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1. INTRODUCCION

La medicina tradicional se puede conceptualizar como la suma total de los
conocimientos, habilidades y practicas basadas en las teorias, creencias vy
experiencias indigenas de distintas culturas (sean o no explicables), que se
utilizan en la conservacion de la salud; asi como en la prevencion, el
diagndstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas y mentales.
Dentro de la medicina tradicional en México el uso de las plantas medicinales
son de los elementos mas empleados (Estrada, 1984; OMS, 2002). En los
ultimos anos el empleo de las plantas medicinales se ha incrementado
notablemente debido a la busqueda de tratamientos naturales y por el bajo
costo que estas representan en comparacion con otro tipo de tratamientos.
Ademas considerando que el aumento de la poblacion mundial es de forma
sostenida, situacion que hace cada vez mas dificil la atencién de los pacientes
por parte de los sistemas de salud y el aumento de las enfermedades cronico
degenerativas a pasos agigantados, lo que llevara en algunos afios al colapso
de los sistemas de salud. Por lo que la forma de uso y el control de calidad en
cuanto a seguridad y eficiencia de las plantas medicinales, se estan
convirtiendo en temas de relevancia para las autoridades sanitarias, asi como
para los usuarios de las terapias herbolarias.

Se considera que la seguridad y la eficacia de las plantas medicinales han sido
demostradas a través del uso histérico; es decir, a través de la experiencia
transmitida de generacion en generacion. No obstante, se reconoce que es
necesaria la investigacion cientifica para proporcionar evidencias adicionales
de su seguridad y eficacia. Sin embargo, falta desarrollar normas
estandarizadas y métodos apropiados para su evaluacién a nivel internacional.
Por lo que nunca estara de mas la generacién de conocimiento en cuanto a
seguridad y eficacia de las plantas medicinales, lo que conlleva a que esta
practica se realice de forma correcta y con un bajo riesgo (OMS, 2005; Lucio,
2012).

Actualmente existe una tendencia en varias regiones del mundo de emplear las
plantas medicinales para tratar padecimientos con alta prevalencia en la
poblacion. Una de esas enfermedades es la diabetes mellitus tipo 2, la cual es

una enfermedad que ha cobrado relevancia mundial en las ultimas décadas, ya
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que afecta a 366 millones de personas y representa un costo anual de 465
millones de dodlares. México es un pais con serios problemas de diabetes,
existen 6.4 millones de mexicanos adultos diagnosticados con diabetes y el
problema esta incrementando de forma alarmante afo con afio (Artola, 2012;
ENSANUT, 2014). Por lo que una forma de tratar este padecimiento por parte
de la poblacion es a través del consumo de productos herbolarios, primero por
la fuerte herencia en el uso de las plantas medicinales, segundo debido al mito
de que no provocan efectos secundarios y por ultimo por su facil acceso (libre
venta y bajo costo) (Babu y col; 2006). En el presente trabajo se busco
desarrollar un método que emplea el ADN para identificar las plantas
medicinales usadas en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, cuando
estas se encuentra formando parte de productos herbolarios. Dicho método

permite detectar e identificar adulterantes vegetales en dichos productos.

2. Revision de literatura

2.1 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM-2)

2.1.1 Aspectos generales de la Diabetes Mellitus tipo 2

La Diabetes Mellitus (DM) es un desorden metabdlico de multiples etiologias
sistémicas degenerativas caracterizadas por la elevacion cronica de la
concentracion de glucosa en la sangre (hiperglucemia), como consecuencia de
una produccion insuficiente de insulina. Los sintomas caracteristicos de la
enfermedad son: Poliuria (produccion excesiva de orina), Polidipsia (aumento
anormal de la sed), Polifagia (aumento anormal de hambre) y fatiga; esta ultima
debida a la resistencia que las células van presentando a la insulina, lo que
hace que la glucosa se acumule fuera de la membrana celular y no dentro, en
donde es necesaria para satisfacer las necesidades inmediatas de energia,
provocando asi cansancio (American Diabetes Association, 1997).

La DM se clasifica en dos tipos principalmente, la tipo | o insulino-dependiente
que se caracteriza por niveles bajos de insulina debido a que el sistema
inmunitario de la persona destruye las células B pancreaticas, haciendo que el
enfermo requiera inyecciones de insulina periddicamente para no morir. Este
tipo de diabetes es comun entre las personas mas jovenes menores a 30 afos;

puede traer consigo serias complicaciones si no es adecuada y oportunamente
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atendida. El segundo tipo de diabetes es la no insulino-dependiente o DM-2, la
cual se caracteriza por ser comun entre personas obesas mayores de 35 afnos.
Existen otros tipos de DM pero suelen ser menos comunes, tal es el caso de la
diabetes gestacional, la cual se debe a la intolerancia a la glucosa manifestada
en el tercer trimestre del embarazo y que es ocasionada por la resistencia a la
insulina que ocurre en condiciones normales del embarazo (Rodriguez, 2012).
La DM afecta a mas de 366 millones de personas en el mundo. En el 2012, los
costos sanitarios globales debidos a la DM se calcularon en 465,000 millones
de ddlares (11% del gasto sanitario), la prevalencia mundial estimada por la
Internacional Diabetes Federation (IDF) es de 8.3%, siendo la diabetes tipo 2
(DM 2) la que representa el 90% de los casos. Pero el mayor problema lo
constituye el ritmo de crecimiento: Las previsiones para las proximas décadas
debido al incremento mundial de la obesidad, y la vida sedentaria, llevan a
estimar calculos de proporciones pandémicas de DM-2 (Artola, 2012).

Por regiones, la mas afectada segun estas previsiones sera el sureste asiatico
con 122 millones de pacientes diabéticos, el area del Pacifico con 71 millones
de afectados y el continente americano donde se espera que la enfermedad
llegue afectar 67 millones de personas. Mientras, se calcula que en Africa
rondara los 18 millones de personas, mas del doble de los 7 millones actuales y
que en Europa aumentara la prevalencia actual cifrada en 33 millones en el afo
2000, hasta alcanzar los 48 millones de pacientes. Actualmente la diabetes
mellitus tipo 2 se distribuye por todo el mundo aunque tiene mayor peso en los
paises desarrollados y en aquellos en vias de desarrollo (Aschner, 2012).

En México los datos de Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) en
2014 identifican a 6.4 millones de adultos mexicanos con DM-2, es decir, 9.2%
de los adultos en México han recibido ya un diagnéstico de diabetes. De las
mayores prevalencias del padecimiento estan en siete entidades federativas:
Distrito Federal 12.3%, Nuevo Ledén 11.4, Veracruz 10.6%. Estado de México
10.5%, Tamaulipas 10.3%, Durango 10.2% y San Luis Potosi 10% las cuales
rebasan el promedio nacional de 9.1%. En tanto, los estados con menos casos
son Chiapas con 5.6%, Quintana Roo 6.2%, Chihuahua 6.3%, Aguascalientes
7% y Oaxaca 7%. En el resto del pais se ubican rangos de entre 7.4y 9.9 % de
frecuencia de DM (ENSANUT, 2014).



En la actualidad, las instituciones de salud enfrentan el reto de incidir en el alto
costo que representa la creciente demanda de atencion a la diabetes, y lograr
la disminucién del impacto de este padecimiento en las vidas de las personas.
Se buscan y ensayan diversas estrategias médicas, mediante una combinacion
de la dieta, educacion, ejercicio fisico, etc. No obstante, la investigacion esta
orientada principalmente en la obtencion de nuevas drogas hipoglucemiantes
que puedan ayudar al control de la enfermedad. Sin embargo, en nuestro pais
y en otros paises con un nivel socioeconémico semejante, un sector amplio de
la poblacién no tiene acceso a estos modernos esquemas, por las limitaciones
economicas y culturales, surgiendo entonces la medicina natural como una
alternativa de igual efectividad, pero con menores efectos secundarios tipicos
de los farmacos sintéticos y con la ventaja de ser mas econdémica (Esquivel y
col., 2012).

La principal estrategia desarrollada para lograr la integracion de la medicina
tradicional a los tratamientos para la DM-2 ha sido la investigacion con plantas
medicinales para comprobar de manera cientifica su eficacia. Ademas de su
difusion entre las culturas, capacitacion de recursos humanos especialistas en
medicina tradicional. En paises como china, India y Tailandia se han
conseguido avances significativos en la articulacion de modelos integrales de
salud. Mientras que en algunos paises de América Latina como Meéxico,
Nicaragua y Brasil se tienen experiencia con avances hacia la integracion de
las medicinas tradicionales en la medicina moderna (OMS, 2002).

Actualmente los remedios tradicionales han sido de suma importancia para
controlar la DM-2. En México la poblacion recurre a otras alternativas
terapéuticas principalmente aquellas basadas en el uso de plantas medicinales,
debido a la gran aceptacién cultural que tienen, su facil acceso y bajo costo. A
nivel mundial se han reportado mas de 400 productos que se comercializan

para el tratamiento de la diabetes (Esquivel y col., 2012)



2.2 Plantas medicinales

2.2.1 Generalidades

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), definié en un congreso realizado
en China en 1980 a la “planta medicinal” como “todo vegetal que contiene en
uno o mas de sus oOrganos, sustancias que pueden ser utilizadas con fines
terapéuticos o preventivos” (Ayon, 2007).

El uso de plantas medicinales ha estado presente a lo largo de la evolucion del
ser humano. Tiene una historia honorable, ya que en determinados momentos
todos los medicamentos se obtenian de fuentes naturales, dando lugar al
establecimiento de una relacién cercana y productiva entre el hombre y su
medio vegetal (Carballo y col., 2005).

Asi como cada zona geografica del mundo tiene una vegetacion autoctona con
la que se obtienen diferentes plantas medicinales, muchas de las especies
vegetales utilizadas por sus virtudes curativas entre los antiguos egipcios,
griegos y romanos pasaron a formar parte de la farmacopea medieval, que mas
tarde se vio enriquecida por los conocimientos del nuevo mundo (Ayon, 2007).
Las plantas medicinales desempeian un papel clave en el mantenimiento de la
salud de la mayor parte de la poblacion mundial. Existen 30 mil especies
vegetales a nivel mundial, de las cuales se estima que el 10 por ciento tienen
propiedades medicinales comprobadas, sin embargo, se reconoce que
aproximadamente 10,000 especies vegetales se utilizan con dicho propésito
sobre todo en los sistemas de medicina tradicional. Mas del 80% de la
poblacién mundial usa preparaciones botanicas como medicinas. China
destaca con el uso de 9 mil 905 plantas medicinales, mientras que en México
soélo se utilizan cerca de 500, consideradas las mas comunes (Jiménez, 2010).
En los Uultimos afos, el uso de remedios herbolarios en los paises
industrializados ha experimentado un crecimiento sin precedente (Salazar y
col., 2004; Verde, 2009).

Las plantas con atributos medicinales fueron las primeras medicinas utilizadas
en forma empirica para la cura de enfermedades que padecia el hombre. Al
desarrollarse la escritura y con la aparicion del papiro se comenzaron a recoger
informacion sobre el uso de éstas. En la Biblia se describen aproximadamente

200 plantas de uso medicinal, junto a sus aplicaciones (Petrovska, 2015).
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Durante los siglos Xl al XlIl la escuela Arabe célebre por sus renombrados
meédicos que prescribian recetas con hierbas de las cuales algunas de ellas son
utilizadas en la actualidad. En el siglo XVI en Barcelona se publico “Concordia
Pharmacopolarum” que es la primera farmacopea territorial del mundo
(Marinoff, 2006).

Los primeros herbolarios datan de la época de los asirios, los babilonios y los
fenicios y constituyen una recopilacion de los conocimientos de la época sobre
las propiedades curativas de las plantas, comenzando la historia de la
fitoterapia. Desde el afio 3,000 a. C. hasta nuestros dias, hay numerosas
referencias y escritos como el famoso papiro egipcio de Ebers (1,552 a. C.) que
contiene muchas preparaciones medicamentosas a base de vegetales.
Teniendo en cuenta las plantas medicinales, podemos decir que existen cuatro
tipos generales de medicina. Ellas son la asiatica, europea, indigena y neo-
occidental. Tanto la asiatica como la europea datan de hace 1,500 afios, se
encuentran en la farmacopea y son por lo tanto mas conocidas; en el caso de
la indigena es distinto, ya que es trasmitida oralmente. En Asia las
herboristerias mas sistematizadas son las de India, China y Japdn. Estas
siguen aun las ideas de diagndstico y tratamiento utilizadas por milenios
(Carballo y col., 2005).

Al inicio de los setenta del siglo XX, la OMS empez6 a prestar atencidn a los
éxitos alcanzados por China en la solucién de la atencion primaria en salud con
el uso de sus recursos vegetales y con sus numerosas tradiciones ancestrales.
Desde entonces, y con el aval de la OMS, la investigacion de los remedios
tradicionales de muchas culturas cobrdé nuevo interés para los investigadores
en todo el mundo, quienes centraron sus primeros esfuerzos en paises de gran
biodiversidad y riqueza cultural (OMS, 2000).

2.2.2 Historia del uso de las plantas medicinales en México

El origen de la herbolaria en el continente Americano esta directamente
relacionado con la llegada del hombre a este territorio, quienes ingresaron por
el estrecho de Bering hace unos 70,000 afios, de este lugar se intern6 a otros
lugares del continente llegando a la Patagonia de América del Sur hace unos

10,000 afos a. C. y en el valle de México se han encontrado granos de polen
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fésil de maiz domesticado cuya antigliedad fluctua entre 60,000 y 80,000 afios
(Carlon y col., 2003).

Cuando los espafoles llegaron al nuevo mundo se sorprendieron de las
habilidades de los curanderos aztecas y del gran acervo de las plantas
medicinales que utilizaban, al grado de que el conquistador Hernan Cortés, en
una de sus cartas informativas para el rey de Espafia, comentd que los
curanderos indigenas eran superiores a los europeos. Sin embargo, la
conquista del nuevo mundo propicidé que las practicas curativas y el uso de la
herbolaria se fuera desvirtuado gradualmente y perdiendo a través de las
generaciones, solo algunos grupos indigenas continuaron dependiendo de los
curanderos tradicionales y de la inmensa variedad de plantas medicinales que
ofrece la flora de las Américas. Mucha de la herencia herbolaria de los
indigenas esta documentada en el denominado Cddice Badiano, también
conocido como el libro de las hierbas medicinales de los indios. El libro fue
escrito en Nahuatl por el Xochimilca Martin de la Cruz y traducido al latin por
Juan Badiano (Serna y col., 2009).

