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RESUMEN

Los helechos tienen una amplia distribucion y gran valor alimenticio por sus nutrientes
esenciales. En Ecuador, se consumen mas de 10 especies y en Napo, las comunidades
Kichwa consumen y comercializan los brotes tiernos de la especie Hypolepis
parallelogramma, de la familia Dennstaedtiaceae, conocida como garabato-yuyo. En
especies relacionadas, se ha comprobado la presencia de distintos metabolitos
especializados toxicos como los glucdsidos de iludano. El objetivo de este trabajo fue
detectar la presencia de ptaquildsido y compuestos relacionados en los brotes jévenes de
H. parallelogramma. Se colectaron muestras de cuatro localidades: Lucian, Alto Pano, El
Calvario y Pumayacu, que fueron sometidas a diferentes formas de procesamiento: secas,
crudas, cocidas y asadas en hoja. Posteriormente, se procedié a la extraccidn y deteccién
de los compuestos mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas.
No se detectd ptaquildsido en las muestras, pero el andlisis de los espectros obtenidos
reveld la presencia de pterosina A. Esta molécula es producto de la degradacion de
caudatdsido, una molécula téxica con reactividad quimica similar al ptaquildsido, que
puede causar carcinogenicidad en humanos y envenenamiento en animales. Las muestras
obtenidas de Lucidn presentaron mayor intensidad de la molécula. Este es el primer estudio
en helechos comestibles en el Ecuador y sefiala la importancia de estudiar en detalle ésta
y otras especies comestibles con el fin de sugerir recomendaciones de manejo y consumo
de estas especies.

Palabras clave: helecho comestible, garabato-yuyo, pterosinas, dieta Kichwa
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ABSTRACT

Ferns are widely distributed and have great nutritional value because of their essential
nutrients. In Ecuador, more than 10 species are consumed and in Napo, the Kichwa
communities consume and commercialize the tender shoots of the species Hypolepis
parallelogramma, of the Dennstaedtiaceae family, known as garabato-yuyo. In related
species, the presence of different specialized toxic metabolites such as illudane-type
glycosides have been proven. The aim of this work was to detect the presence of
ptaquiloside and related compounds in young shoots of H. parallelogramma. Samples were
collected from four localities: Lucian, Alto Pano, El Calvario and Pumayacu, which were
subjected to different forms of processing: dry, raw, cooked and roasted in leaves. Later,
the compounds were extracted and detected by liquid chromatography coupled to mass
spectrometry. Ptaquiloside was not detected in the samples but the analysis of the spectra
obtained revealed the presence of pterosin A. This molecule is a product of the degradation
of caudatoside, a toxic molecule with chemical reactivity similar to ptaquiloside, which can
cause carcinogenicity in humans and poisoning in animals. The samples obtained from
Lucian showed greater intensity of the molecule. This is the first study in edible ferns in
Ecuador, and it indicates the importance of studying this and other edible species in detail,
in order to suggest recommendations for the management and consumption of these
species.

Keywords: Edible fern, garabatoyuyo, pterosins, Kichwa-diet
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Abreviaciones

PTA  Ptaquildésido

PTB Pterosina B

ADN  Acido desoxirribonucleico

HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia
LC-MS Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
HEB Hematuria enzodtica bovina

INABIO Instituto Nacional de Biodiversidad
LOD Limite de deteccion

LoQ Limite de cuantificacion

Std Estandar

ppb Partes por billén

m/z Cociente masa/carga

ng/L Nanogramo/litro

ug/g Microgramo/gramo
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Antecedentes

Helechos: caracteristicas generales

Los helechos forman parte de un amplio grupo de plantas vasculares conocidas como
pteridofitas, que no producen flores ni semillas [1]. Morfolégicamente estan conformados
por: raiz, rizoma, frondas y soros (Figura 1A). La raiz se caracteriza por ser fibrosa y por
desarrollar pelos absorbentes en su superficie. El rizoma de un helecho es el érgano del
cual se originan las frondas y raices. Estos pueden llegar a formar troncos, suelen estar
cubiertos de pelos, 0 mads comunmente por escamas. Las hojas o también llamadas frondas,
en su madurez tienen formas y tamafios diferentes para cada especie. Pueden estar
divididas en hojas simples o enteras. Finalmente, los soros corresponden a una agrupacién

de esporangios, capsulas que contienen esporas con capacidad reproductiva [2].

En los helechos se reconocen cuatro estados fenoldgicos (Figura 1B), I: brotes del suelo, II:

brotes laterales, IlI: juveniles y IV: adultos [3,4].
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Figura 1. Estructura general de los helechos.

