas vegetales

Abstract

Commercialisation of herbal medicinal products
is today clearly regulated by governmental and in-
ternational organizations that consider the quality
control as the vertebral column of the technological
development of these products. Recently, molecu-
lar biology techniques based in genetic characters
allow the establishment of new and efficacious pa-
rameters for authentication of plant materials. The
use of genetic markers for quality control of herbal
drugs allow a fast detection of adulterants, particu-
larly from phylogenetic closely related plant materi-
als, and the discrimination of varieties or the detec-
tion of virus and other contaminants in herbal drugs.
Application of these techniques for quality control of
two herbal, guava leaf (Psidii guajavae folium) and
tepescohuite barck (Mimosae tenuiflorae cortex), is
described.
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Resumen

La comercializaciéon de los fitomedicamentos se
encuentra claramente regulada por instancias gu-
bernamentales y organismos internacionales que
consideran al control de calidad como la columna
vertebral del desarrollo tecnoldgico de estos pro-
ductos. En la actualidad, las técnicas de biologia
molecular basadas en la identidad genética de las
especies vegetales proporcionan nuevos y eficaces
parametros de identificacion que estéan siendo apli-
cados en el control de calidad de las drogas vege-
tales. El uso de marcadores genéticos permite la
rapida deteccion de adulterantes particularmente
en materiales provenientes de especies con una
estrecha cercania filogenética, asi como la discri-
minacién de variedades o la deteccion de virus en
las drogas vegetales u otros contaminantes antes
no identificados. Se describe la aplicacion de esta
técnicas para el control de calidad de la hoja de
guayabo (Psidii guajavae folium) y corteza de tepes-
cohuite (Mimosae tenuiflorae cortex).
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Introduccion

La informacién existente sobre plantas que poseen
interés medicinal para las instituciones de salud,
los organismos reguladores gubernamentales o las
empresas farmacéuticas de fitomedicamentos, se
publica en forma de monografias de referencia en
las farmacopeas de cada pais o bien, en libros es-
pecializados en la materia para su difusion académi-
ca. En las monografias de referencia, se describen
los principales requisitos que debe cumplir una dro-
ga vegetal en particular, para poder garantizar su
eficacia terapéutica y su seguridad en el consumo
humano; estos pardmetros se inscriben dentro del
amplio concepto de control de calidad en la fabrica-
cion de los fitomedicamentos. Los requisitos méas
comunes respecto a la materia prima son ©2;

- Certeza sobre el origen geografico/ecoldgico del
material.

- La existencia de rasgos o caracteres botanicos
(macro y microscopicos) que garanticen su identi-
dad taxondmica.

- La realizacion de pruebas de pureza y/o ausencia
de contaminantes de diversos tipos.

- Los ensayos quimicos para identificar los compo-
nentes bioldgicamente activos o marcadores.

Exigir la realizacién de este tipo de pruebas como
una practica obligatoria del control de calidad es la
caracteristica primordial que diferencia a un fitome-
dicamento de otros productos a base de plantas,
ya que soélo asi se garantiza la reproducibilidad en
la seguridad y eficacia del extracto vegetal utilizado
en la produccién de este tipo de medicamentos ©.
Sin embargo, a medida que los fitomedicamentos
se han ido comercializando cada vez con mas éxito
econémico, el mercado de plantas medicinales en
el mundo ha ido sufriendo cambios, debido a la fre-
cuente adulteracién de las materias primas, la proli-
feracion de polimorfismos en variedades sometidas
a intenso cultivo, las dificultades inherentes al alma-
cenamiento y transporte de grandes volimenes de
materiales vegetales, etc. Estas circunstancias han
propiciado la busqueda de nuevos métodos cienti-
ficos que faciliten los procedimientos de control de
calidad en el manejo industrializado y ampliamente
mercantilizado de las plantas medicinales.