En la época prehispanica nahuatl los jardines eran muy importantes puesto que
merecian un auténtico reconocimiento del valor que tenian las plantas, ademas
de un gran respeto hacia la naturaleza. La gran biodiversidad con que se
contaba desde entonces, servia también en la representatividad de sus
adornos, los cuales eran utilizados en sus vestidos, como simbolos de lugares,
cosas, asi como en sus metaforas poéticas. Asimismo, durante el reinado de
Moctezuma Ulhuicamina (1440-1469) quinto Huey tlatoani, se crea el jardin
botanico de Huaxtepetl. Este jardin fue el unico que se conservo después de la
conquista y suministré por mucho tiempo plantas medicinales para el Hospital
de Huaxtepetl, el cual funcioné hasta mediados del siglo XVII. Desde la
antigliedad, son célebres también los jardines reales de Chapultepec, Texcoco
y las huertas de los senores de Huaxtepetl: El sefior de Iztapalapa también
tenia grandes jardines de gran hermosura que asombré a los invasores
espanoles (SEDEREC, 2012).

El uso de plantas con fines medicinales entre los mayas data de tiempos
prehispanicos, aunque, a raiz de la conquista Espafola, la transmisién de

conocimientos relacionados con el empleo de hierbas con la finalidad de
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devolver la salud a los enfermos se vio relegada e incluso condenada, por
considerarla cosa del demonio y que, por ende, habia de erradicarse para
lograr la conversion de la utilidad de ciertas hierbas, plantas, raices, flores o
frutos para sanar dolencias comunes padecidas por conquistados y
conquistadores espanoles —como el franciscano Diego de Landa en su
Relacion de las cosas de Yucatan- consignaron por escrito algunas de estas
practicas curativas. A su vez, traducciones de codices escritos en maya al
castellano —y que lograron preservarse, como el Codice de Madrid y el de
Dresde- fueron realizadas por indigenas mayas (Rodriguez, 2012).

El conocimiento sobre las plantas medicinales se acumuldé gradualmente, a
través de los siglos, constituyendo la base para el desarrollo de la civilizacion
del México antiguo. En el siglo XVII la produccién bibliografica de plantas
medicina les fue importante, ya que se escribieron algunos libros importantes
para conocer la ciencia herbolaria de nuestros antepasados. Uno de los libros
famosos es el escrito por Fray Juan de Torquemada en 1615, Monarquia
Indiana, donde escribe no solo de medicina sino historia, religion, tradiciones,
costumbres y conocimientos de las época en las mas diversas areas, menciona
los jardines que existian, los cuales constituyen una de las evidencias mas
palpables del conocimiento botanico de nuestros antepasados. Con respecto a
otras publicaciones especializadas en medicina y herbolaria, hay varios textos
que han trascendido a través de los afos y que, ahora, son fuentes
importantisimas para conocer la evolucion de la medicina en México, asi como
para el estudio moderno de los conocimientos vertidos en estas obras. Una de
las obras mas importantes es el Tesoro de Medicina de Gregorio Lopez escrita
entre los afos 1672 y 1674, donde presenta recetas para las enfermedades
mas diversas (Aguilar, 2002).

Hasta mediados del siglo XVIII las dos culturas médicas depositaban todo el
peso de su terapéutica en las mismas plantas medicinales. Para los médicos, el
estafiate o “ajenjo de la tierra” movilizaba la pituitaria (flema), ablandaba el
estbmago y curaba las camaras (diarrea); para los curanderos, la misma planta
pero con el nombre de iztahuyatl servia para curar el “susto”, se decia beber
después de “ramearlo” se quitaba el calor del cuerpo si se tomaba como “agua

de tiempo”. A finales del siglo XVIII la medicina en la Nueva Espafa estaba
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integrada por un 25% de plantas autoctonas y un 75% de vegetales traidos por
la cultura espanola (Carlon y col., 2003).

Los cientificos mexicanos se unieron en una asociacion que represento un
refugio para las ciencias de fines del siglo XIX, asi se funda la sociedad
Mexicana de Historia Natural, integrada por prestigiados cientificos. En esta
institucion se realizaron trabajos sobre la flora mexicana que incluyeron la
recoleccion y clasificacion sobre las propiedades farmacologicas de las plantas
mexicanas mas importantes. En los ultimos decenios del siglo XIX se
escribieron trabajos sobre el tema entre los que destacan: Sinonimia vulgar y
cientifica de las plantas de México, del Dr. Alfonso Herrera; Lecciones de
farmacologia del doctor Leonardo Oliva; repertorio de plantas medicinales
mexicanas y materia medica nacional, del doctor Fernando Altamirano, y varios
mas, en los que se intentd establecer las bases para el desarrollo de una
industria farmacéutica nacional y a finales del siglo XIX y a principios del siglo
XX, la quimica y la farmacologia influian de manera importante en el estudio de
las plantas medicinales (Aguilar, 2002).

Los avances significativos que se observan en el estudio de la herbolaria, en el
siglo XX, se dan a partir de los afios setentas, primeramente con la fundacién
en 1975 del Instituto Mexicano para el estudio de las plantas medicinales, mas
conocido por sus siglas IMEPLAM. El objetivo principal de este instituto fue
llevar a cabo el estudio cientifico de la medicina tradicional indigena y propiciar
el aprovechamiento de los recursos naturales, sobre todo de las plantas, para
la producciéon de farmacos nacionales. Con la creacion del IMEPLAM se
reactivo la investigacion sobre plantas medicinales en México. A principios del
siglo XX, el Instituto inicia un herbario medicinal, actualmente conocido como
Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) (1981-
1985), que esta ubicado en el Centro médico Nacional siglo XXI. Su acervo
abarca mas de 120,000 especimenes, y en él se establecieron las bases para
la investigacidn farmacoldgica y quimica de las plantas utiles, son una fuente
de informacion que daria paso a las creacion de fitofarmacos, es decir, de
productos hechos a partir de plantas medicinales, nuevo concepto en el

desarrollo y uso de medicamentos a partir de plantas (Aguilar y col., 2009).



2.2.3 Empleo de las plantas medicinales en México

En México se estima que aproximadamente 60% de los habitantes, utilizan
plantas medicinales para tratar diversos padecimientos (Gonzalez-Stuart,
2010). En los afos ochenta el IMSS logro coleccionar 4 mil 400 vegetales
empleados por la terapéutica tradicional y sintetiz6 la informacién sobre su uso,
la posologia y el tratamiento de los padecimientos para los cuales se utiliza
cada una. Posteriores estudios estadisticos sobre la distribucion de tales
recursos permitieron establecer cuadros basicos de plantas medicinales de
mayor demanda, asi como los padecimientos tratados con mayor frecuencia
con ellas. Se incluyé entonces que en el pais se emplea 220 plantas para el
tratamiento de padecimientos gastrointestinales; 141 para afecciones
dermatolégicas y traumatismos, 115 para males del aparato genitourinario y
biologia de la reproduccion, 81 para el aparato respiratorio; 54 para trastornos
del sistema nervioso y cardiovasculares, mas de 42 de uso ritual o magico. En
total, 653 variedades botanicas de amplia difusion en el territorio nacional
(Aguilar, 2002)

Los datos mas recientes indican que se tienen unas 5,000 plantas medicinales
depositadas en el Herbario IMSS, procedentes de diversos estados del pais.
Uno de los logros mas importantes, durante este siglo XX, para validar la
medicina tradicional y ponerla al servicio de las poblaciones rurales marginadas
fue la creacion de la Unidades Médicas Rurales (UMR), dependiendo del
programa IMSS-COPLAMAR, donde, mediante la participacion conjunta de
médicos universitarios y médicos tradicionales, se logré un combate efectivo de
las enfermedades organicas (diabetes, cancer, hipertension, etc.) y sindromes
de filiacion cultural (espanto, mal de ojo, empacho, etc.) (Aguilar y col., 2009;
Figueroa, 2009).

2.2.4 Plantas medicinales para la diabetes mellitus tipo 2 (DM-2)

Ante el aumento del padecimiento de la DM-2 y los altos costos de los
tratamientos médicos, las personas han optado por emplear un nimero cada
vez creciente de plantas para poder controlar los niveles de glucosa en sangre.
Por lo que algunos investigadores se han dado a la tarea de recopilar toda

aquella informacién con el uso de plantas medicinales para el tratamiento de la

10



diabetes. Una de las instituciones que se ha visto mas involucrada en la en la
recopilacion de esta informacién etnobotanica es el herbario del IMSS. A la
fecha tienen registradas mas de 300 especies vegetales de unas 70 familias
diferentes, que segun informacion recabada son usadas tradicionalmente para

el tratamiento de la diabetes (Juarez, 2006) (tabla 1).

Tabla No.1 Plantas hipoglucemiantes depositadas en el Herbario del IMSS.

Nombre comun Nombre cientifico Parte utilizada

Maguey
Cuajilote
Mango Maranén
Zanahoria

Flor de mayo,

veneno de perro

Teresita o

Agave salmiana Otto
Anacardium occidentale L
Mangifera indica L.
Daucus carota L.

Plumeria rebra L., Catharanthus

L. y Rauwolfia tetraphyla L.

Parte aérea
Raiz

Hojas, corteza
Raiz

Flor, hoja y raiz

Coyol Acrocomia Mexicana Raiz
Guaco Aristolochia asclepiadifolia Tallo

Brandg
Acahualillo, Aceitilla Bidens Aurea Hojas, parte aérea
Ajenjo Artemisia absinthium Hojas
Alcachofa Cynara scolymus L. Hojas, flores
Arnica Zexmenia gnaphaloides Parte aérea
Capitaneja Verbesina crocata Hojas
Cardosanto Cirsium mexicanum DC. Raiz
Chintuza Guardiola angustifolia Hojas
Diente de elefante Selloa planteginea HBK Hojas
Diente de leén Taraxacum officinale W. Raiz
Estafiate Artemisia ludovisiana Parte aérea
Hierba amarga Pethenium hysterophorus Raiz
Huixim Verbesina persicifolia DC Hojas
Hierba dulce Eupatorium conyzoides Parte aérea
Limpia Tuna Zaluzania augusta Raiz
Matarique Psacalium sinuatum Raiz
Prodigiosa Brickellia cavanillesii DC. Tallo, hojas y flores
Simonillo Conyza filaginoides Tallo, hojas y flores
Té de Burro Hidalgoa ternata Tallo, hojas
Xapulli Haplopappus venetus Toda la planta
Zeta Bidens pilosa L. Tallo, hojas
Mano de leén Begonia heracleifolia Ch. Tallo

Palo muerto Berberis moranensis H. Tronco, rama.
Cuajilote, Chote Parmentiera aculeata Raiz
Tronadora Tecoma stans Rama, raiz



Continuacion

Nombre comun

Nombre cientifico

Parte utilizada

Apombo, Zapote reventador,
Pochote

Cuelayo

Lagrimas de San Pedro
Lentejilla

Berro

Heno

Palo mulato

Choya

Duraznillo

Garambullo

Junco
Niguilla
Nopal, nopal

blanco, nopal

corriente, nopal de coyote

Nopalli

Xoconoxtle
Papaya
Chancarro
Guarumbo
Hierba de puerco
Castafo
Siempreviva
Chilacayote
Cundamor.
Pepino

Pisto

Sandia chiquita
Wereque

Arbol de la vida
Picén

Zapote negro
Cola de caballo
Chaya

Hierba de la golondrina
Sangre de grado
Cana fistula
Fenogreco

Frijol

Pachira aquatica Aubl.

Cordia eleagnoides DC.
Tournefortia hirsutissima
Lepidium virginicum L.

Roripa nasturtium

Tillandsia usneoides L.

Bersera simaruba

Opuntia fuligida

Opuntia leucotricha DC.
Myrtillocactus geometrizans
Aporocactus flagelliformis
Rhipsalis baccifera

Nopalea indica, opuntia atropes,
opuntia  tomentosa, opuntia
megacantha

Nopalea cochenillifera

Opuntia imbricata

Carica papaya L.
Cecropia peltata L.
Cecropia obtusifolia bertol
Chenopodium glaucum L.
Terminalia catappa L.
Sedum praealtum DC.
Cucurbita ficifolia bouché
Momordica charantia L.
Cucumis sativus L.
Apodanthera buraeavii
Melothria pendula L.
Ibervillea sonorae greene
Cyathea fulva fee
Saurauia pringlei ruse
Diospyros dygina jacq
Equisetum hyemale L.
Cnidoscolus aconitifolius
Euphorbia postrata ait.
Crotén draco schltdl.
Cassia fistula L.
Trigonella foenugraecum
Phaseolus vulgaris

Corteza

Flor

Tallo

Rama

Rama

Toda la planta
Corteza

Tallo

Tallo

Tallo

Tallo

Toda la planta
Tallo,

Cladiodo

Fruto

Hoja

Hojas

Hojas

Toda la planta
Fruto

Hojas

Fruto

Hojas

Fruto

Fruto

Fruto

Raiz

Raiz

Hojas

Fruto

Toda la planta
Hojas

Hojas

Hojas

Fruto

Fruto
Cascara del fruto
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Continuacion

Nombre comun

Nombre cientifico

Parte utilizada

Frijolillo Senna occidentalis Hojas
Guamuchil Pithecellobium dulce Corteza
Guayacan Lonchocarpus cruentus L. Hojas
Huizache Acacia farnesiana Hojas
Mezquite Prosopis juliflora Fruto

Palo dulce Eysenhardtia polistachya Tallo

Pata de vaca Bauhinia divaricata L. Hojas
Retama Crotalaria acapulcensis Ramas
Nogal Juglans regia L. Hojas
Cuachalalate Ampypterygium Corteza
Agrimonia Teucrium cubense Jacq. Hojas, tallos
Marrubio Marrubium vulgare L. Tallos, hojas, raiz
Mastranzo Mentha suaveolens J. F. Hojas
Sabila Aloe vera L. Hoja
Tepozan Buddleia americana L. Raiz, tallo y hojas
Injerto Phoradendronspp Hojas
Cadillo Pavonia schiedeana Tallo
Malvavisco Malvastrum coromandelianum Hojas
Guaco Cissampelos pareira L. Raiz, flor
Catarinilla Salpianthus Hojas
Chicalote Argemone ochroleuca Raiz
Cuasia Quassia amara L. Corteza
Guacima Guazuma ulmifolia Fruto
Ortiga Ortica diotica L. Hojas
Valeriana Valeriana edulis ssp. Raiz

Fuente: Aguilar y Xolalpa, 2009.