A: Representacion morfoldgica que incluye rizomas, frondas y raiz. B: Estados fenoldgicos de los helechos en
numeros romanos |: brotes del suelo, II: brotes laterales, Ill: juveniles y IV: adultos (Figura A modificada de
[1]; Figura B modificada de [4].

En el mundo existen aproximadamente 12 000 especies de helechos [5]. En Ecuador, se han
encontrado alrededor de 1 300 especies que se concentran mayoritariamente en bosques
nublados entre 1 500 y 3 000 m de altitud. Aunque, también existe una alta diversidad de
helechos en bosques de bajura (entre 150 a 400 m de altitud) por las condiciones

ambientales de alta humedad y temperaturas medias entre 24 y 27°C [2].

Esta amplia distribucidon les ha otorgado una gran importancia dentro de la sociedad que
los utiliza como plantas ornamentales, medicinales y alimenticias [6]. De manera general,
presentan alto contenido en proteinas, vitamina C y minerales como el magnesio, hierroy
zinc [7]. En alimentacidn, se usan bien sea los tallos, rizomas, frondas, brotes jévenes y
algunas veces las plantas enteras [5]. En algunas especies, los rizomas funcionan como
reservas de carbohidratos y aminodcidos (Polypodium auritum (Hook.) E.J.Lowe.) al igual
gue el apice de las frondas (Diplazium esculentum (Retz.) Sw.); en otros casos se los

considera una fuente importante de vitaminas A y C (Diplazium lonchophyllum Kunze y



Diplazium expansum Willd.) [5,6]. Las especies como Serpocaulon loriceum (L.) A.R. Sm. y
Serpocaulon triseriale (L.) A.R. Sm. se utilizan como edulcorantes al estar constituidos por

compuestos como el olsadin, polimero perteneciente a las proantocianidinas [6].

En América del Norte, se consumen los brotes jovenes y tiernos de Matteuccia
struthiopteris (L.) Tod., Athyrium filix-femina (L.) Roth y Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, que
son recolectados a principios del verano [8]. En Argentina, se consumen las hojas de
Pecluma pectinatiformis (Lindm.) M.G. Price, que por su sabor dulce son masticadas por

nifos guaranies [9].

En México, el consumo de estas plantas no es comun, sin embargo, las hojas jévenes llegan
a ser parte de platos tipicos chinos y cantoneses que se venden en algunos restaurantes
[5]. En ciertas zonas de Oaxaca, las bases de las hojas de Marattia weinmanniifolia Liebm.
son recolectadas y luego molidas para la produccién de harina con la que se preparan

tortillas [5].

En Ecuador, los usos de los helechos, relacionados a la alimentacidn son variados. Al sur del
Ecuador, Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon sirve como especia para la preparacion
del cerdo a la brasa. Grandes cantidades de las hojas silvestres tanto frescas como secas se
colocan delante del fuego para tostar al cerdo [10]. Al noreste de la Amazonia ecuatoriana,
en Sucumbios, los Secoya usan los brotes de Phlebodium decumanum (Willd.) J. Sm. para
eliminar el apetito [11]. Otras comunidades utilizan los brotes como alimento en diversas
formas: verduras crudas o cocidas, bebidas y condimentos [10]: Alsophila cuspidata (Kunze)
D.S. Conant, Hypolepis repens (L.) C. Presl y Diplazium moccennianum (Sadiro) C. Chr., se
incluyen en la dieta de los indigenas Chachi (presentes en Esmeraldas), en forma de

verduras crudas; las comunidades Awa y Tsachila, de la zona noroccidental de los Andes,



preparan los brotes de Polybotrya lechleriana Mett., Tectaria incisa Cav., A. cuspidata y D.
moccennianum como verduras cocidas; brotes de Polypodium sp., en la provincia de Cafiar

y Elaphoglossum sp. en la provincia de Carchi se preparan como bebidas [10].

En Napo, en las estribaciones de los Andes orientales, varias comunidades Kichwas
consumen los brotes tiernos de H. parallelogramma conocida como garabatoyuyo
(garabato= gancho, yuyo= brote). Los brotes (Figura 2 Ay B), también son comercializados
por mujeres indigenas en mercados temporales o junto a platos tradicionales como la
tortilla o el maito de tilapia o tilapia frita (Figura 2 C y D). En Sardinas de llayaku, por
ejemplo, una comunidad ubicada en Puerto Misahualli, al sureste de la provincia de Napo,
se vende al afo alrededor de 480 unidades de producto (paguetes con aproximadamente

40 brotes cada uno) con una ganancia de $1 680 para la comunidad [12].