En la actualidad, algunas de las herramientas de la
biologia molecular representan una alternativa via-
ble para complementar y sustentar las normas de
control de calidad que exige el desarrollo de nuevos
fitomedicamentos mediante el conocimiento genéti-
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co de las especies. Actualmente existen diferentes
sistemas comerciales que permiten la rapida extrac-
cion del &cido desoxirribonucléico (ADN) a partir de
material vegetal fresco y dia a dia se desarrollan
técnicas complementarias mas sofisticadas para
la obtencion del ADN que resuelven circunstancias
especiales como son la eliminacién de polifenoles,
polisacaridos o mucopolisacaridos presentes en el
material vegetal y que pueden interferir en su pu-
reza 49,

Son tres los espacios en los que se esta aplicando
el conocimiento genético molecular de las plantas
para propositos de control de calidad:

La identificacion del material vegetal

Tradicionalmente, en la identificacion del material
vegetal, se utilizan tanto los caracteres botanicos
morfoldgicos como los perfiles cromatograficos que
caracterizan a una droga vegetal. La informacion
anatémica y morfoldgica sustenta la identificacion
taxondmica convencional de la planta, a la cual se
suman una serie de descripciones macro y micros-
copicas de la parte utilizada que proporcionan los
caracteres propios (parametros de identificacion)
de la droga vegetal. La informaciéon microscopica
puede proporcionar una informaciéon mas completa
y detallada en comparacion con la macroscopica,
sobre todo en muestras donde la parte de la plan-
ta esta dividida. Los especialistas en esta técnica
hacen uso de técnicas histolégicas con la finalidad
de describir las estructuras celulares propias de la
especie . Estos estudios son particularmente ne-
cesarios en el caso de plantas que no habian sido
antes consideradas drogas vegetales y menos atn
para amplia explotacion agroindustrial; plantas pro-
venientes de practicas tradicionales antiguas o bien
conocidas en diversas partes del mundo pero que
a través de estudios cientificos modernos se con-
vierten ahora en materia prima para la elaboracién
de nuevos medicamentos. Tal es el caso del trabajo
realizado por Rivera-Arce et al. ® en hoja de gua-
yabo (Psidii guajavae folium), obtenida de Psidium
guajava L., que proporciona por primera vez los
datos anatomicos y morfologicos caracteristicos
de esta droga vegetal para su identificacién, dando
pauta a un primer acercamiento al control de cali-
dad en el desarrollo de un fitomedicamento a partir
de esta especie. El caso de P. guajava ha servido
para fundamentar la aplicacion de técnicas de mar-
cadores genéticos en una especie que presenta una
amplia distribucion geografica y que, en México, ha
sido tradicionalmente sometida a intenso cultivo
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por motivos de explotacién comercial de su fruto
alimenticio, pero de la que se carecia de informa-
cion sobre las variaciones polimorficas.

En este caso el fraccionamiento del ADN permitio
confirmar que en su inmensa mayoria los cultivos
comerciales mexicanos de P. guajava presentan el
mismo patrén genético conservado, no obstante
la presencia de variaciones polimorficas que indi-
can que existen variedades hibridas producto de la
manipulacién agricola. También se confirma la baja
presencia de otras especies del genero Psidium
que como el “guayabito” (Psidium sartorianum) son
claramente diferentes genéticamente como se ob-
serva en la FIGURA 2.

En la identificacion genética de una planta se apli-
can técnicas de fraccionamiento del ADN total para
la obtencion de patrones genéticos los cuales de-
beran ser conservados y reproducibles, de otra
forma se deduce que la muestra analizada presenta
adulteracion por otra u otras especies. En este mis-
mo contexto, se han desarrollado oligonucleétidos
especificos para la amplificacion de regiones inter-
génicas (como el ARNr de la subunidad 5S ribosé-
mica, ITS1-5.851TS2 ribosémico, atpF y atpA del
ADN plastidico o trnL/trnF del cloroplasto) aplican-
do la técnica reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), autentificando el origen genético de la droga
vegetal y la presencia de adulterantes. En el disefio
de oligonucleotidos se debe cuidar la especificidad
y accesibilidad para la identificacion de muestras
provenientes de material vegetal fresco o seco ©.
Nuestra investigacion ha permitido el establecimien-
to de patrones genéticos y marcadores especificos
que autentifican a la especie P. guajavay sus selec-
ciones mas comerciales en México.

PG-E

FIGURA 2. Marcadores moleculares de ADN para la auten-
tificacion de Psidium guajava.

M: Marcador de ADN. Py C: Controles. 1 al 4: ADN de hoja
fresca. 5 al 6: ADN de hoja seca. Lane 7: ADN de Psidium
sartorianum. 8: ADN de Feijoa sellowiana.
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En un segundo caso, con el proposito de identificar
los posibles adulterantes que suelen presentarse en
los embarques de corteza de la corteza de tepes-
cohuite (Mimosae tenuiflorae cortex), obtenida de
Mimosa tenuiflora (Will.) Poiret. Se aplicaron las téc-
nicas de fraccionamiento del ADN en las diversas
muestras colectadas bajo la denominacion popular
de tepescohuite. Se demostrd que el patrén gené-
tico de la verdadera M. tenuiflora es claramente
identificable de sus numerosos adulterantes, corte-
zas que resultaron pertenecientes a otras especies
botanicas (FIGURA 3). De forma complementaria, se
pudo discriminar también entre dos variantes poli-
morficas de Mimosa que popularmente se denomi-
nan “tepescohuite macho” y “tepescohuite hembra”
por la presencia 0 ausencia de espinas en la corte-
za del arbol.