Las plantas medicinales o sus extractos pueden optimizar el metabolismo de la
glucosa y la condicién integral de los diabéticos, no sélo por sus efectos
hipoglucemiantes sino también al mejorar el perfil lipidico; el estado

antioxidante y la funcion capilar (Esquivel y col., 2012).

2.3 Productos herbolarios comerciales utilizados para la DM-2 en México

Ante el aumento de la diabetes en el mundo, en los paises donde la herbolaria
es una alternativa de de tratamiento, han aparecido productos comerciales con
formulas herbolarias para tratar dicha enfermedad. En la gran mayoria de los

casos, los productos herbolarios comerciales (PHC) estan formulados con una
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mezcla de 2 o0 mas plantas medicinales, normalmente bajo la presentacion de
pastillas o capsulas.

Al no existir una legislacion amplia y expedita para los PHC, regularmente
estos productos son comercializados como suplementos alimenticios, situacién
que lleva a que no se les apliquen las mismas normas que a los medicamentos
alopaticos (Garzon y col; 1999). Toda esta laxitud en las autoridades sanitarias
conlleva a que no se tengan datos exactos sobre el numero de PHC que son
comercializados. Sin embargo, algunas instituciones educativas que cuentan
con programas de investigacion en plantas medicinales, como es el caso de la
Universidad Auténoma Chapingo (UACh), ante el creciente aumento del
padecimiento de la diabetes, han desarrollado formulas herbolarias y

suplementos herbolarios para el tratamiento de este padecimiento (tabla 2 y 3).

Tabla No. 2. Formulas herbolarias desarrolladas en la UACh para el

tratamiento de la diabetes.

Clave Contenido Enfermedad Dosis Presentacion
D-250 Tecoma stans Diabetes Control de. 3a 6 Frasco con 300
Guazuma mellitus- 2. tazas al dia, una gramos.
ulmifolia y cucharadita por
Cecropia taza, hervir 7
obtucifolia, min, a fuego
lento, tomar 30
min.
GUAZUMA Tecoma stans Diabetes Control de Frasco con 90
(Extracto seco) Guazuma mellitus- 2. diabetes, 3 capsulas de 350
ulmifolia y capsulas al dia, miligramos.
Cecropia una capsula 30
obtucifolia, minutos  antes
de cada

alimento con 1
vaso de agua.

Fuente: Estrada, 2009.
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Tabla No. 3. Suplementos alimenticios para la diabetes tipo 2

Clave Contenido Enfermedad Dosis Presentacion
Licuado para Deshidratado en Auxiliar en el 2 cucharadas Frasco con 400
diabéticos polvo de cebolla control de la soperas en un gramos.

morada, nopal diabetes. vaso con jugo de

dientes de ajo, toronja o agua,

limén y ejote. se puede

endulzar con
miel de maguey,
y tomar al
menos tres
vasos al dia.

Fuente: Estrada, 2009.

2.3 Adulterantes vegetales en productos herbolarios

Un adulterante es la adicion de un material distinto a los ingredientes indicados
en un producto herbolario (Miller, 2001). Como mencionamos en el apartado
anterior, un numero importante de los PHC son comercializados como
suplementos alimenticios, debido a que en dicha categoria la regulacion
sanitaria es sumamente laxa. Los productos herbolarios de acuerdo a la OMS
son empleados por el 97% de la poblacién mundial para mejorar su estado de
salud, aunque no se conocen los datos especificos de consumo para cada una
de las enfermedades en que son empleados. Esta demanda se ha
incrementado debido a la publicidad y bajo costo en comparacién con los
tratamientos alopaticos, por ejemplo en el 2011 se comercializaron
suplementos alimenticios por un valor de 293 millones de dolares en el
mercado privado, es decir, en farmacias, tiendas de autoservicio, mercados,
pequenos locales o de persona a persona. El crecimiento de este sector es
superior al de las medicinas convencionales. En el periodo 2006 al 2011 la
venta de suplementos alimenticios en nuestro pais crecié 24.9% y se espera
que en el periodo 2012 al 2016 esta industria crezca 22.5%. Las razones del
consumo de estos productos son diversas, entre ellas se encuentra la
concepcion erronea de que por ser de origen natural son seguros. Sin
embargo, los productos herbolarios pueden provocar reacciones adversas
importantes, la mayoria de ellas relacionadas con toxicidad inherentes a sus
componentes o por interacciones con medicamentos alopaticos de prescripcién
médica (Garza, 2013).
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El control y aseguramiento de la calidad en productos herbolarios normalmente
se realiza por medio de métodos analiticos, debido a la forma en que muchas
veces se encuentran las plantas medicinales en estos productos, en
fragmentos o en polvo, el objetivo de estos procesos es asegurar la identidad
de las plantas medicinales, su eficacia y la estabilidad del producto en el tiempo
(Cardoso y Villarreal, 2009).

La mayoria de los productos manufacturados que utilizan las personas pasan
por procesos de control y aseguramiento de la calidad, esto se hace mas
estricto cuando se trata de medicamentos alopaticos, por lo que los controles
en productos herbolarios deberian ser de primordial importancia, ya que la
presencia de algun material toxico pudiera poner en peligro la vida de los
consumidores (Waksman, 2009).

El empleo de los productos herbolarios estd en aumento, por lo cual debemos
tener muy presente la calidad de las plantas que sirven como materia prima
para la obtencidén de estos productos o para la obtencion de extractos a escala
industrial. El control de calidad del material vegetal es un aspecto relevante, ya
que garantizan la autenticidad, inocuidad, pureza, contenido de principios
activos, asi como también su efectividad y estabilidad (Waksman, 2009).

El control de calidad de productos herbolarios es un proceso que tiene que
darse bajo parametros internacionales estandarizados que estan regulados por
organismos o instancias competentes. Los aspectos que normalmente se
evaluan son quimicos y biolégicos. Para que los productos herbolarios
analizadas puedan estar dentro de los limites o parametros deben cumplir otras
normas como la de buenas practicas de cultivo, buenas practicas de
fabricacion y procesos de validacion. El hecho de aplicar todos estos controles
o especificaciones nos da un criterio suficiente para poder dictaminar si los
productos estan dentro de norma o no, desde la materia prima hasta el
producto terminado (Permanand, 2006; Mukherjee, 2002).

La adulteraciéon en plantas medicinales o productos herbolarios puede ser
causada intencionalmente o puede ser accidental. Estas adulteraciones
consisten en una sustitucion de una o varias plantas medicinales, plantas
medicinales de baja calidad, adicion de ingredientes artificiales, etc. (tabla No.
4)
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Tabla No. 4. Algunos tipos de adulteraciones en plantas medicinales.

Tipo de adulteraciéon Descripcion
Sustitucion con variedades | Es la sustitucibn de la planta
comerciales inferiores medicinal por otro material vegetal de
parecido morfolégico, de menor
calidad y que puede o no tener accion
terapéutica deseada.
Adulteracion con sustituyentes | Se cambia la planta medicinal por un

artificiales manufacturados

material artificial que presenta forma y
apariencia similar a la planta de

interés.

Sustitucion  por material vegetal

agotado

de

interés pero que ya ha sido utilizado

Se adiciona material vegetal

previamente para la obtencion de
extractos. Este tipo de adulteracion se
da principalmente con los aceites

volatiles.

Sustitucion por sustancias naturales

similares pero mas baratas

La planta medicinal es sustituida por
otra planta que no tiene relacién con
la primera, estas puede tener o no

accion terapéutica deseada.

Adulteracion por adicion de materiales

pesados sin valor

Son materiales que se adiciona a la
planta medicinal para incrementar su

peso.

Adicién de principios sintéticos

Se adiciona sustancias con actividad
farmacolégica para mejorar la calidad

de materiales vegetales pobres.

Uso de la material vegetal de la
misma planta con menor actividad

farmacoldgica

El material vegetal se mezcla con
otras partes de la misma planta que
concentracion  de

tiene menor

principios activos o que no tiene.

Fuente: Mukherjee, 2008; Guillen y Sarmiento, 2012.
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La Food and Drug Adminstration (FDA) ha identificado una gran variedad de
compuestos no declarados con actividad farmacolégica en mas de 140
productos, en su mayoria comercializados bajo denominaciones de naturales o
suplementos alimenticios. En un estudio realizado en Taiwan se encontré que
un 24% de adulteraciones son compuestos con actividad farmacoldgica en una
muestra de 2,609 productos de medicina tradicional china. Dentro de los
ingredientes no declarados con los que se encuentran adulterados los
productos antes mencionados se encuentran medicamentos de prescripcion,
sustancias controladas, farmacos con rechazo de aprobacién por las agencias
reguladoras, compuestos experimentales, ademas de analogos de farmacos
que carecen de estudios en humanos por lo que son de riesgo desconocido.
Los productos adulterados con frecuencia se comercializan para tratamiento de
diabetes, hipercolesterolemia, insomnio, aumento del desempefio sexual y
rendimiento fisico, para bajar de peso, asi como productos contra el dolor y

reumatismo (Garza, 2013).

2.4 Técnicas de Identificacion de adulterantes Vegetales

Existen varias formas de poder identificar o autentificar los productos
herbolarios, el proceso consiste en detectar alguna caracteristica morfoldgica o
algun componente quimico caracteristico de cada una de las plantas
medicinales que integran la formula. El problema que se tiene con las
caracteristicas morfolégicas es debida a que la mayoria de los productos
herbolarios estan integrados por materiales pulverizados, lo que la opcién mas
viable es la deteccidon de compuestos quimicos caracteristicos de cada una de
las plantas medicinales. Estos compuestos quimicos que sirven para la
autentificacion de plantas medicinales se les conoce como marcadores. El
avance de las técnicas de la quimica analitica, la bioquimica y la biologia
molecular han llevado a la identificacién de varios tipos de marcadores, por lo
que actualmente estos marcadores se agrupan en 4 tipos: taxondmicos,
quimicos, bioquimicos y genéticos. A continuacion se hara una descripciéon de

cada uno de éstos y la tecnologia que permite su desarrollo e identificacion.
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2.4.1. Marcadores taxonémicos o morfolégicos

Estos fueron los primeros marcadores empleados en la identificacion de
plantas medicinales. Para la identificacion de las plantas medicinales se
emplean caracteres morfoldgicos que describen a los vegetales o identifican a
una especie. Normalmente estos caracteres se mantienen en todos los
individuos de la misma especie, presentan poca variabilidad y son altamente
heredables. Aunque en las especies cultivadas con frecuencia se pueden
encontrar unos pocos caracteres que muestran diferentes grados de
variabilidad, especialmente en aquello de interés particular para el hombre
como son el tipo y la forma de la hoja, la forma del fruto y la forma de la flor.
Para poder realizar la identificacion de cualquier planta por marcadores
morfoldgicos, se requiere que el ejemplar este completo con raiz, hojas, tallos,
flor y fruto; muchas veces esto ultimo complica el proceso de identificacién, por
lo que pudiéramos decir es una desventaja. Mientras los marcadores
bioquimicos (isoenzimas) o ADN, como se describe mas adelante, pueden ser
utilizados para caracterizar el genotipo de un individuo a partir de muestras de

células o tejidos en cualquier estadio fisiolégico (Franco y col., 2001).

2.4.2 Marcadores quimicos

La identificacion de una planta medicinal se puede realizar por medio de la
presencia de uno o mas compuestos quimicos. Normalmente se busca un
compuesto quimico de interés farmacolégico que sea estable en el tiempo,
regularmente estos compuestos quimicos pueden pertenecer al grupo de los
alcaloides, cumarinas, taninos, flavonoides, saponinas, terpenos,
antraquinonas o lignanos. Uno de los cuidados que se debe tener en cuenta a
la hora de realizar el analisis de los metabolitos, es que la concentracion de los
metabolitos cambia de un tejido a otro. Actualmente son muchas las plantas
que se pueden identificar a través de su perfil cromatografico o de metabolitos
secundarios (Zhang y col; 2011).

Las principales técnicas utilizadas en la caracterizacion de compuestos
quimicos o metabolitos en plantas medicinales son: Cromatografia de liquidos

de alta resolucion (CLAR), Cromatografia en capa fina (CCF), Cromatografia
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liquida o de gases acoplada a espectrometria de masas (CLAR-MS o CG-MS)
(Nicoletti, 2012).

2.4.2.1 Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR)

La CLAR es capaz de separar macromoléculas y especies idnicas, productos
naturales labiles, materiales poliméricos y una gran variedad de otros grupos
polifuncionales de alto peso molecular. En la cromatografia liquida, la fase
movil es un liquido que fluye a través de una columna que contiene a la fase
estacionaria. La separacion cromatografica en CLAR es el resultado de las
interacciones especificas entre las moléculas de la muestra en ambas fases,

movil y estacionaria (Romero, 2002).

2.4.2.2 Cromatografia en capa fina (CCF)

Esta técnica es un tipo de cromatografia liquida en la cual la fase estacionaria
es una capa uniforme (silica gel o el polimero C18), homogénea aplicada sobre
un soporte inerte (generalmente plastico). También se utiliza el término de
‘cromatografia plana” que engloba la cromatografia de capa fina y la
cromatografia en papel. La muestra es desplazada por la fase estacionaria por
un sistema de eluyentes (solventes), que pueden ser compuestos quimicos
puros 0 mezclas. La separacion de los metabolitos esta en funcion de su

polaridad y la interaccion con la fase estacionaria (Gutiérrez, 2002).

2.4.2.3 Cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria
de masas (CLAR-MS)

Esta técnica permite el analisis preciso de masas para la separacion,
identificacién, caracterizacién y cuantificacion de diferentes compuestos
quimicos presentes en muestras complejas. El equipo permite identificar
compuestos sintéticos, caracterizar y analizar modificaciones en proteinas,
definir perfiles de biomarcadores, identificar metabolitos o detectar la presencia
de pesticidas.