Figura 2. Fotografias de los brotes de H. parallelogramma.
A. Brotes laterales de H. parallelogramma. B. Atado de brotes crudos. C. Tortilla de
garabatoyuyo. D. Maito de tilapia con ensalada de garabatoyuyo. Fotografias: M.C.Pefiuela.
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H. parallelogramma: aspectos generales

El género Hypolepis, es de distribucién subcosmopolita [13]. Se encuentra en regiones
templadas, tropicales y ecuatoriales del sur del continente. Estd ausente en Europa y en
zonas semidesérticas o desérticas. Pertenece a la familia Dennstaedtiaceae, incluye
alrededor de 80-90 taxones de los cuales entre el 40-45% se presenta en América. Los
taxones han sido poco estudiados (incluidos hibridos, variedades, subespecies y especies).
Dentro de la familia, se encuentran otros géneros relacionados por su morfologia general
y habito como Paesia y Pteridium [14]. Hypolepis y Pteridium son filogenéticamente

cercanos [15].

Las especies del género Hypolepis se caracterizan por tener tallos largos y rastreros,
frondas de tamano mediano a grande (hasta 10 m de largo) y esporas que miden entre 27-
52 um de forma elipsoidal [14,16]. En Ecuador hay 10 especies (Tabla 1), de las cuales dos

son endémicas [16].

Tabla 1. Especies del género Hypolepis presentes en Ecuador.

Especies pertenecientes al género Hypolepis que se distribuyen en Ecuador, en su mayoria estan presentes
en la regién andino amazdnica. Dos son endémicas (en negrita) y tres especies son conocidas como
alimenticias (Obtenido de [13,16]).

Especie Distribucion en Ecuador Usos

H. crassa Endémica de los Andes de Sin usos conocidos
Ecuador, presente en los
paramos desde los 3 800 a 3
850 metros.

H. flexuosa En las pendientes occidentales Sin usos conocidos
del volcén el Corazon (2 800-3
000 m), al sudeste de Quito.

H. hostilis Comin en los bosques Alimenticio (brotes como
tropicales hiumedos de baja verduras cocinadas
montaiia de Ecuador. empleados por los Chachi de

Esmeraldas)




H. obtusata

H. parallelogramma

H. pteroides

H. repens

H. rigescens

H. stuebelii

H. galapagensis

En los Andes de Ecuador, en
los paramos desde 3 800 a
4600 metros.
En la region andino amazodnica
de Ecuador desde los 550 a 2
700 m s.n.m.

Enlos Andes de Ecuador desde
3400 a 4 200 metros.

Ampliamente distribuida en
Ecuador, desde los 50 a 1 800
m s.n.m.

Ampliamente distribuida en
Ecuador, desde los 400 a 2 950
m s.n.m.

En las provincias de
Esmeraldas, Pichincha,
Manabi y Chimborazo desde
los 1000a2500m s.n.m.

Endémica de las Islas
Galdpagos (Pinta, San
Salvador y Santa Cruz) de 250
a750 m s.n.m.

Sin usos conocidos

Alimenticio (brotes como
verduras cocinadas por los
Kichwas de Napo)

Sin usos conocidos
Alimenticio (brotes como
verduras crudas por los

indigenas Chachi)

Sin usos conocidos

Sin usos conocidos

Sin usos conocidos

H. parallelogramma (Figura 3) se distribuye ampliamente en las regiones andino
amazodnicas de Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru y Bolivia en altitudes que van desde los
550m a los 2 700m [13]. Se caracteriza por presentar rizomas de 3-6 mm de didmetro con
pelos absorbentes aciculares (en forma de aguja) y dispersos en la parte inferior. Frondas
gue miden entre 3 y 8 metros de longitud, de forma oblonga y tripinnadas. Raquis y peciolos

de color marrdn, estos ultimos armados con espinas de 0,6 milimetros. Los soros estan en

el borde de la hoja y son de color pajizo [13].



Figura 3. Fotografias de H. parallelogramma en campo.
Ay B: Vista general de la planta con su tallo, frondas y su habito. C:
Envés de la hoja con soros sin madurar de color amarillo en sus laterales.