La acumulacion del principio activo

La adecuada acumulacién de principios activos
en la droga vegetal se atribuye a la cosecha de la
planta en un estado fenoldgico optimo, dentro de
una misma zona ecoldgica y, si fuera el caso, a la
misma variedad y época del afio. Técnicamente la
determinacion de la concentracion de los principios
activos se ha realizado casi siempre mediante la
aplicacion de técnicas cromatogréficas. La evolu-
cion de esta técnica haido a la par con el desarrollo
de procedimientos analiticos rapidos que permiten
una eficaz determinacion de las concentraciones
de compuestos activos en una muestra de materia
prima. Tal es el caso, por ejemplo, de la descrip-
cion de este fendmeno por Yan et al 19, quienes
emplearon la cromatografia de gases para la detec-
cion de compuestos volatiles presentes en el fruto

FIGURA 3. Patrén genético de dos variedades Mimosa
tenuiflora y sus adulterantes.

1: Primera variedad. 2: Segunda variedad. 3 al 5: Adul-
terantes.

Fuente: www.fitoterapia.net
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de Gardenia jasminoides Ellis, a lo largo del ciclo
estacional, viéndose modificados en cada estacion
del ano y dependiendo de la regién geografica en
que se cultiva la planta.

En este caso, la identificacion de marcadores
moleculares que correlacionan la acumulacion del
principio activo con el material vegetal idéneo, son
una herramienta de apoyo muy util en el control de
calidad y en la produccién de fitomedicamentos. En
un trabajo realizado en nuestro laboratorio, se lo-
graron identificar marcadores genéticos asociados
a la acumulacién de quercetina (principio activo pre-
dominante) en individuos de P. guajava provenientes
de diferentes zonas geograficas, correlacionando
la mayor acumulacion de este principio activo en
cada individuo durante el ano con las variaciones
polimoérficas de las muestras analizadas V. Asi se
encontré una variacion polimorfica con individuos
particularmente ricos en principio activo, lo que
abre las posibilidades de contar con una variedad
especialmente idonea para la elaboracion del fito-
medicamento.

Las pruebas de pureza

La contaminacién microbiolégica de la droga vege-
tal por practicas inadecuadas en la cosecha y post-
cosecha, se detecta por medio de técnicas micro-
biologicas rutinarias que ya han sido aplicadas en
el control de las drogas vegetales y en otras areas
relacionadas con el consumo humano de productos
vegetales. Sin embargo, recientemente se ha esta-
blecido que la contaminacién virica también puede
alterar significativamente la composiciéon quimica
del material vegetal. El origen y las consecuencias
de esta contaminacion estan actualmente en estu-
dio. Se ha sugerido que la los virus presentes en
las plantas pueden actuar como inductores de me-
canismos que faciliten la acumulacién de principios
activos o, por el contrario, como bloqueadores de
rutas metabdlicas primarias o secundarias, provo-
cando la disminucion de los metabolitos secunda-
rios. También se presume que los virus produzcan
inmunosupresion en la planta, facilitando la penetra-
cion de otros factores infecciosos.

De una manera u otra, la deteccién de virus se rea-
liza, generalmente, por pruebas inmunologicas em-
pleando anticuerpos que detectan los antigenos del
virus, siendo esta prueba muy comun en plantas con
interés agronomico (tomate, tabaco, papaya, etc.).
En este campo, la utilizacion de la técnica de ampli-
ficacion por el mecanismo del circulo rodante (RCA,
Rolling Circle Amplification), especifica para detec-
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tar el ADN circular de los virus, seria de gran utilidad
para establecer su presencia en el material vegetal
12 'E| ADN virico se discrimina del plastidico por oli-
gonucledtidos especificos y por la comparacion con
material vegetal sano. Estudios en esta direccion
muestran que la aplicacion de las técnicas molecu-
lares para la mejor interpretacion del metabolismo
de las plantas esta aun en plena exploracion.
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