La exactitud de masas tipica es menor a 1 ppm, confiriendo eficacia, fiabilidad y
reduccién de falsos positivos. La velocidad de adquisicion de datos es de hasta

40 espectros por segundo y permite la compatibilidad con los flujos de trabajo
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de cromatografia de alto rendimiento. La capacidad de resolucion es de hasta
40,000 lo que implica el poder de separar los compuestos a nivel traza
(impurezas, metabolitos o biomarcadores a bajas concentraciones); incluso en
presencia de compuestos mucho mas abundantes. La alta sensibilidad en
columna es a nivel de femtogramos. Su capacidad de realizar alternancia
rapida de la polaridad entre barridos permite analizar los iones positivos y
negativos en un solo procedimiento. El ajuste automatico e identificacion
confiable de una masa de referencia interna garantiza una exactitud de masa
coherente, y una determinacién de la composicion elemental en un intervalo de

concentraciones (masa/carga —m/z-) (Esquivel, 2012).

2.4.3. Marcadores bioquimicos

Los marcadores bioquimicos incluyen a las proteinas, isoenzimas o
aloenzimas, constituyen la primera generacion de marcadores moleculares. Las
proteinas son los productos primarios de los genes y se forman mediante los
procesos de transcripcion, traduccion, por o que se ven menos influidos por el

ambiente que otros marcadores.

2.4.3.1 Isoenzimas

Las isoenzimas fueron descubiertas por Hunter y Markert en 1957 y son
variantes moleculares de una misma enzima, pero pueden tener diferentes
propiedades. Ciertos cambios en la secuencia de ADN (mutaciones) que
codifica para estas enzimas pueden resultar en cambios en la composicién de
aminoacidos. Si estos cambios se producen, las proteinas podrian tener la
misma actividad bioldgica, pero como su composicion de aminoacidos varia,
podrian tener diferente carga neta y por tanto diferentes velocidades de
migracion electroforética de las formas iso-enzimaticas. Las isoenzimas han
tenido un rol prominente en estudios de poblaciones vegetales para determinar
variabilidad, estructura genética, sistematica, biologia evolutiva, asi como en
descripcion de germoplasma e identificacién de variedades (Nuez y col., 2000).
Se han utilizado varias estructuras de la planta, tales como hojas, raices o
botones florales, de las cuales se obtiene un extracto crudo, en un soporte

permeable (almidén, PAGE) bajo la accion de un campo eléctrico y seguido de
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un tefido histoquimico. La separacion se realiza mediante la carga eléctrica
neta, peso molecular, punto isoeléctrico y/o combinacién de estos criterios
(separacion multidimensional). De este modo se separan enzimas codificadas
por genes diferentes o productos de diferentes alelos de un mismo gen. La
metodologia necesaria para el desarrollo y utilizacion de este tipo de
marcadores es relativamente sencilla, rapida y econdémica (Becerra y col.,
2000).

2.4.4. Marcadores genéticos de ADN

En la actualidad podemos encontrar un sin numero de metodologias que
emplean el ADN para desarrollar proyectos que tiene el objetivo de identificar
especies y variedades vegetales de una forma mas rigurosa en referencia con
los métodos tradicionales.

El uso de los marcadores moleculares de ADN cada vez se incrementa ya que
elimina los problemas que se presentaban con otro tipo de marcadores. Tienen
una aplicacidn extensa y cada dia se desarrollan otras aplicaciones. En entre
los usos mas cotidianos de estas metodologias se encuentra, la diferenciacion
de individuos, discriminacion entre clones, analisis filogenéticos y taxonémicos,
mapeo de genomas, cuantificacion de variabilidad génica intra e inter
especifica, mejoras genéticas, deteccion de infecciones o propension a
sufrirlas, localizacién de resistencia a enfermedades, y dispersion de especies
(Claros, 2000).

Los marcadores moleculares son un grupo de técnicas que permite el estudio
del genoma de un organismo a nivel del ADN. No se ven afectados por
variaciones ambientales ni de desarrollo, muestran la base misma de la
variacion de los individuos, permiten seleccionar regiones concretas dentro de
la molécula de ADN para estudios determinados, el numero de polimorfismos
detectable es tedricamente ilimitado (Dominguez, 2012). A continuacion se
citan y describen algunos de los marcadores mas relevantes (figura 1). Los del
primer grupo hacen uso de enzimas que hidrolizan el ADN en una secuencia
especifica (nombradas técnicamente enzimas de restriccion), por lo que
después de la digestion enzimatica, el ADN fragmentado es corrido en geles de

acrilamida, donde finalmente se observa un patrén de bandas de ADN de
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distintos tamafios (Valadez y Gunter, 2000). En el caso del segundo grupo de
marcadores moleculares de ADN se emplea la técnica de la reaccion en
cadena de la ADN polimerasa (PCR), la cual es tecnologia que permite
sintetizar o fabricar ADN de novo a partir de un ADN molde in vitro. El objetivo
es obtener una cantidad importante de un fragmento de ADN de interés, la
formacion de una nueva molécula de ADN se inicia a partir de una pequena
secuencia de ADN de 15-30 pb, denominada primer o cebador, dicha
secuencia es complementaria a la secuencia del ADN molde que se quiere
copiar (Solis y Andrade, 2005). Para poder realizar la técnica de PCR, se
requiere extraer el ADN gendmico del organismo de estudio, posteriormente se
elabora la reaccion quimica in vitro con los componentes adecuados para la
formacion de las nuevas moléculas de ADN. La reaccion es colocada en un
termociclador (equipo de PCR) para ser sometida a un patron de temperaturas
que permite la multiplicacion de las moléculas de ADN. En el primer paso, las
moléculas de ADN molde son desnaturalizadas (separacion de las hebras de
ADN), seguido los cebadores se alinean a su secuencia complementaria del
ADN molde y por ultimo la enzima ADN polimerasa comienza con el pegado de
nucledtidos en uno de los extremos del cebador o primer. El equipo de PCR
puede repetir varias veces el ciclo anterior hasta obtener una cantidad
adecuada de ADN de interés (Nuez y Carrillo, 2000). El tercer grupo hace uso
de las enzimas de restriccion y la amplificacion o multiplicacion de ciertos

fragmentos de ADN generados por la hidrolisis enzimatica del ADN.
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Figura 1. Clasificaciéon de algunos marcadores moleculares de ADN (Shu y col;
2012).

2441 RFLP

Los RFLPs (polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion)
muestran las diferencias entre individuos en sitios concretos de la secuencia de
ADN, por medio del corte del ADN por enzimas que reconocen secuencias
especificas de nucledtidos, dichas enzimas son conocidas como enzimas de
restriccion tipo Il. La presencia de una alteracion en la secuencia de corte de
una enzima de restriccion a nivel del ADN, puede deberse a una mutacion
puntual o a alteraciones de mayor nivel, tales como delecciones o inserciones
(Botstein y col., 1980). Por lo que el patron de restriccion de dos o mas
muestras nos indica la presencia o ausencia de diferencias a nivel de la

secuencia de ADN, lo que significa que los organismos son o no iguales.
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Este tipo de marcadores han sido empleados extensamente en la
autentificacion e identificacion de plantas medicinales y productos herbolarios,
del genero Lupinus, Hedysaru, Triticum, Musa, Dendrobium y Fritillaria (Heubl,
2010; Dominguez, 2012).

2.4.4.2 AFLP

Los AFPLs (polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados
aleatoriamente), son una técnica muy util, aplicable a la identificacién de
cualquier organismo sin cocimiento previo de la secuencia de ADN. Se
fundamenta en la amplificacién por PCR de ciertos fragmentos generados a
partir del corte del ADN gendmico, por parte de 2 enzimas de restriccion. Los
fragmentos de ADN generados son acoplados a conectores, los cuales tienen
una secuencia complementaria a los primers empleados en el PCR, lo que
permite la generacion de un gran numero de marcadores con pocas reacciones
de PCR (Agarwal y col; 2008). La deteccion de los fragmentos amplificados se
realiza en geles de acrilamida o en electroforesis capilar acoplada a fluoroforos
o radioactividad.

Aunque los AFLPs son mas complicados o tediosos de realizar, han sido
utilizados en la identificacion de un buen numero de plantas medicinales, por
ejemplo Panax, Actaea, Plectranthus, Caladium, Cannabis y Rehmannia
(Heubl, 2010; Hao y col; 2010).

2.4.4.3 RAPD

Los RAPDs (polimorfismo de productos amplificados al azar), fueron los
primeros marcadores de ADN basados en la PCR que surgieron, fueron
desarrollados en los 90's (Welsh y McClelland, 1990; Williamas y col; 1990).
Presentan la ventaja de ser faciles de interpretar, por lo que su empleo esta
demasiado extendido en todos los organismos. Se fundamenta en Ia
amplificacion por PCR de fragmentos al azar, por lo que no se requiere un
conocimiento previo de las secuencias de ADN, el punto destacado de esta
técnica es el empleo de primers de tamafo corto de 8-10 nucledtidos. Otra
caracteristica importante es su bajo costo, por lo que muchas plantas

medicinales han sido estudiadas por medio de esta técnica, tales como:
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Glycyrrhiza, Atractylodes, Astragalus, Amomum, Scutellaria, Panax, Aconitum,
Ginkgo, Anectochilus, Lycium, Angelica, Bupleurum, Dendrobium, Magnolia,
Asarum, Apocynum, Trollius, Phyllanthus, Indigofera, Coptis, Codonopsis,
Taraxacum, Elephantopus, Rehmannia, etc. (Hao y col., 2010; Heubl, 2010;

Dominguez, 2012).

2.4.4.4 SSRs 6 microsatélites

Las secuencias simples repetidas (SSRs), son secuencias de ADN repetidas
con una alta variabilidad como los microsatélites, minisatélites o midisatélites y
satélites, son de gran valor en la busqueda de polimorfismos que se distribuyen
en todo el genoma.

Estos marcadores son conocidos también como repeticiones cortas en tandem
(STR) o polimorfismos de longitud de secuencia simple (SSLPs), son las
secuencias repetidas en tandem mas cortas (1-6 pb) encontradas en el ADN.
Tienen la caracteristica de ser altamente polimérficas y abundantes (Hamada y
col; 1982). Para el empleo de de estos marcadores moleculares se requiere
conocimiento previo de la secuencia de ADN, sobre todo de la regién que
flanquea al microsatélite, ya que es esta zona donde se disefas los primers
que permiten la amplificacion del microsatélite. Los fragmentos de ADN
generados son separados en geles de acrilamida acoplados a la deteccion por
fluorescencia o en electroforesis capilar. Una desventaja es el alto costo de la
técnica y una ventaja es su automatizacion y reproducibilidad.

Los microsatélites han sido utilizados para la identificacion o autentificacion de
diferentes plantas medicinales como Panax, Acanthopanax, Dendrobium,
Cymbopogon, Bupleurum, y Schisandra (Heubl, 2010; Dominguez, 2012).

2.4.4.5 SNP

Los polimorfismo de un solo nucle6tido (SNP) son generados normalmente por
mutaciones de todo tipo, este cambio en la secuencia del ADN de los
organismos a permitido utilizarlos como marcadores para ver la variabilidad
genética entre individuos o poblaciones. Son los polimorfismos mas
ampliamente estudiados, principalmente en mamiferos. Actualmente con el

surgimiento de la secuenciacion de nueva generacion (NGS), estos
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marcadores tienden a emplearse cada vez mas. Una de las desventajas que
tienen es que se debe tener conocimiento de la secuencia de ADN, en pocas
palabras se debe tener un genoma de referencia para poder realizar el analisis
de estos marcadores, ademas del alto costo y dificil interpretacion de los
resultados. En plantas medicinales se han ocupado poco, pero actualmente ya
se han realizado algunos estudios, para poder hacerlo mas sencillo solo se
buscan SNP en regiones intergenicas o no codificadoras de proteinas. Las
plantas medicinales donde han sido probados estos marcadores son Panax
ginseng y P. quinquefolius, Lonicera japonica (Chen y col; 2013; Dominguez,
2012).

2.4.4.6 SCAR

Las regiones amplificadas de secuencias caracterizadas (SCARs) es una
técnica propuesta por Paran y Michelmore en 1993. Los SCAR se fundamentan
en la secuenciacion de un fragmento polimoérfico obtenido por RAPDs vy el
posterior disefio de un juego de primers de alrededor de 20 pb, que
especificamente solo amplifican a dicho fragmento. La ventaja que tienen sobre
los RAPDs es su alta especificidad, su facil analisis y su alta reproducibilidad.
Esta técnica se ha empleado en la autentificacion de plantas de Panax y la
discriminacion de especies de los géneros Artemisia, Phyllanthus, Pueraria,
Sinocalycanthus, Embelia y Lycium (Kiran y col; 2010; Heubl, 2010).

2.5 El marcador de ADN rbcL

En la ultima década se han utilizado ciertas secuencias de genes o regiones
intergénicas para la identificacion molecular de plantas medicinales. Estas
secuencias empleadas para la identificacion puede formar parte del ADN
nuclear, mitocondrial o del cloroplasto, esto dependiendo principalmente del
organismo que se esta estudiando. De acuerdo a la experiencia de varios
investigadores los marcadores de ADN que mejores resultados han aportado
se encuentran en el genoma nuclear y de cloroplasto. Este ultimo, se ha
convertido en el favorito para la identificacion y autentificacion de plantas
medicinales en los ultimos afos. Las secuencias nucleotidicas de ADN del

cloroplasto empleadas en estudios de identificacion molecular son alrededor de

27



10 (accD; ndhJ; rpoB; matK; rbcL; rpoC1; psbA-trnH; ycf5, etc.), una de las mas
empleadas es la secuencia nucleotidica parcial de la subunidad grande de la
enzima fotosintética ribulosa-1,5-bifostato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO),
codificada por el gen RbcL. Dicho gen es universal en todas las plantas,
presenta un numero alto de copias a nivel del genoma, ha sido ampliamente
secuenciado y es facil de amplificar por PCR (Penjor y col; 2010; Newmaster y
col; 2006; Vijayan y Tsou, 2010).

2.6 Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante (DGGE)

La electroforesis en gradiente quimico (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis -DGGE-) o de temperatura (Temperature Gradient Gel
Electrophoresis -TGGE-) es un tipo de electroforesis que permite la separacion
de fragmentos de ADN del mismo tamafio pero con diferente secuencia de
nucledtidos.

La técnica de DGGE fue disefada por Fischer y Lerman (1983), inicialmente
para detectar mutaciones puntuales en humanos ya que se pueden separar
fragmentos de ADN cuyas secuencias de nucleotidos difieren en una sola base
nitrogenada (Muyzer y Smalla, 1998). Posteriormente, a partir de los trabajos
propuestos por Muyzer y col., (1993), la técnica comenzé a ser empleada en la
identificacion de microorganismos en muestras ambientales (Muyzer y Smalla,
1998).