Toxicidad en helechos alimenticios

A pesar del gran valor nutricional de los helechos, se ha comprobado que varias especies
contienen compuestos toxicos [17]. Entre los compuestos mas estudiados se encuentra el
denominado ptaquildsido (en adelante PTA). EI PTA (Figura 4), es un glucdsido inestable de
norsesquiterpeno del tipo iludano (debido a su aglicona) [18,19]. Ha sido estudiado en
géneros como: Pteridium, Cheilanthes, Histiopteris y Pteris [17,20,21]. Causa mas del 50%

de la actividad cancerigena de los helechos [17]. En altas concentraciones el PTA causa



apoptosis a través de la escision del ADN (alquilado) y en bajas, produce fallas y detencidn
del ciclo celular [22-26]. Adicionalmente, el PTA y compuestos relacionados como el
caudatdsido son clastogénicos (causan dafios estructurales a los cromosomas),
mutagénicos (causa mutaciones genéticas) y teratogénicos (conduce a modificaciones en

la estructura embrionaria) [18].

A B HO
CH3 o
| I/I
v
0 HaC” R2
HO
OH
HO
HO
R: R, R: Rz
PTA H CHs3 PTB H CHs
Caudatdsido CHs; CH,OH PterosinaA CHsz CH,OH

Figura 4. Estructura quimica general del PTA y compuestos relacionados.

A. Anillo ciclopropano (en rojo) con esqueleto del tipo iludano (recuadro en verde) unido a
una glucosa. Esta estructura la comparten los compuestos relacionados a PTA como
caudatosido.

B. Estructura general de las pterosinas (productos de degradacidén de PTA y compuestos
relacionados) que contiene el esqueleto de indanona (en azul) (Modificado de [29]).

El PTA es inestable en pH inferiores a 4 y superiores a 8 debido a que, en esas condiciones
sufre pérdida de glucosa. Sin embargo, es estable a pH neutro. En condiciones basicas da
lugar a una dienona inestable (electréfilo fuerte, capaz de alquilar aminoacidos y ADN). En
condiciones acidas se produce aromatizacién y su producto de reaccidn es la pterosina B
(Figura 5) [18]. A un pH de 4, este compuesto posee una vida media aproximada de siete
dias, mientras que a un pH entre 5.5 y 7, se mantendra entre el 60 y 90% de la

concentracion inicial después de siete dias (a 37°C). La velocidad de descomposicién es



dependiente de las condiciones de temperatura y exposicion a la luz [17]. Cuando las
frondas estdn expuestas a la luz solar, mds del 25% del contenido inicial de PTA estara

presente después de seis semanas [27].

NaOH
+ CH,
: -D-glucosa
: (Ij Ptaquildsido
Glucosa Ptaquilosin
H,S0, -D-glucosa H.50, -H:0
CH, 0
HO
o CH -~ ' CH,
+H,0
HyC Pteridienona

Pterosina B

Alquilacién de ADN

Figura 5. Reacciones del PTA en condiciones acidas y basicas.

En condiciones basicas (en pH > 8) se forma el ptaquilosin (aglicona), que da lugar a la pteridienona (dienona
inestable, que produce la alquilacion de ADN), mientras que en condiciones acidas (en pH < 4) el PTA forma
pterosina B (producto final de la descomposicion del PTA) (Modificado de: [18]).

Debido a la conexién quimica entre el PTA y la pterosina B ( en adelante PTB) (Figura 5) v,
a la variaciéon simultanea de los dos compuestos durante el envejecimiento de las frondas,
se han conducido estudios para identificar otros compuestos que pudieran estar

relacionados con estas moléculas [28]. Se han aislado y caracterizado algunos como:



isoptaquildsido, caudatdsido y ptaquildsido Z en muestras de Pteridium caudatum (L.)
Maxon; y caudatdsido, hypacrone, y pterosina A en Hypolepis punctata (Thunb.) Mett.
[17,20,21] (Figura 6). El caudatésido y ptaquilésido Z son verdaderos sesquiterpenos (Cis),
cuyas caracteristicas espectrales difieren ligeramente del PTA. Son mucho mas inestables
que el PTAy se degradan rapidamente en sus correspondientes pterosinas y dienonas (mds
de 29 subproductos de degradacion como pterosina A producto final de la descomposicién

de caudatésido, Tabla 2) [28].

Tabla 2. Propiedades y caracteristicas fisico-quimicas del PTA y sus compuestos relacionados.

La tabla describe algunas propiedades de metabolitos especializados y sus derivados (como PTB y pterosina
A), presentes en los helechos, que posibilitan su deteccién e identificacién correspondientes (Obtenido de:
[17,18,29]).

