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RESUMEN: En diferentes regiones ganaderas de mundo y en particular de América Latina se ha reportado
lainvasion de helechos toxicos correspondientes al Género Pteridium que afectan la crianza animal vacunay
gue supone un riesgo potencial al ser humano por la residualidad que manifiestan los componentes toxicos de
la planta en carney leche. El objetivo del presente trabajo fue determinar los niveles de ptaguildsido (Pta) en
muestras de leche fresca procedentes del Cantén de San Migue de Bolivar, Provincia Bolivar, Ecuador, mediante
cromatografia liquida de alta resoluciéon. Las muestras de leche fueron colectadas de granjas invadidas por
helechos Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon localizadas a diferentes niveles de altitud. Los resultados
obtenidos mostraron la presencia de niveles residuales de ptaquilésido en d 82,76 % delas muestras analizadas,
con una concentracion maxima obtenida de 2219,67 ug/ml y una concentracion promedio de 805,42 pg/ml; por
lo que puede inferirse que altos niveles de infestacion por @ helecho P. arachnoideum, no slo afecta la
salud animal, sino que representa una amenaza para la Salud Publica de aquellos sectores rurales expuestos
al consumo reiterado de la leche con residuos toxicos (ptaquil ésido).
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Ptaquilosidelevelsin bovine milk samplesin farmsof San Miguel de Bolivar, Bolivar province,
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ABSTRACT: The invasion of toxic ferns for the Genus Pteridium adversdy affecting bovine breeding has
been reported in different agricultural regions of the world and particularly in Latin America. This genusis a
potential risk to humans by the residuality showed by the toxic components of the plant in meat and milk. The
aim of this study was to determine the ptaquiloside levels (Pta) in milk samples from San Miguel de Bolivar
municipality, Bolivar Province, Ecuador, using high resolution liquid chromatography. Milk samples were collected
from farms contaminated by the ferns Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon located in different altitudes.
The results showed the presence of ptaquiloside residual levels in 82.76% of the samples analyzed, with a
maximum concentration obtained from 2219.67 pg/ml and a mean concentration of 805.42 pg/ml. It was
associated that high levels of infestation by the fern P. arachnoideum do not only affect animal health, but
also represent a threat to public health of those rural sectors exposed to the repeated use of toxic waste in
milk (ptaquiloside).

Key words: Pteridium arachnoideu, ptaquiloside, toxic plants, bovine milk safety, HPLC.

INTRODUCCION favorables se caracteriza por formar poblaciones domi-

nantes que excluyen otra vegetacion (1,2,3,4). Varios

El helecho Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon,  estudios indican el impacto negativo que ha tenido la
conocido como helecho macho, es una de las male- misma en diversas zonas ganaderas del mundo y en

zas mas comunes en el mundo, que en condiciones  América, ya que se ha evidenciado un incremento en
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la invasion de potreros de produccion lactea, lo cual ha
favorecido el consumo de la planta por los animales,
fundamentalmente en época de sequia (5,6,7).

Esta planta contiene varios componentes toxicos
gue afectan el ganado de forma dréastica, los cuales
desencadenan una serie de afecciones graves que
ocasionan la muerte del animal, generando pérdidas
econdmicas (8,9,10). Adicionalmente, algunos de sus
efectos pueden ser transmitidos al ser humano a tra-
vés de la cadena alimentaria, debido al consumo de la
leche de animales expuestos al helecho, pues se ha
podido demostrar que la misma contiene la sustancia
carcinogénica: ptaquildsido, en cantidad suficiente y
puede ser el causante o coadyuvante de un alto indice
de cancer gastrico observado en regiones montafio-
sas de paises como Venezuela, Costa Ricay Bolivia,
donde este helecho es prevaleciente (11,12,13).

La concentracion del norsesquiterpeno ptaquildsido
en la planta resulta elevada, segun reportan otros au-
tores (14, 15). Bajo condiciones de alcalinidad la pér-
dida de la glucosa da lugar a la formacion de una
dienona intermediaria, la cual posee un anillo
ciclopropilo altamente reactivo capaz de reaccionar con
macromoléculas celulares (16). Este compuesto
carcinogénico se excreta por la leche segun ha sido
reportado, lo que su ingestion constituye unriesgo ala
salud humana (17,18).

Estudios recientes han demostrado la ocurrencia
de cuadros clinicos de Hematuria Enzoética Bovina
(HEB) en zonas ganaderas de San Miguel de Bolivar,
Provincia Bolivar, Ecuador, lo cual esta vinculado con
la creciente colonizacién del helecho Pteridium
arachnoideum (Kaulf.) Maxon en esta region, por lo
gue resulta de gran interés llevar a cabo investigacio-
nes que permitan evaluar el riesgo potencial que supo-
ne para la salud humana el consumo de leche proce-
dente de animales con HEB o expuestos al consumo
de la planta (3, 19, 20). El objetivo del presente trabajo
consistié en determinar niveles de ptaquilésido en
muestras de leche procedentes del cantén San Miguel
de Bolivar, Provincia Bolivar, Ecuador, mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR).