Para poder separar los fragmentos de ADN con la misma longitud, se emplea
un gel de acrilamida con la presencia de elementos desnaturalizantes como la
urea y formamida (DGGE) o bien usando temperatura (TGGE). En el caso del
DGGE el gradiente quimico se dispone de menor a mayor concentracién de los
agentes desnaturalizantes., mientras la temperatura se mantiene constante
entre 50-65 °C y los fragmentos de ADN de doble cadena migran por el gel
hasta encontrar una determinada concentracion de urea y formamida, en la
cual las cadenas se separan localmente y el desplazamiento de las moléculas
disminuye o se interrumpe (Figura1A). La concentracion desnaturalizante a la
cual las cadenas se separan depende de la secuencia de nucledtidos, es decir,
del contenido de dobles o triples puentes de hidrogeno entre las bases

nitrogenadas del ADN. Asi fragmentos de ADN con secuencias nucleotidicas

28



diferentes tendran diferentes posiciones en el gel (Figura 2 A, B) (Fernandez y
Le Borgne, 2014).
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Figura 2. Principio de la Técnica de DGGE. A) Esta herramienta permite
separar fragmentos de ADN que tienen el mismo tamafio (por ejemplo los
fragmentos A, B, C y D), las separacion de los fragmentos se fundamenta en
las diferencias de su secuencia nucleotidica. Aquellos fragmentos de ADN
pobres en guanina-citosina (fragmento A) se desnaturalizan a bajas
concentraciones de urea y formamida, por lo que su migracion en el gel se
interrumpe rapidamente y ocupan posiciones superiores. Ocurre lo contrario
con los fragmentos de ADN ricos en guanina-citosina (fragmento D), cuya
migracion por el gel sdlo se retarda a altas concentraciones de urea y
formamida, ocupando posiciones inferiores. B) M1, mezcla de fragmentos A, B

y C; M2, mezcla de fragmentos A, B, C y D (Fernandez y Le Borgne, 2014).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de los productos comerciales derivados de plantas medicinales es muy
diverso e incluye, por ejemplo, compuestos quimicos puros con actividad
farmacoldgica; plantas medicinales usadas tradicionalmente (té, tintura, etc.)
partes de la planta enteras o pulverizadas; extractos no estandarizados, con
poca informacién de calidad, y por tanto, sin informacion de eficacia clinica,

efectos farmacologicos y clinicos establecidos. Esto debido a la poca o nula
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regulacion de estos productos. Actualmente no se conoce el numero de
productos comerciales herbolarios que se comercializan en nuestro pais
(Torres, 2009).

Algunos autores mencionan que muchos de estos productos herbolarios son
adulterados por lo fabricantes con compuestos quimicos (medicamentos
alopatas), materiales provenientes de animales o con materiales vegetales, con
el objetivo de maximizar las ganancias, pero son nulos los estudios en México
que se hayan realizado para verificar esta hipotesis. Sin embargo, para poder
tener una idea, Newmaster y col., (2014), realizaron un estudio en productos
herbolarios comercializados en E. U. A y Canada, donde encontraron que un
60% de los productos analizados presentaban adulteracion con distintos
materiales. Es de destacar que la regulacién sanitaria en estos paises es mas
rigurosa que en México. Gutiérrez y Betancurt, (2005); reportaron que en
México se tiene conocimiento de al menos 6 plantas medicinales que son
ampliamente adulteradas, entre las que se encuentra la salvia (Salvia
officinalis) que es cambiada por la salvia bolita (Buddleia perfoliata);
zarzapadilla (Smilax spp) que es sustituida por el helecho aguila (Pteridium
aquilinum); damiana (Turnera diffusa) que se intercambia por la damiana de
guerrero (Turnera ulmifolia), por citar algunos ejemplos.

Durante muchos afios se ha tratado de buscar formas que permitan identificar
los materiales presentes en los distintos productos herbolarios comerciales, sin
embargo la gran heterogeneidad de los materiales que los integran, el cambio
en el tiempo de los componentes quimicos de las plantas medicinales y el
origen de éstas ultimas, hacen dificil poder determinar todos los ingredientes de
las formulas herbolarias comerciales.

El problema de la adulteracion de los productos herbolarios comerciales,
reviste un problema de salud publica, ya que no se tiene conocimiento de
cuales son los adulterantes, por lo que es dificil establecer si los adulterantes
puede causar un dafo secundario a las personas que consumen estos

productos (Prakash y col; 2013).
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4. JUSTIFICACION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha informado en base a sus
estadisticas que el 80% de la poblacidn mundial hace uso de las plantas
medicinales para cubrir sus necesidades de salud. México tiene una fuerte
tradicién en el uso de la medicina herbolaria y es uno de los paises con mayor
diversidad en plantas medicinales, ya que cuenta con aproximadamente con
4,500 especies medicinales. Debido al rapido crecimiento del mercado de
productos herbolarios, es necesario llevar a cabo estudios de control de calidad
confiables, que deben ser considerados a la hora de la adquisicion de estos
productos, tanto por los prestadores de servicios de salud como por los
pacientes (Waksman, 2012).

La Secretaria de Salud en México, contempla una serie de leyes que regulan la
venta, uso y comercializacion de productos herbales; sin embargo, cuando se
considera a estos productos como suplementos alimenticios, en lugar de
productos terapéuticos, no se les exige un control de calidad, ni siquiera para
asegurar la autenticidad de la planta medicinales que los integran (Waksman,
2012).

El aumento en el comercio de los productos herbolarios y la falta de controles
sanitarios, ha propiciado malas practicas en su elaboracion con la
incorporacion de materiales de relleno en los productos herbolarios, como lo
confirman algunos estudios realizados en paises como Estados Unidos,
Canada y China (Feria y col., 2007; Newmaster y col., 2013; Ernst, 2002). La
adicion de los materiales de relleno en los productos herbolarios es una
practica que pone en riesgo no solo salud de los consumidores, si no
desgraciadamente su vida. Debido a las repercusiones que pudiera traer la
adulteracién de los compuestos herbolarios, los investigadores estan tratando
de encontrar técnicas que permitan conocer los materiales presentes en las
formulas herbolarias. Los analisis taxonédmicos y quimicos no han podido
establecerse como controles de calidad eficaces, por lo que algunos otros
investigadores han optado por los analisis de ADN. Sin embargo, un numero
importante de técnicas moleculares de ADN no permiten una identificacion
eficaz de algunos materiales vegetales, cuando estos se encuentran formando

parte de mezclas.
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Por lo tanto, en el presente trabajo se propone una técnica molecular de ADN
estandarizada que permita la identificacion de los ingredientes vegetales en
formulas herbolarias, por lo que serviria también en la deteccidn de
adulterantes vegetales en productos herbolarios comerciales empleados en el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. La implementacion de esta técnica
por parte de las instituciones sanitarias reguladoras de los productos
herbolarios, beneficiaria a todos aquellos consumidores que emplean

productos herbolarios para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.

5. OBJETIVOS

Objetivo General:

Desarrollar un método molecular para la deteccidon e identificacion de
adulterantes vegetales a partir de productos herbolarios comerciales

empleados para el tratamiento de la diabetes tipo 2

Objetivos particulares:

a. Elaborar una busqueda de productos herbolarios comerciales empleados
para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.

b. Optimizar el método de extraccion de ADN a partir de materiales vegetales
pulverizados, deshidratados y mezclados.

c. Estandarizar la técnica de la reaccion en cadena de la ADN polimerasa
(PCR) para la amplificacion de un fragmento del gen rbcL utilizado como
marcador molecular.

d. Afinar la técnica de Electroforesis en Geles de Gradiente Desnaturalizante

(DGGE) para la busqueda e identificacion de adulterantes vegetales.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Adquisiciéon del material biolégico

Los materiales herbolarios comerciales para este trabajo se consiguieron en el
Centro de la Ciudad de México, D.F. Especificamente en una tienda naturista
del Mercado Sonora, ubicado en la calle de Circunvalacion: Se adquirieron 7
productos herbolarios comerciales distintos que normalmente se comercializan

para el tratamiento de la diabetes.
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6.2 Extraccion de ADN

La extraccion de los ADN se realizé de acuerdo al manual del proveedor del kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega®), como a continuacion se
describe:

1.- El material proveniente de una capsula se pulverizo en un mortero estéril
con 500ul de agua destilada estéril para obtener una mejor disgregacion del
componente vegetal.

2.- Se tomd6 un volumen de 500ul de la suspension celular y se le adicioné
600ul de la “solucidn de lisis de nucleo”, se mezcld durante 3 segundos.

3. Posteriormente, se incubd a 65°C durante 15 minutos. Al término de la
incubacion, se agregd 3 pl de la “soluciéon de RNasa” y se mezcld por inversion.
4. Se incubd a 37°C durante 15 minutos y enseguida se dejo enfriar por 5
minutos a temperatura ambiente.

5. Después se agreg6 200ul de la “solucién de precipitacion de proteinas” y se
mezcld durante 20 segundos.

6. Se centrifugd a 16,000 X g durante 5 minutos. Se tomo el sobrenadante y se
transfirié a un tubo estéril nuevo.

7. Enseguida se agreg6 1/10 de volumen de acetato de sodio 3.5 M, pH 5.2 y
2.5 volumenes de etanol frio (-20°C). El tubo se dej6 incubando durante toda la
noche a -20°C.

8. Al otro dia se centrifugé a 16,000 X g durante 5 minutos y se elimind el
sobrenadante.

9. El ADN se lavé con 600ul de etanol al 70% a temperatura ambiente,
mezclado varias veces por inversion. Se volvid a centrifugar a 16,000 X g
durante 1 minuto y se desecho el sobrenadante.

10. El tubo con el ADN fue puestos invertido sobre papel absorbente para
eliminar los residuos de etanol.

11. Por ultimo, el ADN fue re-suspendido en 100ul de “solucidn de rehidratacion
de ADN” e incubado a 65°C durante 10 minutos. EI ADN extraido se guardé a -

20°C hasta su uso.
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6.3 Electroforesis de ADN en geles de agarosa
La electroforesis de ADN en geles de agarosa se realiz6 de acuerdo a lo

reportado por Sambrook y Russell (2001):

1. La concentracion de agarosa en los geles depende del tamafio de fragmento
de ADN que se quiere separar (tabla No. 5). Se utilizaron geles de agarosa al
0.8% (p/v) para correr el ADN genomico y al 2% (p/v) para el analisis de los
productos de PCR.

2.- La agarosa fue disuelta en tampon TAE 0.5X (anexo 2), agregandole
“GelReedMR” (concentracion final de 0.0075X) para poder visualizar el ADN
(figura 3).

3. Una vez solidificado el gel de agarosa se agregé el tampdn de electroforesis
TAE 0.5X.

Tabla No. 5. Concentracion de agarosa empleada en los geles para la

separacion de fragmentos de ADN

Concentracion  Tamaio de los fragmentos de

de agarosa ADN
%o(p/v)
0.3 5-60 kpb
0.5 1-30 kpb
0.7 0.8-12 kpb
1.0 0.5-10 kpb
1.2 0.4-7 kpb
1.5 0.2-3 kpb
2.0 0.05-2 kpb

Fuente: Sierra-Palacios, 2005.

4.- Las muestras de ADN fueron preparadas colocando 5-10ul de ADN y 3pul de
tampdn de carga 6X (anexo 2). Cada muestra de ADN fue puesta en un pocillo
del gel de agarosa (figura 3). Siempre en el carrii numero 1 se coloco el
marcador de seleccion de ADN.

5. La electroforesis se corrid a 120 volts durante 1 hora. La visualizacién del

ADN se aprecié en un fotodocumentador “MultiDoc IT” de la marca UVP. El
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tamano de los fragmentos de ADN se pudo estimar comparandolo con las

bandas de ADN del marcador de seleccion.

Figura 3. Preparaciéon de un gel de agarosa. A) Disolucién de la agarosa por
calentamiento hasta punto de ebullicion. B) Equipo de electroforesis: camara,
cubeta y peine. c) Carga de muestras de ADN en los pocillos del gel de

agarosa.

6.5 Reaccion en Cadena de la ADN Polimerasa (PCR)

La Reaccion en Cadena de la ADN Polimerasa (PCR) se realizé en forma
general de acuerdo a lo reportado por Sambrook y Russell, 2001; Serrato y col;
2014.

1. La amplificacién del marcador de ADN rbcL se realizé de acuerdo a lo
publicado por Bafeel y col. 2012; Muizer y col. 1993; con algunas
modificaciones. Los primers empleados en la presente investigacién fueron

disefiado de acuerdo a un alineamiento multiple de secuencias del gen rbcL de
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13 plantas medicinales distintas, dichas secuencias fueron extraidas de la base

de datos de ADN ENA-EMBL (figura 6).

2. La reaccién de PCR se elaboré de la siguiente manera:1ul ADN, 5ul tampdn

de la enzima Vent, 0.5ul de MgCl (50mM), 1ul de dNTP’s (10 mM) , 1ul primer

forwar RbcL-GC-F [ 5°-cgc ccg ccg cge gcg gcg ggc ggg gcg ggg gat act gat atc

ttg gca gc-3°] (10pmol/ul o uM), 1ul Primer reverse RbcL-R [5°-ggt tta ata gta

cat cc-3'](10pmol/pl o uM) y 0.2ul enzima Vent (5u/ul) (tabla No. 6).

3. Una vez elaboradas la reaccion de PCR, los tubos fueron colocados en un

termociclador Maxygen, el cual se programé de acuerdo a la tabla No. 7.

4. Terminado el PCR, los productos fueron corridos en un gel de agarosa al

2%(p/v), para su visualizacién se empled un fotodocumentador.