Propiedades Ptaquildsido Pterosina B Caudatosido Pterosina A
Férmula molecular C20H3008 C14H1302 C21H3209 C15H2003
Numero CAS: 87625-62-5 34175-96-7 - 35910-16-8
Peso Molecular 398.45 g/mol 218.29 g/mol 428.5 g/mol 248.32 g/mol
Punto de fusion 85-89°C 109-110°C - 125-127°C
Madximos de
absorcion en luz 214; 220nm 217; 260; 304nm 202nm 217; 263; 306nm
uv

451.1939

421,1833 (tipo 219.138 (tipo
[M+Na]") [M+H])

249.1485 (tipo

(tipo [M+H]")

[M+Na]*)

lon Precursor m/z

Las pterosinas, derivados de 1-indanona [30], se clasifican segin el numero de
sustituyentes en el carbono C-2 en dos tipos: pterosinas del tipo “Z” con quince carbonos
(C1s) y pterosinas del tipo “B” con catorce carbonos (Ci4), [30]. De estas pterosinas pueden
producirse los pterdsidos, derivados sesquiterpénicos de 1-indanona unidos a la molécula
de glucosa. Estos glucésidos forman parte de la ruta biosintética del PTA y compuestos

relacionados [17,31].

10



«niCHs

Pterosina K

Isoptaquilosido

HiC OH o

~Glu

. Pterosina H
Caudatosido

HO

Pterosina A

Figura 6. Compuestos relacionados a PTA.
Entre ellos: caudatésido (a diferencia del PTA posee un CHzy un CH20H en el C-10) y pterosina A (producto
final de descomposicidn de caudatdsido). (Obtenido de [17,31]).

La funcién del PTA en los helechos es un tema de debate. Se sugiere que actla como un
mecanismo de defensa frente a cualquier ataque, siendo las concentraciones del PTA mas
elevadas en las frondas jévenes y en los brotes que son fragiles y sensibles durante su
crecimiento [17]. Esta hipdtesis estd respaldada por el hecho de que pocos insectos y
herbivoros se alimentan de esta planta a pesar de su alta disponibilidad en ciertas zonas

[17].

El PTA y los compuestos relacionados, no solamente pueden encontrarse en la planta o
acumulados en los tejidos de los animales, sino también pueden transferirse al suelo como
consecuencia de la lixiviacion de frondas, rizomas y raices o disuelto en orina o
excrementos de animales que se alimentan de helechos [32]. La concentracidn de estos
compuestos en una misma especie puede variar a través de la ontogenia de la planta y en
las diferentes partes del helecho como fue probado en P. aquilinum [17]. Asi, por ejemplo,

la concentracion de PTA es mayor (15 100 pg/ g) en la fronda comparado a la raiz, (5-230
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ug / g), en el periodo de crecimiento que corresponde a la época de lluvias. Y en general,

los rizomas tienen un bajo contenido de PTA 1200 ug/ g [17]

Deteccién de PTA y compuestos relacionados

Los metabolitos especializados tdxicos derivados de los helechos han sido detectados a
través de distintas herramientas analiticas, sea por su identificacién directa o por
pterosinas relacionadas [18,33,34]. La Tabla 3, detalla los principales protocolos empleados

en la extraccidn e identificacion de estos compuestos en distintas muestras.

Tabla 3. Metodologias para deteccion de PTA.

Metodologias seleccionadas segln su proceso de extraccién y deteccién (por HPLC-UV o LC-MS). Para
métodos indirectos (conversidn de PTA a PTB) se emplea comiUnmente resina de poliamida y para directos,
la extraccién con agua junto a un solvente organico.

N° de Tipo de Proceso Fase mévil  Equipo Cita
Protocolo material
1 Muestras 100 mL de muestra Metanol y HPLC- [35]
de leche Extraccion con agua y Agua uv

diclorometano.
Conversion a PTB con

NaOH.
2 Frondas 2 g de muestra. Metanol y HPLC- [36]
Extraccién con agua y uso Agua uv

de resina de poliamida.
Deteccidn de PTAy PTB.
3 Rizomas Peso no determinado. Metanol y HPLC- [37]
Uso de agua desionizada Agua uv
para la extraccion y resina
de poliamida 6S.
Determinacién de PTA Y

PTB.
4 Frondas 100 mg de muestra. Metanol y LC-MS [4]
Extraccion con Acetato de
diclorometano y agua Amonio
destilada.
Deteccidn directa de PTA.
5 Frondas Peso no determinado. Agua y HPLC- [38]

Extraccién con agua MilliQ Acetonitrilo UV
y resina de poliamida.
Deteccion de PTB.