MATERIALESY METODOS

La investigacion se efectud en el Cantén de San
Miguel de Bolivar, ubicado en el centro de la Provincia
de Bolivar, Ecuador, en un repliegue de la cordillera
occidental de los Andes compartiendo territorios de
la meseta interandina y una pequefia parte del
subtrépico con una superficie de 570.10 km?, una al-
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titud que va desde los 800 hasta los 2469 msnm y
una temperatura que oscila entre los 22°C en
Balsapamba hasta los 8°C en Piscurco, limites al sur
y norte respectivamente.

Se estudiaron siete granjas de produccion bovina,
durante el periodo de junio a julio de 2011. Los anima-
les eran mestizos, de doble propdsito, para el consu-
mo familiar y su comercializacion. El manejo fue ex-
tensivo, a base de pastos naturales donde existia alta
contaminacion de helechos Pteridium arachnoideum
(Kaulf.) Maxon.

Muestras de leche

Para colectar las muestras de leche (100 ml) se
seleccionaron granjas ganaderas que presentaron in-
vasion de P. arachoideum, con y sin la presencia de
signos clinicos evidentes de HEB. Se muestred el 10%
del total de bovinos por cada granja (n=29). Se realiz6
la recoleccion de las muestras de forma individual, en
frascos de vidrio color ambar debidamente identifica-
dos, a través del ordefio manual en las primeras horas
de la mafiana. Estas muestras fueron conservadas en
condiciones refrigeradas (sin pasteurizar) para poste-
riormente ser procesadas en el laboratorio. Las gran-
jas muestreadas estaban ubicadas a una altitud de
2087 a 1257 msnm.

Procesamiento de las muestras de leche

Una alicuota de 25 ml de cada muestra de leche
fresca, fue tratada con 40 ml de metanol con agitacién
durante 30 min. para la precipitacion de las proteinas.
A continuacion la suspension se filtro y se centrifugd a
3000 rpm durante 15 min. Consecutivamente, el
sobrenadante se traté con 25 ml de acetonitrilo para
lograr la precipitacion de lipidos, se centrifugd desechan-
do el pellet (lipidos y proteinas) y ulteriormente al
sobrenadante se le afiadié 1 g de cloruro de sodio. Se
procedié a la extraccién con diclorometano para elimi-
nar las grasas. La fase acuosa fue tratada con hidréxi-
do de sodio (0.003 N) para llevar a pH basico, para la
conversion a pterosin B. Se agité a 36°C durante 2
horas. Se realizé una segunda extraccién con
diclorometano (3 veces x 15 ml), para luego secar el
extracto organico a presion reducida a 40°C. Poste-
riormente se redisolvio en 1 ml de metanol calidad CLAR
y se coloco en viales muestreadores para su analisis
por cromatografia liquida de alta resolucién.

Obtencidon de la sustancia de referencia

La sustancia de referencia fue obtenida a partir de
muestras de helechos Pteridium arachnoideum (Kaulf.)
Maxon colectadas en la Provincia de Bolivar y llevadas



al laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de Cien-
cias Quimicas de la Universidad Central del Ecuador
en Quito, con un 90% de pureza.

Desarrollo del método por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (CLAR) para determinar los
niveles de ptaquilésido en muestras de leche

Se desarrollé un método analitico por CLAR siguien-
do la metodologia de Alonso-Amelot et al. (21) con
algunas modificaciones. Se utiliz6 un cromatdégrafo li-
quido de alta resolucion, ULTIMATE 3000 (DIONEX),
Columna Dionex RP 18, 12.5x 0.4 cm d.i., 40 4, Tem-
peratura ambiente; modo isocratico con Metanol:Agua
(65:35 vlv) como sistema de corrida, inyector de 20 pl;
Velocidad de flujo= 1 mL/min, deteccién Ultravioleta
variable a A= 260 nm, con un software CROMELEON.
Todos los reactivos utilizados fueron de calidad CLAR.

Se procesaron dos curvas patrén de pterosin B; la
primera oscil6 en un rango de valores de 1-0.1ug/mly
la segunda entre 0.1-0.01 pg/ml, para determinar la
pendiente, el intercepto y el coeficiente de correlacion
entre el &reay la concentracion del analito, ademas de
calcular la desviacion estandar del blanco segun
Quatrocchi et al. (22).