Tabla No. 6. Reaccion de PCR para la amplificacion del gen rbcL

Concentracion Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo
1 2 3 4 5 6 7

Muestra Cap-1 | Cap-2 | Cap-3 | Cap-4 | Cap-5 | Cap-6 | Cap-7

H20 14.3ul | 14.3pl | 14.3pl | 14.3pl | 14.3pl | 14.3pl | 14.3pl
Tampén [5x] Sul 5ul 5ul 5ul S5ul S5ul Sul

MgCl [50 mM] 0.5yl | 0.5yl | 0.5ul [ 0.5yl | 0.5yl |0.5ul 0.5ul
dNTP’s [10 mM] 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l
Primer F [10 pM] ul Tyl gtl 1l 1l 1l 1l
Primer R [10 uM] 1pl Tl 1l 1l ul ul Tl
ADN [20 ng/ul] 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul

Enzima Vent [5 U/pl] 0.2ul |1 0.2ul [0.2ul | 0.2ul [ 0.2ul | 0.2ul 0.2ul

Volumen final 25pul | 25pl (25l |25l |25l |25 pl 25 pl
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Tabla No. 7. Programa del termociclador empleado para la amplificaciéon del

gen rbcL

Etapa Temperatura °C Tiempo.

Desnaturalizacion 94°C 5 min.

inicial

Desnaturalizacion 94°C 30 seq.

Hibridacion 54°C 2 min. 30
ciclos

Polimerizacién 72°C 1 min.

Polimerizacion final 72°C 5 min.

Termino 4°C Indeterminado

6.6 Electroforesis de ADN en Geles de Gradiente Desnaturalizante (DGGE)
La Electroforesis de ADN en geles de gradiente Desnaturalizante (DGGE) se
realizd de acuerdo al manual de DCode System for DGGE de Bio Rad, (2012).

1. Para la elaboracién del DGGE se empleé un equipo DCode Universal

Mutation Detection System de BioRad (figura 4).
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Figura 4. Equipo DCode Universal Mutation Detection System de BioRad. a)
Cristales, espaciadores, postes y peine. b) Ensamblaje de los cristales con los
postes y la tarjeta de alineamiento. c) Base de ensamblaje con cristales
ensamblados (postes de sujecion, junta de goma y peine). d) Sistema formador
de gradiente y bomba peristaltica. e) Llenado del gel. f) Marco sujetador (con el
gel y el ensamble de vidrios) y g) Mddulo de electroforesis y control de
temperatura (Bio Rad., 2012).

2. Preparacion de los geles

a). Se alinearon los espaciadores a lo largo de los bordes del vidrio mas
grande, colocado encima el vidrio pequefio y sujetandolos juntos con los postes
de sujecion.

b) Se colocaron los vidrios ensamblados en la base para geles, de forma tal
que el vidrio mas grande estuviera situado del lado opuesto a la junta de goma
(figura 4c), checando en todo momento que la base para geles estuviera

nivelada.
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c) Posteriormente se alinearon los separados con la tarjeta de alineamiento.

d) Enseguida se instalé el sistema formador de gradiente y la bomba
peristaltica, la que tiene la funcion de llenar el ensamble de los vidrios (molde)
con acrilamida (figura 4d).

e) Se coloco un sello en el fondo del ensamble de los vidrios con 800 uL de la
solucién de acrilamida al 0%, 4uL de persulfato de amonio (PSA) al 10% (p/v) y
4uL  de N,N,N'N'-tetrametiletiiendiamina (TEMED) (anexo 2). Se dejo
polimerizar el sello durante 45 minutos.

f) Se preparé por separado en tubos “Falcon” de 50ml las soluciones
desnaturalizantes de baja capacidad desnaturalizante al 20% (v/v) y la de alta
capacidad desnaturalizante al 50% (v/v), posteriormente se agregaron las
soluciones polimerizantes (PSA y TEMED) (tabla No. 8) y se mezclé por

inversion.

Tabla No. 8. Reactivos y cantidades empleados en la elaboracion del gel para
DGGE.

Solucion

Solucién de trabajo de
baja capacidad

desnaturalizante 20%

Solucién de trabajo de
alta capacidad

desnaturalizante 50%

Solucién stock 4ml 10ml
desnaturalizante al 0%
Solucién stock 16ml 10ml
desnaturalizante al
100%
TEMED 20ul 20ul
PSA al 10% (p/v) 76ul 76ul

g) A continuacién las soluciones desnaturalizantes preparadas al 20 y 50%
fueron puesta en el aditamento formador de gradientes (figura 4e). El formador
de gradiente se conecté a la bomba peristaltica y fue colocado sobre una
parrilla de agitacion, en su interior se coloc6 un par de magnetos, que tienen la
funcidn de mezclar las soluciones desnaturalizantes para homogenizar el

gradiente quimico del gel.
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h) Enseguida se encendid la bomba peristaltica y se comenzd con el llenado
del gel a una velocidad de 7.8 ml/min. Antes de que se llenara totalmente el gel
se coloco el peine. Se dejo polimerizar el gel durante 2 (figura 4e).

3. Precalentamiento del tampon de electroforesis y preparacion del tanque de
electroforesis.

a) Se prepararon 7 litros de TAE 0.5X, los cuales se adicionaron a la camara de
electroforesis.

b) Se ensambl6 el equipo de DGGE (camara de electroforesis y moédulo de
control de temperatura) y se ech6 andar el equipo para calentar el tampén de
electroforesis a 64°C.

c) Una vez polimerizado el gel, se retird cuidadosamente el peine,
posteriormente se coloco el ensamble con el gel en el marco sujetador (figura
4f).

d) Enseguida se coloco el marco sujetador (con el gel y el ensamble de vidrios)
dentro de la camara de electroforesis en la posicion vertical.

4. Preparacion y cargado de las muestras

a) Se colocaron en tubo de microcentrifuga de 500uL, 10uL de ADN de
producto de PCR del gen rbcL, se le afadio 5 uL de tampdn de carga 6X (azul
de bromofenol, azul de xileno cianol, glicerol y agua destilada). Se mezclaron
en el vortex por 10 segundos.

b) Con las puntas especiales de 20ul delgadas, se tomé los 15ul de la muestra
con el tampon de carga y se colocdé cada muestra en un pocillo del gel de
acrilamida.

5. Electroforesis

a) Se colocd el médulo superior de electroforesis y control de temperatura.

b) Posteriormente se programé el equipo para mantener una temperatura
constante de 60 °C durante la electroforesis.

c) Enseguida, el equipo de electroforesis se conecté a la fuente de poder,
programandola a un voltaje de 200 volts durante 10 minutos. Terminado este
programa, se cambiaron los parametros de la fuente de poder a un voltaje de
85 volts durante 16 horas (figura 4g).

6. Tincion con plata
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a) Terminada la electroforesis, se apagdé la fuente de poder y el equipo de
electroforesis, dejandolo enfriar durante 15 minutos.

b) A continuacion se retir6 el marco sujetador con el gel de la camara de
electroforesis.

c) Posteriormente se retir6 el gel del marco sujetador y se desarmo el
ensamble de vidrios.

d) El gel de acrilamida unido al “gel bond” fue lavado con agua destilada y
colocado en el recipiente de tincion.

e) Al gel se le adicion6 200ml de la solucién de fijacion 1X Cairns (anexo 2),
agitandolo durante 3 minutos.

f) Se elimind la solucion Cairns 1x y se almaceno para detener la reaccion de
tincion.

g) Se agregd 200ml de solucién de tincion de plata (anexo 2), agitando durante
10 minutos en el “sharker” a una velocidad de 150 movimientos/min.

h) Se retir6 la solucion de tincion de plata, se lavo el gel y el contenedor con
agua destilada. Posteriormente se agregd alrededor de 200ml de agua
destilada al gel y se agité durante 2 minutos.

i) Se desechd el agua destilada y se lavo el gel con agua destilada limpia.
Enseguida el gel fue puesto en el contenedor de desarrollo de la tincion.

j) Se adiciono una pequena cantidad de la solucion de desarrollo (anexo 2) y se
agitdé durante un minuto de forma manual.

k) Se retird la solucion de desarrollo y se adicioné el resto de la solucién. Se
agitoé durante 1 hora.

I) Después de la aparicion de las bandas, se eliminé la solucion de desarrollo y
se agrego la solucion de fijacién Cairns 1X para parar la reaccion de tincién, se
agitdé durante 5 minutos en el sharker a una velocidad de 150 movimientos/min.
m) Se elimind la solucién fijacion Cairns 1X y el gel se colocd sobre papel
absorbente, una vez eliminado el exceso de liquido fue fotografiado en un
fotodocumentador MultiDoc de UVP (Sanguinetty, 1994).

7. Recuperacion del ADN contenido en bandas individuales

a) A partir de los patrones de bandas visualizados una vez finalizada la tincién,
se seleccionaron y cortaron las bandas mas representativas con un bisturi

estéril.
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b) Cada una de las bandas fue colocada en un tubo de microcentrifuga estéril
de 500ul con 50ul de agua destilada estéril.

¢) Se incubaron los tubos durante toda la noche a 4 °C.

9. Re-amplificacién del ADN recuperado de cada una de las bandas
individuales

a) Se utilizd 1yl del ADN recuperado de cada banda en una reaccién de PCR
de 25ul. Para la re-amplificacion por PCR se utilizaron los primers (RbcL-GC-F
y RbcL-R) bajo las mismas condiciones de reacciéon y amplificacién antes
mencionadas.

b) Los productos de PCR de la re-amplificacion fueron limpiados con el kit
comercial Qiaex Il (Qiagen) y enviados a secuenciar al laboratorio divisional de

biologia molecular de la division de CBS de la UAM-I.

6.7 Identificacion molecular de las plantas medicinales

Una vez obtenidas las secuencias nucleotidica del ADN de las bandas
enviadas a secuenciar, se emplearon tres bases de datos de secuencias de
ADN para buscar a qué secuencia se parecia cada una de las secuencias que
se obtuvieron, por lo que se buscé en: Genbank (NCBI), ENA (EMBL) y DDJB.
Las secuencias fueron ingresadas a un algoritmo en cada una de las bases de
datos, que lo que realiza es la comparacion de la secuencia problema con las
secuencias almacenadas en estas bases de datos. El algoritmo que mas se
emplea para la comparacion de secuencias nucleotidicas es el Blast (Altschul y
col; 1990) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Una vez que se obtuvo el
resultado de la busqueda de secuencias almacenadas similares a la secuencia
problema, se realiz6 el analisis del valor E, el cual nos indicé la mayor similitud

entre la secuencia problema y la secuencia encontrada.
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7. RESULTADOS

7.1. Materiales biolégicos analizados

Se consiguieron 7 diferentes productos comerciales para la diabetes tipo I,

todos ellos en presentacion como capsulas. Cada producto herbolario

comercial fue re-etiquetado con un namero, con el fin de guardar la privacidad

de los nombres comerciales de los productos. Algunas de las formulas

adquiridas no solo contienen material vegetal, sino también materiales de

origen animal y fungico (tabla No. 9).

Tabla No. 9. Lista de plantas medicinales que contienen los productos
herbolarios comerciales empleados en el presente estudio

PLANTAS

ARANDANO
NEEM

WEREKE
ONAGRA
CARDO MARINO
GUARUMBO
CHAYA
LAGRIMAS DE
SAN PEDRO
PRODIGIOSA
XOCONOSTLE
ACHICORIA
OLIVO

PALO DE ARCO
DIENTE DE LEON
NOPAL

YACON

SAVILA

CAIGUA
ORTIGA

SALVIA
BARDANA

UNA DE GATO
REISHI

NONI
GRAVIOLA
MORINGA
EQUINACEA
PURPUREA
CANCERINA
CUACHALALATE
FENOGRECO
NOGAL

ETCHO

Productos

SN RN NN NN NN

AN NN NN

Producto Producto Producto

AN

SNENENENENENE NN

3

AV NENE NN

SSENENENEN

4

Producto Producto Producto

5

6 7
v
v
v
v
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Continuacioén

PLANTAS Productos Producto Producto Producto Producto Producto Producto
1 2 3 4 5 6 7

AJO CHINO 4

ZARZAPARRILLA 4

APIO v

NARANJA v

GUAYACAN v

AMARILLO

GUAYACAN ROJO

TRONADORA

MATARIQUE

LAMPAZO

AMARILLO

RILLO

ESTRELLA

DIBETINA

JUDIAS

H. DE LA VIDA

ZACATECHICHI

ALMIDON  DE

MAIzZ

RAIZ DE NOPAL

PALO DE BRAZIL

CASCARA

SAGRADA

HOJA DE 4

CHANGARRO

AN

AN NENE N NG N NI

AN

7.2 Extraccion de ADN a partir de capsulas de productos herbolarios
comerciales empleados para el tratamiento de la DM-2

El trabajo con materiales deshidratados y pulverizados represento todo un reto
para la extraccion del ADN, ya que no existe una metodologia y/o un kit
especifico para estos materiales, por lo que se tuvo que realizar una serie de
pruebas para poder ver cual era el mejor método de extraccién de ADN a partir
de estos materiales. De todas las pruebas, se observo que el ADN extraido con
el kit Wizard Genomic DNA de la marca PromegaMR fue util para la
amplificacion por PCR. Por lo que se procedio6 a extraer el ADN de cada una de
las muestras problema. Una vez extraido el ADN, fue visualizado en un gel de
agarosa al 0.8% (p/v) y teiido con “Gelred”, en un extremo del gel se puso el
marcador de seleccion (150 ng) y en cada uno de los carriles (1 a 7) se coloco
10 ul de ADN de los productos herbolarios analizados. Aunque la cantidad de

ADN obtenido en la extraccién fue baja (alrededor de 20 ng/ul), con una
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degradacion importante, fue suficiente para poder obtener productos mediante
PCR (figura 5).

ADN genomico

de alto peso
molecular
3000 pb
1000 pb ADN genomico
fragmentado
600 pb
100 pb

Figura 5. Gel de agarosa con ADN gendmico. Carril M: marcador de ADN.
Carril 1: producto herbolario 1. Carril 2: producto herbolario 2. Carril 3: producto
herbolario 3. Carril 4: producto herbolario 4. Carril 5: producto herbolario 5.

Carril 6: producto herbolario 6. Carril 7: producto herbolario 7.