Frondas 6 g de muestra. Extraccién  Acido LC-MS [39]
conraquis  conagua MilliQ. Deteccién férmico
de PTA.
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La columna con resina de poliamida es comunmente utilizada en los métodos indirectos
(Tabla 3: protocolos 2, 3y 5), los cuales realizan la conversién de PTA en PTB. Este paso es
fundamental para garantizar la eliminacién de cualquier material no polar, que incluye
otras pterosinas, y proceder con la correcta cuantificacidén [29,40]. Adicionalmente, se usa
la resina de poliamida para procesos que conllevan sintesis de PTA [40]. Para procesos
analiticos directos (Tabla 3: protocolos 1, 4 y 6), la extracciéon con agua o junto a un solvente
organico es mas ventajosa porque requieren menor tiempo y permiten el analisis de

compuestos relacionados a PTA debido a que se forman otras pterosinas [40].

Los protocolos 4 y 6 detectan PTA mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS), una técnica analitica que permite la identificacién de
varios componentes (por las diferencias en la masa molecular de cada uno) en una mezcla
compleja. Por lo tanto, no requiere purificacion previa. En el cromatdgrafo, la muestra sera
separada parcial o completamente en sus compontes. Este efluente se introduce en un
espectrometro de masas, donde se adquieren espectros de masas (m/z) por cada

compuesto [41].

La técnica LC-MS, permite la +confirmacion de la estructura del compuesto por su patrén
de fragmentacidon. Ademas, debido a su especificidad y bajo limite de deteccién, un

compuesto puede ser monitoreado rapidamente por su ion molecular [42,43].

Los protocolos 1, 2, 3 y 5 utilizan la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC high-
performance liquid chromatography), acoplada a un dectector UV. Esta técnica permite la
identificacién de picos de compuestos especificos en una muestra, al compararlos con los
tiempos de retencion de sus estandares. Si no se cuenta con ellos, la identificacién se

dificulta. Por lo anterior, la técnica LC-MS presenta mayores ventajas: un menor tiempo de
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analisis, mayor sensibilidad y selectividad del equipo, siendo muy util para el estudio de

componentes con propiedades pobres en absorciéon UV como alcoholes y aztcares [42].

Enfermedades asociadas al PTA y compuestos relacionados

Cdncer gdstrico y hematuria enzodtica bovina

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, especialmente en los
paises menos desarrollados econémicamente [44]. Segln cifras del Gen Data Base in
Cancer en 2016 [45], se produjeron alrededor de 8.8 millones de defunciones, siendo el
cancer de estdmago uno de los que posee el mayor indice de mortalidad: 754 mil
defunciones (equivalente al 8%). Segun el Centro Internacional de Investigaciones sobre el
Cancer (IARC- International Agency for Research on Cancer), en Ecuador, en el 2018, la
incidencia del cdncer fue de 157.2 casos por cada 100 mil habitantes, en donde el cadncer

de estdmago ocupd el cuarto lugar con cerca de 13.8 casos [46].

En encuestas epidemioldgicas de Costa Rica (Centroamérica)[47] y Gales (Reino Unido)
[48], el cancer de estdmago ha sido correlacionado positivamente con la presencia de
helechos en zonas rurales (debido a la exposicidn de los pobladores a esporas de helechos).
En Brasil, donde se consumen helechos (exposicién en forma directa a PTA o compuestos
relacionados) se reportan tasas significativamente mas altas de cancer de estémago que

en areas donde no se consume [49].

El comité britdnico de toxicidad quimica en alimentos, en el 2008 declaré al PTA como
agente carcinégeno potencial para los humanos en todos los niveles de ingestidn,
incluyendo el consumo de animales expuestos a esporas o al helecho [50]. Recientemente,

se ha advertido que compuestos relacionados a PTA como el caudatdsido, presentan
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reactividades quimicas similares, aunque no se ha dado la debida importancia en los

estudios toxicoldgicos [29].

La hematuria enzodtica bovina HEB es una enfermedad crénica de creciente relevancia
mundial, por sus consecuencias econdémicas y de salud publica. Se caracteriza por provocar
en el ganado la emisién de orina sanguinolenta, coagulos de sangre, y debilidad, mucosas
palidas, anemia, caida de los niveles de produccidn de leche e incluso la muerte [51,52].El
consumo de helechos como P. aquilinum y Adiantopsis chlorophylla (Sw.) Fée [52] por el
ganado bovino es considerado uno de los causantes de la toxicosis que conlleva a esta
enfermedad [53,54]. Estudios en muestras de leche de vacas con antecedentes de HEB en
Brasil, Ecuador y Uruguay han encontrado restos de PTA y caudatdsido provenientes de
helechos como: P. arachnoideum y P. aquilinum en Ecuador, P. Aquilinum en Brasil, y A.
chloropylla en Uruguay, lo que indica que estos compuestos permanecen en los derivados
lacteos y por tanto, las personas que consumen estos alimentos estdn expuestas a

cantidades apreciables de este carcinégeno [19,52,55,56].