Determinacién del recobrado, limite de detec-

cion (LD)y cuantificacion (LQ)

Al analito (leche obtenida en una zona no contami-
nada con helechos) se le afiadié una cantidad conoci-
da de pterosin B (2 mg). Se analizaron tres réplicas
por cada muestra de leche. Se sigui6 el proceso de
extraccion y cuantificacion de manera similar y se de-
termind el porcentaje de recuperacion de este
parametro segun la formula:

Cant. muestra+ Cant. anadida
Vol.demuestra+ Vol.anadido

Conc. esperada=

% Recuperacion = Conc. observada x100
Conc. esperada

Se procesé una muestra de leche control negativo
para ver la especificidad/selectividad del método.

Sensibilidad (Limite de deteccién y de
cuantificacion)

Se establecid la desviacion estandar (S) para cada
punto de la curva, se calculd la recta correspondiente
a Concentracion (A) vs S, es decir la ecuacion
S=m(A)+b, y se extrapolé la S a concentracion igual a
cero, obteniéndose el estimado S correspondiente a
la desviacion estandar del blanco.
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Se calculé el LD y el LQ para n’ medidas individua-
les segun:

LD="Yo 3% ;38‘" TN

Lo Yut108, )
m

RESULTADOS

El método de CLAR propuesto presenté un limite
de deteccion de 1.95 pg/mly un limite de cuantificacion
de 2.47 pug/ml, lo que demuestra su sensibilidad en la
determinacion del ptaquilésido de Pteridium
arachoideum en las muestras de leche analizadas. El
recobrado del método tuvo un valor de 89%. El valor de
concentracion del ptaquilésido en la muestra fue co-
rregido dividiendo por el factor de recobrado.

La Figura 1 representa los cromatogramas de la
sustancia patron (pterosina B) y de una muestra de
leche, donde se aprecia la presencia del ptaquildsido
en una elevada concentracion y la especificidad del
método con la presencia de un pico mayoritario co-
rrespondiente al compuesto analizado.

Los resultados evidenciaron la presencia del toxico
carcinogénico ptaquilésido en todas las granjas estu-
diadas. Las muestras de leche alcanzaron una con-
centracion promedio general de 805,421 ug/ml del
ptaquildsido, para un 82.76% de positividad en las mis-
mas (Figura 2).

La Figura 3 (Ay B) evidencia diferentes concentra-
ciones de ptaquilésido en la leche, con independencia
de la presentacion clinica de hematuria; no obstante,
en ambas granjas los animales estaban expuestos a
la ingestion reiterada de P. arachnoideum. Algunas
muestras provenientes de animales sin signos aparen-
tes de HEB en el momento del muestreo mostraron
una mayor concentracion del téxico de hasta 2219,67
pg/ml con respecto a aquellas provenientes de anima-
les con signos clinicos manifiestos de HEB.

DISCUSION

Los resultados indican la existencia de altos nive-
les residuales de ptaquilésido en muestras de leche
provenientes de animales expuestos al consumo de
Pteridium arachnoideum, que suponen un alto riesgo
para la salud humana, constituyendo el primer reporte
en el Ecuador de cuantificacién del carcinégeno natu-
ral ptaquilésido en muestras de leche fresca, alimento
de amplio consumo humano por las diversas poblacio-
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FIGURA 1. Perfil cromatogréficodelasustanciadereferen-
ciapterosinaB (A) y deunamuestradeleche(B) por CLAR./
Chromatographic profile of pterosine B (A) reference
substance and a milk sample (B) by HPLC.

nes de grupos etarios en la region. Se reporta una alta
densidad poblacional de helechos en esta region ga-
nadera, lo que hace que los animales consuman gran-
des cantidades de esta planta téxica Pteridium
arachnoideum (19).

Otros autores refieren que el 9% del ptaquildsido
contenido en estos helechos, los cuales son consumi-
dos por los bovinos como alimento, se excreta a tra-
vés de laleche (13,23). Crecientes reportes evidencian
la correlacion que existe entre la presencia de densas
poblaciones de helechos del género Pteridium en zo-
nas ganaderas y el aumento de la incidencia de can-
cer gastrico en el hombre (17, 24, 25, 26, 27).