7.3 Diseno de primers para la amplificacion por PCR del gen rbcL

Para el disefio de los primers de DGGE se realiz6é un alineamiento multiple de
secuencias de la subunidad mayor del gen rbcL que codifica para la enzima
ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa, el cual se localiza en el genoma
del cloroplasto. Para realizar los alineamientos de secuencias se seleccionaron
las siguientes especies de plantas medicinales: Adiantum capillus-veneris,
Ibervillea  lindheimeri.,, Ibervillea hypoleuca, Rosmarinus officinalis,
Amphipterygium adstringens, Valeriana officinalis, Aloe spicata, Thymus
caespititius, Thymus zygioides, Origanum majorana, Matricaria chamomilla,
Mentha spicata, Cinnamomum verum. Como se observa en la figura 6, existen
secuencias altamente conservadas en algunas regiones, lo que permitié
disefiar en estas zonas los primers para poder amplificar un fragmento del gen
por PCR. Por otra parte, entre las secuencias conservadas existe variabilidad

de las secuencias nucleotidicas entre una planta y otra, lo que permite
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normalmente identificarlas por medio del ADN. Para el disefio del primer
“forward” se utilizd la secuencia que se encuentra en la posicion 81-101,
obteniéndose la siguiente secuencia para dicho primer (DGGE-RbcL-F) 5'-
GATACTGATATCTTGGCAGC-3, al cual se le adicioné una secuencia de 40
pb rica en GC en el extremo 5" (CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGG
GGGCACGGGGGG), dicha secuencia tienen la funcién de no permitir la
separacion de las hebras de ADN en el extremos 5" de los productos de PCR
bajo condiciones desnaturalizantes durante la electroforesis. La Temperature
melting (Tm) de este ultimo primer quedo en 83°C; mientras que para el caso
del primer “reverse” se empled la region 491-509, resultando la secuencia del
primer (RbcL-R) 5'-GGTTTAATAGTACATCC-3" con una Tm de 54°C.
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[TTGGCAGCATTHCGAGTAASTCCTCAACCRGGAGT TCCICCIIGAEGAAGOAGGEGCYGCEGTAGCTGCEGAATCT TQUACGGTACATGG]
.TTGGCAGCAi}ECGAGTAA TCCTCAACC GGAGTTCC”C OGAHGAAG CGCYGCAGTAGCTGCYGAATCTT( AC"GGTACATGG
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OCGAGTAAOTCCTCAACCEGGAGTTC CC“GA”GAAGO‘G OGAATCTTQ AC"GGTACATGG
OCGAGTAAOTCCTCAACCEGGAGTTC CCC"GA”GAAGO‘G OGAATCTTQUACYGGTACATGG
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OCGAGTAAOTCCTCAACC GGAGTTCC”C OGA‘GAAGOAGG
OCGAGTAASTCCTCAAC 'GGAGTTCEECC“GAHGAAGOA
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Figura 6. Alineamiento multiple de secuencias parciales de la del gen rbcL de

diferentes especies de plantas medicinales.
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7.4 Amplificacion de un fragmento del gen rbcL por PCR

Una vez obtenido el ADN gendomico se procedid a la amplificacion del
fragmento del gen rbcL (marcador molecular para DGGE) que nos permitio
realizar el analisis de DGGE. Debido a que los materiales vegetales durante la
extraccion de ADN no quedan completamente puros, normalmente algunos
metabolitos (compuestos fendlicos, carbohidratos, etc.) quedan junto con el
ADN extraido, lo que dificulta la amplificacién del ADN por PCR. En este caso
se requirio realizar una optimizacién de la concentracion de ADN en la reaccién
de PCR para poder amplificar el ADN del marcador rbcL, en cada uno de los
productos herbolarios usando diferentes diluciones a partir de las muestras de
ADN concentradas (tabla No. 10).

Utilizando 1pl de las diluciones de ADN de cada muestra y se realiz6 una
reaccion de 25ul usando los primers disefiados. Con las condicones de PCR
establecidas, fue posible amplificar un de fragmento 470 pb del gen rbcL de los
siete productos comerciales estudiados. los productos de PCR fueron
analizados en un gel de agarosa al 2% (p/v) y separados por electroforesis

(figura 7).

Tabla No. 10. Optimizacion de concentraciones de ADN en el PCR del gen rbcL

Capsula C1 C2 C3 C4 C5 C6 Cc7
ADN 1:25 1:10 1:25 1:25 1:25 1:10 1:10
(dilucién)
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Producto de PCR
de 470 pb

Figura 7. Productos de PCR en gel de agarosa. Gel de Agarosa con los
fragmentos de ADN amplificado del marcador rbcL de cada uno de los
productos herbolarios estudiados. Carril M- Marcador de molecular seleccion,

carriles del 1-7- productos herbolarios.

7.5Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante (DGGE)

El empleo de esta técnica tiene como objetivo separar los productos de PCR
amplificados del gen rbcl, para poder conocer o identificar cada una de las
plantas medicinales que integran a un determinado producto herbolario
comercial. Una vez obtenidos los productos de PCR del fragmento del gen rbcL
de todos los productos herbolarios para la diabetes analizados, se procedié a
su experimentacion en geles de DGGE. Los productos de PCR fueron corridos
en un gel de acrilamida al 6% con una relacion acrilamida/bisacrilamida de
37.5:1 respectivamente. El gradiente quimico desnaturalizante que proporcioné

la mejor separacion de las bandas fue de 20 a 50% (figura 8).
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Figura 8. Separacion de productos de PCR en gel de acrilamida/bisacrilamida
(gel DGGE). Los productos de PCR del gen rbcL de cada una de las muestras
analizadas fueron separados en un gel de DGGE con un gradiente
desnaturalizante de 20% a 50%. Carril M: marcador de ADN; carril 1: PCR del
producto herbolario 1; carril 2: PCR del producto herbolario 2; carril 3: PCR del
producto herbolario 3; carril 4: PCR del producto herbolario 4; carril 5: PCR del
producto herbolario 5; carril 6: PCR del producto herbolario 6; carril 7: PCR del

producto herbolario 7.

Posteriormente se realizdé un andlisis visual del patréon de bandeo del gel de
DGGE. Para el caso del producto herbolario 1 se registraron 11 bandas
separadas, mientras que para el producto herbolario 2 y 5 solo 5 bandas, 6
bandas para el producto herbolario 4, 13 bandas para el producto herbolario 6 y
por ultimo 11 bandas para el producto herbolario 7. Posteriormente era
necesario saber la identidad de cada una de las bandas para saber si las
plantas encontradas en cada uno de los productos herbolarios analizados
correspondian con la informacion proporcionada por el fabricante de los
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productos herbolarios. La identificacion de las plantas medicinales se centro en
10 bandas (tabla No. 11), esto debido al presupuesto que se tenia para la
secuenciacion. Primero se cortaron aquellas bandas que se encontraban en
todos las muestras analizadas (1B; 2A y 5A), a continuacidén aquellas que
aparecian en algunos productos herbolarios (3A, 3B y 6A) y por ultimo aquellas
bandas que eran exclusivas de alguno de los productos (1A, 1C, 7A y 7B)
(figura 9; tabla 11). Cada una de las bandas cortadas fue colocada con 50 pl de
agua destilada estéril, esto para permitir la recuperacion del ADN y su posterior

secuenciacion.

Tabla No. 11. Bandas seleccionadas que fueron cortadas del gel de DGGE

Banda Productos herbolarios
1A PH1.
1B PH1;PH2;PH3;PH4;PH5;PH6 Y PH7
1C PH1.
2A PH1;PH2;PH3;PH4;PH5;PH6 Y PH7
3A PH3y PH7.
3B PH3, PH5, y PHG.
5A PH1; PH2; PH3;PH4;PH5; PH6 Y PH7.
6A PH6 y PH7.
7TA PH7.
7B PH?7.

PH = Producto herbolario
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Figura 9: Gel de DGGE con las bandas cortadas. Carril M: marcador de ADN;
carril 1: patrén de bandeo del producto herbolario 1; Carril 2: patron de bandeo
del producto herbolario 2; Carril 3: patron de bandeo del producto herbolario 3;
Carril 4: patrén de bandeo del producto herbolario 4; Carril 5: patron de bandeo
del producto herbolario 5; Carril 6: patréon de bandeo del producto herbolario 6;

Carril 7: patron de bandeo del producto herbolario 7.

7.6 Secuenciacion del ADN proveniente de las bandas cortadas

Las secuenciacion de las bandas se realizé con los primers de DGGE (DGGE-
RbcL-F y RbcL-R), se obtuvieron siete secuencias, ya que tres bandas no se
pudieron secuenciar (bandas 2A, 6A y 7B). La secuenciacion de productos de
PCR de forma directa presenta el inconveniente de no permitir obtener
secuencias de la longitud exacta del fragmento, ya que las primeras y ultimas
50 pb de la secuencia tienen que ser descartadas debido a que en estas

regiones el secuenciador no detecta de forma eficiente cada uno de los
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nucledtidos. A pesar de haber obtenido secuencias no limpias, estas fueron

utiles para poder realizar la identificacion (tabla No. 12).

Tabla No. 12. Secuencias obtenidas de cada una de las bandas cortadas del

Gel de DGGE

Banda de ADN
aislada del gel
de DGGE

Secuencia de ADN de 5°- 37

1A

1B

1C

2A

3A

3B

GCTACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGGAGTTCCCCCTGAAGAA
GCAGGGGCTGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACTGAT
GGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGAAGGTGCTACCACATTGAGGCTGTTGCTGGG
GAAGAAAATCAATTTATTGCTTACGTGGCTTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCT
GTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTACGAGCT
CTACGTCTGGAGGATCTACGAATTCCCCCTGCTTATTCCAAAACTTTCCAAGGTCCGCCC
CACGGTATCCAAGTTGAAAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGT
ACTATTAAACC

GATACCGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACCCCTCAACCTGGAGTTCCGTCAGAAGAA
GCAGGAGCCGCAGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTATGGACCGAC
GGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCACATCGATGCCGTTCCTGGA
GAAGACAATCAATATATTTGTTATGTAGCTTACCCATTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCT
GTTACTAATATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAGGCCCTGCGTGCT
CTACGTTTGGAGGATTTGCGAATCCCTGTTGCTTATATAAAAACTTTCCAAGGCCCGCCT
CACGGTATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCCTCTACTGGGATGC
ACTATTAAGCC

GATACTGATATTTTGGCAGCATTTCGAGTAACTCCTCAACCTGGAGTTCCGCCTGAAGAA
GCAGGGGCCGCAGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGAT
GGACTTACGAGCCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTATGGAATTGAGCCTGTTCCTGGA
GAAGAAAGTCAATTTATTGCTTATGTAGCTTACCCATTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCT
GTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGTGCT
CTACGTCTGGAAGATTTGCGAATCCCTGTTGCGTATGTTAAAACTTTCCAAGGTCCGCCT
CACGGCATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCGTCCTCTGTTGGGATGT
ACTATTAAACC

No secuenciada

GATACTGATATCTTGGCAGCATTTCGAGTAACTCCTCAACCTGGAGTTCCGCCTGAAGAA
GCAGGGGCCGCAGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTATGGACCGAT
GGACTTACGAGCCTTGATCGTTACAAAGGCCGATGCTATGGACTAGAGCCTGTTCCTGGA
GAAGACAATCAATATATTGCTTATGTAGCTTACCCATTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCT
GTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGTGCT
CTACGTCTGGAAGATTTGCGAATCCCGACTGCGTATGTTAAAACTTTCGAGGGTCCGCCT
CACGGTATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCGTCCCCTGTTGGGATGT
ACTATTAAACC

AATACTGATATCTTAGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGGAGTTCCCGCTGAAGAA
GCAGGGGCTGCGGTAGCCGCCGAATCTTCTACTGGTACCTGGACAACTGTGTGGACGGAT
GGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCACATTGAGGCCGTTATTGGG
GAAAAAAATCAATTTATTGCTTATATAGCTTATCCTTTAAACCTTTTTGAAAAAGGTTCT
GTTACTAACATGTTTACTTCCTTTGTGGGTAAGGTATTTGGTTTCAAAGCCCTGCGAGCT
CTACTTTTAGAGGATCTGCAAATTCCCCCTGCTTATTCCAAAACTTTCCAAGGCCCGCCT
CACGGCATCCAAGTTGAAAAAAATAAATTGAACAAGTATGGACTTCCCCTATGGGGATGT
ACTATTAAACC
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Continuacion
Banda de ADN Secuencia de ADN de 5°- 3~
aislada del gel

de DGGE

GATACTGATATCTTAGCAGCATTTCGAGTAACTCCTCAACCTGGAGTTCCCCCTGAAGAA
GCAGGGGCTGCGGTAGCTGCTGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTATGGACTGAC
GGGCTTACCAGTCTTGATCGCTACAAAGGTCGATGCTACCACATCGAGCCTGTTGCTGGA

5A GAAGAAAGTCAATTTATTGCTTATGTAGCTTACCCCTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCT
GTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAGGCCCTGCGCGCT
CTACGTCTGGAGGATTTGCGAATCCCCACTTCTTACACTAAAACTTTCCAAGCCCGCCTC
ATGGCATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGCCCCCTATTGGGATGTA
CTATTAAACC

6 A No secuenciada

GATACTGATATCTTGGCAGCAAGCATTCCGAGTAACTCCTCAGCTCGGGCGCCTGAAGAA
GCAGGAGCTGCAGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTTTGGACTGAT
GGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTATCACATCGAGCCCGTTCCTGGG

7 A GACCCAGATCAATATATCTGTTATGTAGCTTATCCATTAGACCTATTTGAAGAGGGTTCT
GTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAACGTATTTGGTTTCAAAGCCTTACGCGCT
CTACGTTTGGAGGATCTACGAATTCCCCCTGCTTATTCAAAAACTTTCCAAGGTCCGCCT
CACGGTATCCAAGTTGAAAGGGATAAGTTGAACAAGTACGGTCGTCCTTTATTGGGATGT
ACTATTAAACG

7B No secuenciada

7.7 ldentificacion molecular de plantas medicinales presentes en los
productos herbolarios estudiados

Cada una de las secuencias obtenidas fueron ingresadas en el programa
bioinformatico Blast de las tres bases de datos de secuencias nucleotidicas de
ADN (Genk Bank, ENA-EMBL y DDBJ) empleadas para la identificacién de las
plantas medicinales presentes en los productos herbolarios estudiados. Todas
las secuencias mostraron un alto porcentaje de similitud con las secuencias
almacenadas en las bases de datos, este resultando confirma con una alta
probabilidad la identidad de cada una de las bandas secuenciadas. Los
resultados indican que las plantas identificadas son: sabila (1A), nopal (1B),
diente de leén (1C), equinacea (3A), Ajo (3B), guarumbo (5A) y maiz (7A) (tabla
No. 13).
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Tabla No. 13. Porcentajes de similitud de las secuencias obtenidas de las bandas seleccionadas del DGGE y su valor E

Banda de
iaslada del
gel de DGGE

1A

1B

1C

2A

3A

3B

5A

6A

TA

7B

Planta
medicinal

Sabila

(Aloe vera)
Nopal
(Opuntia ficus-
indica)

Diente de ledn
(Taraxacum
officinale)
Nd**
Equinacea
(Echinacea
purpurea)

Ajo

(Allium sativum)
Guarumbo
(Cecropia
obtusifolia)

Nd

Maiz

(Zea mays)
Nd

Base de datos

Base de datos

Base de datos ENA-

Cédigo de la

Gen Bank DDBJ EMBL secuencia utilizada
para realizar la
comparacion
% de similitud* Valor E2 % de Valor E % de Valor E
similitud* similitud*
100 0.0 99 0.0 100 2238 L05029
100 0.0 100 0.0 100 2 233 JX572807
100 0.0 100 0.0 99 2 281 HE963702
Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
100 0.0 100 0.0 100 2238 KF61303
100 0.0 100 0.0 100 72 7EE KF769497
100 0.0 100 0.0 100 2 233 KF138134
Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
100 0.0 100 0.0 100 2238 AY 167975
Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd

(*) Con secuencias almacenadas en cada una de la bases de datos empleadas. (a) Valor que indica que la secuencia encontrada para la comparacion se realizé de forma
aleatoria, entre mas pequerio es el valor E, mayor similitud estadistica existe entre las secuencias.
(**) No determinado.
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

La banda 1A que resulto ser la planta de sabila, no se encuentra registrada en
el producto herbolario 1, sin embargo segun la etiqueta del producto 2 y 4
tienen como ingrediente a esta planta, pero en el analisis del gel de DGGE no
pudimos detectarla (figura 9), no se observé una banda que correspondiera a
esta especie.