En diferentes regiones ganaderas del mundo y en particular de América Latina, se ha
reportado una creciente abundancia de helechos téxicos del género Pteridium que afectan
negativamente la crianza animal vacuna y que ademas de suponer un riesgo al ganado,
también genera un riesgo potencial para el humano por los residuos de PTA en la carne y

la leche [19,55,56].

Planteamiento del Problema

Especies relacionadas a H. parallelogramma, pertenecientes a la familia Dennstaedtiaceae
han demostrado contener componentes téxicos, los glucésidos del tipo iludano como el

PTA [40]. En H. punctata en China y Japdn se han encontrado caudatésido, hypacrone, y
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pterosina A [20,21]. Los dos primeros componentes al igual que el PTA generan cdncer de
estdmago en humanos y animales o hematuria enzoética en el ganado [47-49,52,56]. En
Ecuador se han realizado 6 estudios de toxicidad en helechos [35,55-59]. En la provincia de
Bolivar, Calderdon y colaboradores [55] encontraron PTA de P. aquilinium y P.
arachnoideum, en muestras de leche de ganado vacuno. Sin embargo, no hay reportes de
estudios sobre las mas de 10 especies de helechos comestibles en el pais. Aunque no se
conoce la comercializacion de estos helechos, salvo de H. parallelogramma a nivel local, en
la provincia de Napo [60] el consumo continuo de estos brotes podria ser perjudicial para

la salud de los miembros de estas comunidades.

Justificacion de la Investigacion

La provincia de Napo tiene una poblacién de 103 697 habitantes, de los cuales alrededor
del 40% pertenece a la comunidad Kichwa [61,62], quienes en su dieta familiar consumen
los brotes de un helecho conocido localmente como garabatoyuyo (H. parallelogramma)
[63]. El consumo de esta especie ha incrementado en los ultimos afos, motivados por
programas como el de Chakra Kichwa patrocinado por la Agencia de Cooperacién Alemana
GIZ (Gesellschaft fiir Internationale Zusamm, por sus siglas en aleman) y programas de la
alcaldia de Tena y Archidona que promocionan e incentivan el consumo de productos

locales [60].

Estudios en P. caudatum en Venezuela, encontraron presencia de pterosina A vy
caudatodsido [64]. En Ecuador no existen estudios en los cuales se demuestre la presencia

de PTA, o compuestos relacionados a éste, en los brotes jévenes de H. parallelogramma.

Debido al incremento del consumo de esta especie es necesario determinar si los brotes

gue se comercializan y emplean en platos tipicos dentro de la provincia de Napo contienen
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algunos de estos metabolitos potencialmente carcinogénicos con el fin de recomendar o

no el consumo y comercializacion.

Pregunta de Investigacion

¢Estd presente el PTA o compuestos relacionados en los brotes jovenes de H.

parallelogramma?

Hipotesis

Los brotes jovenes de H. parallelogramma poseen PTA o pterosinas Ay B, al igual que otras

especies de la familia Dennstaedtiaceae.

Objetivos de la Investigacion

General

Determinar la presencia de PTA y/o compuestos relacionados en los brotes jovenes

de H. parallelogramma.

Especifico

e Detectar PTA y pterosinas A o B en muestras de brotes del helecho H.
parallelogramma, de diferentes lugares de procedencia y con distintas

formas de procesado: secas, crudas, cocinadas en agua y en maito.
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CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

Campo

El primer paso para trabajar con el helecho consumido en Napo, consistié en la
identificacién de la especie. Para esto se recurrié a identificar los lugares de produccién o
cosecha de los brotes. Se visitaron los sitios de venta de los brotes en mercados de Tena y
Archidona. Se conocieron a los vendedores, quienes nos indicaron los lugares donde
cosechaban la especie. A partir de esto, se visitaron los lugares varias veces y con los
vendedores se tomaron fotografias de la especie. Los dias de cosecha, con la ayuda de la
sefiora Rosalina Chimbo Alvarado (vendedora), se compraron brotes y frondas in situ: Alto
Pano, El Calvario, Pumayacu y Lucidn, comunidades a menos de 6 km de la ciudad de Tena,
y se observo si los brotes se cortaban del suelo (estado fenoldgico 1) o de plantas adultas

(en estado fenolégico 1V) (Figura 1B y Figura 7).