Varios estudios confirman la presencia de ptaquilésido
(carcinégeno presente en el helecho) en leche prove-
niente de animales expuestos al consumo de esta plan-
ta (11,18,21,23,28,29). EI Comité Britanico de Toxici-
dad de Quimicos en Alimentos, Productos de Consumo
y el Ambiente (COT) por sus siglas en inglés, ha decla-
rado al ptaquilésido como un agente carcinGgeno po-
tencial para los humanos a todos los niveles de inges-
tién (30). Desde su descubrimiento en 1983, varios es-
tudios han documentado sus efectos genotoxicos como
mutagénico y clastogénico que actla como agente
alquilante de la molécula de ADN (31,32,33,34). Otros
autores han evidenciado los efectos citogenéticos como
resultado de la induccién de aberraciones cromosomicas
en animales afectados, luego del consumo reiterado de
esta planta (16,35,36). Gil da Costa et al. (30) describen
el efecto clastogénico, aneugénico e inductor de inter-
cambio de cromatidas hermanas en linfocitos humanos
adosis de 5, 10 y 20 pg/ml. Todos estos antecedentes
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FIGURA 2. Concentracién del ptaquil 6sido (ug/ml) promedio por granja(7) y general en muestrasdelechefresca dezonas
ganaderas del Canton San Miguel de Bolivar- Ecuador. Todos los valores se presentan como media + DE./ Average
ptaquiloside concentration (ug/ ml) per farm(7) and general in fresh milk samples fromfarmsfrom San Miguel de Bolivar
municipality, Ecuador. All values are presneted as mean + DE.
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FIGURA 3(A y B). Concentraci6n de ptaquil 6sido cuantifi-
cadaapartir demuestrasdeleche provenientesdeanimales
expuestosal consumo de Pteridiumarachnoi deumen gran-
jaslocalizadas en € Cantén de San Miguel de Baolivar. (A)
Productor C sn presenciaaparentede HEB (n=5). (B) Pro-
ductor B, con y sin presenciade HEB (n=4). + muestrade
lecheen un animal con signosclinicos de HEB./(A and B).
Ptaquiloside concentration quantified from milk samples
from animals exposed to Pteridium arachnoideum
consumption in farms located in San Miguel de Bolivar
Municipality. (A) Producer C without the apparent
presence of HEB (n=5). (B) Producer B with or without
the presence of HEB (n=4). + milk smple in an animal
with clinical signs of HEB.

manifiestan el riesgo potencial que tiene el consumo
de leche con residuos del toxico en la Salud Publica
del Canton de San Miguel de Bolivar, que evidencio
concentraciones promedio de ptaquilésido de 805,42
png/ml de leche fresca, siendo la maxima encontrada
de 2219,67 pg/ml, carcinogénico natural que produce
cancer gastrico, demostrado por varios autores
(17,24,35,37).

Investigaciones desarrolladas han determinado los
niveles de ptaquilésido en leche proveniente de bovi-
nos alimentados con cantidades conocidas de hele-
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cho, que han revelado concentraciones de 2-10 mg/dia
en 24 litros/dia (21,38). Alonso-Amelot (9) describe que
cuando los animales ingieren cantidades sustanciales
de ptaquilésido, 10 g por dia 0 més, excretan hasta
cerca del 10% por la leche en los siguientes dias. Si
un animal consume unos pocos kilos de helechos por
cada uno en cinco dias consecutivos, comenzara a
excretar ptaquildsido desde el segundo dia en adelan-
te en cantidad creciente. Al suspender la ingestion del
helecho toxico, se continuara eliminando este com-
puesto en la leche por tres dias mas. Del mismo modo,
si un animal que se alimenta de helechos por varios
dias, suspende temporalmente su dieta de Pteridium
para comerlo nuevamente en formairregular, generara
pulsos de ptaquilésido en la leche que ampliara consi-
derablemente el riesgo de que este carcindgeno sea
ingerido por algun consumidor (9,11,23). Francesco et
al. (18), describen un nuevo método para detectar tra-
zas del ptaquilosido a partir de muestras de fluidos
biol6gicos como la leche con una alta sensibilidad de-
terminada en un rango de ppb, el cual fue capaz de
detectar al toxico no sélo a partir de las muestras pro-
venientes del ganado intoxicado sino también a partir
de aquellas derivadas de animales supuestamente
sanos. Estos resultados confirman los encontrados en
el presente trabajo, donde no sélo fueron evidenciadas
altas concentraciones del ptaquilésido en muestras
provenientes de animales que mostraban los signos
clinicos de la enfermedad, sino también en aquellas
gue provenian de animales que no mostraban signos
clinicos de hematuriay que sin embargo poseian una
alta concentracion del tdxico en la leche (18,39,40).

Estos resultados requieren la necesidad de conti-
nuar realizando investigaciones similares en otras re-
giones del Ecuador que estan invadidas por el helecho
Pteridium arachnoideum por las serias repercusiones
gue trae consigo a la salud animal y humana. Asu vez,
se pretende desarrollar estudios que evallen la posi-
ble residualidad de este téxico en muestras de tejido
de animales, que por la cadena alimentaria también
puedan deteriorar la salud del hombre.
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