En el caso de la banda 1B que corresponde al nopal, se encontré en el analisis
de DGGE que todos los productos analizados la presentan, sin embargo de
acuerdo a los fabricantes de los productos herbolarios, solo los productos 2, 4 y
5 contenian dicha planta.

Con respecto a la banda 1C, que pertenece al diente de ledn, se visualizé una
banda en el gel de DGGE en el producto herbolario 1, revisando todos los
productos herbolarios mencionados en la tabla No. 9, efectivamente solo el
producto 1 registra a esta planta.

Para el caso de la banda 3A, correspondiente a la equinacea, se observo su
presencia en los productos herbolarios 3, 4, 6 y 7 en el gel de DGGE, pero solo
un fabricante la reporta en la etiqueta, que corresponde al producto 3.

En el caso del ajo, banda 3B, esta se observa en los productos herbolarios 3, 5
y 6 en el gel de DGGE, de manera similar a la banda 3A, solo el fabricante del
producto 3 reporta su presencia.

La banda 5A, la cual fue identificada como guarumbo, dicha banda la
observamos en todos los productos herbolarios analizados en el DGGE,
aunque en los productos herbolarios 4 y 6 no es clara, mientras que de acuerdo
a la informacion mostrada por los productos adquiridos, se menciona que esta
planta es ingrediente de tres férmulas: 1, 5y 6.

La banda 7A que pertenece a la planta de maiz, resulté solo observada en el
producto herbolario 7 en el gel de DGGE, mientras que la informaciéon de los
fabricantes menciona que esta presente solo en el producto 6.

En el caso de la banda 2A, 6A y 7B, no se pudieron secuenciar, esto debido a
contaminacién de las bandas, lo quiere decir que la banda observada no era
unica, sino que probablemente 2 o mas bandas de ADN estaban ocupando la

misma posicion o espacio.
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9. DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos es de destacar que pudimos detectar
algunas plantas medicinales, las cuales estaban registradas en las etiquetas de
los productos herbolarios analizados, no encontramos alguna planta que no
estuviera registrada en algunos productos estudiados. Esto ultimo puede
deberse a que no se secuenciaron todas las bandas observadas en el gel de
DGGE, pero también puede deberse a que la concentracion en la que se
pudieran encontrar estas plantas es demasiada baja, lo que no permitié su
deteccion. Algunas plantas aunque son medicinales aparecieron en productos
que no las declaran en su etiqueta, esto es algo normal, los fabricantes de
féormulas herbolarias normalmente no declaran en su etiqueta todos los
componentes de sus productos, esto debido a que mantienen el secreto de sus
férmulas. En otros casos sucedié lo contrario, el fabricante menciona una
determinada planta como ingrediente de su producto, pero no la presenta.

De acuerdo a las bandas seleccionadas, las secuencias analizadas en las tres
bases de datos indicaban la presencia de la misma especie por lo cual
podemos asegurar que todos los productos analizados estan adulterados, ya
sea con la adicion de plantas no especificadas en la etiqueta o la ausencia de
cierta plantas, aunque en México no se han realizado estudios donde se
verifique los adulterantes en productos herbolarios, con una cantidad suficiente
de muestras y todo el rigor estadistico, en otros paises han encontrado con
estos estudios que mas del 60% de los productos herbolarios comercializados
presentan adulteracion (Newmaster y col; 2013), aqui se debe tener en cuenta
que los paises donde se han realizados dichos estudios tienen
reglamentaciones y controles sanitarios mas estrictos que México (OMS, 2000).
Falta todavia mucho por investigar en México sobre los adulterantes en
productos herbolarios, de acuerdo a los datos obtenidos en este trabajo los
adulterantes encontrados son finalmente plantas medicinales (excepcion para
algunos, el maiz), pero se tendria que continuar evaluando muchos otros
productos para verificar los tipos de adulterantes y su probable efecto en el

humano.
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De acuerdo a las plantas encontradas en los distintos productos herbolarios,
algunas de ellas han sido utilizadas para el tratamiento de la diabetes tipo II,
caso del nopal, diente de ledn, equinacea y ajo, sin embargo ninguna de ellas
tiene estudios farmacoldgicos completos que indiquen que pueden emplearse
para tratar la diabetes tipo Il (UNAM, 2009). De las plantas medicinales
detectadas, solo el guarumbo tiene evaluaciones farmacoldégicas en humanos,
siendo de las pocas plantas que presentan actividad hipoglucemiante (Pérez-

Guerrero y col; 2001).

10. CONCLUSIONES

1. Se pudo obtener ADN en cantidad y calidad suficiente a partir de materiales
de plantas medicinales deshidratadas y pulverizadas, para poder realizar el
analisis de identificacion y autentificacion de las plantas medicinales presentes
en las formulas herbolarias.

2. Los primers disenados para la amplificacién de un fragmento de 470 pb del
gen rbcL, funcionaron de forma correcta para realizar el analisis de DGGE de
todos los productos herbolarios adquiridos.

3.- La regidon seleccionada para la amplificacion del fragmento del gen rbcL,
permitid discriminar entre una planta medicinal y otra, por lo que puede ser
empleado como marcador molecular en otros estudios con plantas medicinales.
4. La técnica de DGGE fue eficiente para poder identificar o autentificar plantas
medicinales presentes en productos herbolarios.

5. De los 7 productos analizados en este estudio, todos presentaron
adulteraciones, ya que mostraron presencia y/o ausencia de los ingredientes
sefialados en las etiquetas, pudiéndose incluso identificar molecularmente

algunos de sus componentes vegetales.

11. PERSPECTIVAS

1. Realizar pruebas para determinar cual es la cantidad minima de material
vegetal que se puede detectar con este método.

2. Elaborar experimentos que permitan una mayor estandarizacion de la

amplificacion realizada por PCR, como ejemplo tomar plantas individuales y
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someterlas al analisis de DGGE, para ver si en todas se genera solo una banda
de ADN.

3. Probar primer con una mejor calidad de pureza, esto podria ser, limpiados
por PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida).

4. Evaluar otras regiones del genoma de cloroplasto, mitocondria y nucleo de
plantas medicinales para poder desarrollar otros marcadores moleculares.

5. Proponer la técnica de DGGE para elaborar cédigos de barras de ADN

(barcoding DNA) plantas medicinales.

12. RELEVANCIA DE LA INVESTIGACION EN EL AMBITO DE LA
PROMOCION DE LA SALUD

La Promocién de la Salud consiste en proporcionar a los pueblos los medios
necesarios para mejorar su salud y ejercer un mayor control sobre la misma.
Para alcanzar un estado adecuado de bienestar fisico, mental, social donde un
individuo o grupo debe ser capaz de identificar, realizar sus aspiraciones,
satisfacer sus necesidades, cambiar o adaptarse al medio ambiente. La Salud
se percibe pues, no como el objetivo, sino como la fuente de riqueza de la vida
cotidiana (Chapela, 2003).

Durante la Conferencia de Ottawa en 1986, se concluy6 que la promocion de la
salud propone que los individuos y colectivos sean capaces de realizar sus
aspiraciones, satisfacer sus necesidades y transformar el medio o adaptarse a
él. Recomienda la superacion de la inequidad en salud, proponiendo acciones
que tengan como objetivo garantizar las oportunidades y recursos que
posibiliten a las personas a alcanzar el maximo de salud (Resende, 2008).

Por lo antes mencionado, nos queda claro que la promocion de la salud busca
proporcionar informacion y herramientas para mejorar los conocimientos,
habilidades y competencias necesarias para la vida. Por lo que un
conocimiento importante en la poblacién mexicana es la utilizacion de plantas
medicinales para tratar las distintas enfermedades. El conocimiento recabado
durante siglos por los pobladores de estos territorios es infinito, su transmisién
ha sido de forma oral y en los ultimos siglos escrita, sin embargo es importante
seguir recopilando dicho conocimiento, ampliandolo y actualizandolo. Ya que

en estos momentos se comienza a tener serios problemas de salud en la
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poblacién, lo que en algun momento sera dificil que los sistemas de salud
puedan atender la demanda de todos los pacientes, situacion que llevara a
hacer uso mas extenso del conocimiento herbolario (Velazquez, 2105). Por lo
que es importante elaborar investigaciones que garanticen un consumo seguro
y eficaz de plantas medicinales, por lo que dificilmente podran causar algun
dafno. El presente estudio aporta una metodologia que podra servir para
desarrollar procesos que permitan garantizar un consumo seguro de productos

herbolarios comerciales para la diabetes mellitus tipo 2.
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ANEXOS

Anexo 1. Reactivos y equipos

Reactivos

- Kit de extraccion de ADN Wizard
(Promega)

- DNA Genomic (Promega)
- Agua inyectable (Pisa)

- Agarose LE (Promega)

- Colorante  GelReed
(Biotium)

- Orange G (Amresco)

- dNTP’s (Fermentas)

- Primer RbcL-GC-F (IBT-UNAM)

- Primer RbcL-R (IBT-UNAM)

- Enzima Vent (5u/pl) (NE-Biolab)

- MgClI (50mM) (NE-Biolab)

- Tris base (Promega)

- Acético glacial (Sigma)

- EDTA (Amresco)

- Acrilamida (Bio-Rad)

- Bis-acrilamida (Bio rad)

- Agua bidestilada (Bonatura)

- Glicerol (Amresco)

- Urea (Promega)

- Formamida (Amresco)

- Etanol 96% (Sigma)

- Acido acético (Sigma)

- Nitrato de plata (Sigma)

- Hidroborato de sodio (Sigma)

- NaOH (Amresco)

- Formaldehido (JT Baker)

- TEMED (Amresco)

- Persulfato de Amonio (Amresco)

- Microtubos de 500 y 2000uL
(Neptune)

- Puntas de micropipeta 10, 200 y
1000ul (Neptune)

10,000X

Equipos

- DCode Universal Mutation
Detection (Bio-Rad)

- Sistema formador de gradiente
(Bio- Rad)

- Bomba peristaltica (Bio-Rad)

- Termociclador Maxygen (Axygen)
- Vortex (Mixer) (Labnet)

- Minicentrifuga (Labnet)

- Fuente de poder (Labnet)

- Horno de microondas (LG)

- Camara de electroforesis (Galileo
Biocience)

- Horno para secado (Felisa Horno)
- Microcentrifuga (Thermo
Scientific)

- Termoblock (Labnet)

- Fotodocumentador Multi Doc
(UVP)

- Congelador -20°C (Thermo
Scientific)

- Parrilla de agitacién (Thermo
Scientific)

- Micropipetas P2, P20, P200 y
P1000 (Labnet)
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Anexo 2. Soluciones

a) Tampoén 6x (Sambrook y Russell, 2001)

Reactivo Cantidad
Orange G 2mg

Glicerol 4ml

ddH20 se aforé a 10ml

b) Tampén de electroforesis TAE 50X (Bio-Rad, 2012)

Reactivo Cantidad

Tris base 2429

Acido Acético glacial 57.1ml

EDTA 0.5M pH 8.0 100ml

ddH20 se aforé a 1000ml

c) Solucion acrilamida/bis-acrilamida al 40% relacion [37.5:1] (Bio-Rad,

2012)

Reactivo Cantidad
Acrilamida 39.93¢g
Bis-acrilamida 1.07g

Agua bidestilada se aforé a 100ml

d) Soluciones desnaturalizantes (Bio-Rad, 2012)

Reactivo Solucién de 0% Solucién 100%
Acrilamidal/ Bis al 40% 50ml| 50ml

TAE 50X 2.5ml 2.5ml

Glicerol 5mi 5ml

Uea = e 105.4¢g
Formamida 100ml

ddH20 hasta 250ml hasta 25ml
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e) Solucién de fijacion Cairns 8X (Sanguinetty y col., 1994)

Reactivo Cantidad
Etanol 96% 200ml
Acido acético 10ml
ddH20 40ml

f) Solucidn de fijacion Cairns 1X (Sanguinetty y col., 1994)

Reactivo Cantidad
Solucion Cairns 8X 50ml
ddH20 350ml

g) Solucién de teiido de plata (Sanguinetty y col., 1994)

Reactivo Cantidad
Nitrato de plata 0.4g
Solucion Cairns 1X 200ml

h) Solucién de desarrollo (Sanguinetty y col., 1994)

Reactivo Cantidad

Hidroborato de sodio Lo que tome la punta de

NaBH4 la espatula.
aproximadamente 10 mg

NaOH 1.5 % (p/v) 250ml

Formaldehido 750uL

i) Persulfato de amonio al 10% (p/v) (Bio-Rad, 2012)

Reactivo Cantidad

Persulfato de amonio  50mg
ddH20 aforar a 500uL
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