(100 eI

R~ i

Figura 7. Visita a los lugares de procedencia de los brotes de H. parallelogramma.
A: Alto Pano. B: Lucian, lugar del que se obtiene el garabatoyuyo tanto del suelo como de las
frondas adultas.
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Las frondas se secaron en la Universidad lkiam y mediante claves de identificacion [16], se
revisaron sus caracteristicas, el peciolo y la forma y posicién de los soros en la hoja. Se
fotografiaron en detalle las muestras secas y se compararon con muestras botdnicas en el
herbario de la Pontificia Universidad Politécnica del Ecuador y en el herbario del Instituto
Nacional de Biodiversidad (INABIO). Se encontrd la misma especie en el herbario de INABIO

como H. parallelogramma.

Los brotes, desde el lugar de colecta fueron transportados en caja fria (4°C) con una
estructura aislante de poliuretano, al laboratorio de Productos Naturales de la Universidad
Regional Amazodnica lkiam. Para ello, fueron extendidos sobre papel absorbente y se
protegieron en bolsas plasticas para mantener la humedad adecuada de la muestra [65].

Se mantuvieron refrigeradas a 4°C hasta realizar sus distintos tratamientos.

De cada sitio: Lucian, Pumayacu, Alto Pano y El Calvario, se analizaron tres individuos
(provenientes de plantas adultas, estado fenoldgico 1V). Las muestras pasaron por cuatro
procesos de preparado y coccion: 1-cruda, 2-muestra seca (a 45 °C por un dia en una estufa
Esco Isotherm—OFA-54-9), 3-cocinada directa (en agua durante 5 minutos) y 4-cocinada en
maito con sal (envueltos en hojas de bijao y asados hasta que las hojas se doraron) para un
total de 48 muestras. En el caso de Lucian, el lugar del que la mayoria de personas obtiene
el garabatoyuyo para su venta, se afiadieron brotes provenientes tanto del suelo (estado
fenoldgico I) como de frondas adultas (en estado fenoldgico IV) solamente para el

tratamiento crudo. El nimero total de muestras fue de n=51. (Figura 8).
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Figura 8. Descripcion resumida de la metodologia empleada para detecciéon de PTA y compuestos relacionados.
Dividida en campo que hace referencia a las actividades de identificacion, recoleccidn y tratamiento de las muestras y
laboratorio para la deteccidn de PTA y pterosinas.
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Laboratorio

La extraccion y deteccion se basé en el protocolo 4 de la tabla 3 [4], en funcion de los
insumos necesarios, disponibilidad en lkiam y de la sensibilidad de la técnica. En resumen,
esta metodologia permite la determinacién de PTA y pterosinas de compuestos
relacionados mediante LC-MS, que monitorea los iones moleculares y patrones de

fragmentacidn caracteristicos.

Los brotes procesados (160 mg-peso humedo) fueron machacados y agitados con 4 mL de
agua destilada y 4 mL de diclorometano mediante agitacion magnética en vasos
precipitados de 50 mL cerrados con aluminio durante 2 horas a 350 rpm. La mezcla fue
traspasada a tubos cénicos para centrifuga de 15 mLy se centrifugaron (Centrifuga Sorvall
ST40R, Thermo Scientific) a 3 000 rpm por 10 minutos para ayudar a separar las capas de
los solventes. De la fase organica, se filtr6 1 mL (filtro Millipore millex-GV de 0,22 um,
marca: Merck) que fue transferido a un vial para su andlisis por LC-MS (cromatdgrafo
liquido con espectrometro de masas Q-TOF, modelo: Acquity | Class UPLC Xevo G2-XS
QTOF, marca: Waters (UPLC -esi(+)MS)). Las muestras se inyectaron y eluyeron a un flujo
de 0.3 mL/min con gradiente de metanol grado LC-MS (B) y acetato de amonio 10 mM (A)

de la siguiente manera (Tabla 4):

Tabla 4. Gradiente empleado para las fases moviles.

Se empled acetato de amonio 10mM y metanol (grado LC-MS) para las fases
moviles. El tiempo de corrida total fue de 21 minutos y el flujo al que eluyeron las
muestras fue de 0,3mL/min.

Flujo Tiempo (min) %A (Acetato de Amonio) %B (Metanol)
Inicial 95 5
3 95 5
. 4 60 40
0,3 mL/min
15 10 90
16 95
21 95 5
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Las condiciones para la corrida cromatografica pueden ser observadas en la Tabla 5. El flujo
de la columna se conecté a la fuente de ionizacién del espectrémetro de masas y se

escaned en el rango de masas de 100 a 800 uma [4].

Los perfiles cromatograficos fueron analizados mediante el paquete de software
MassLynx™ (Corporacion Waters). El primero fue el cromatograma total de iones (TIC) para
todas las muestras de H. parallelogramma (con base a la Figura 11A). El segundo
cromatograma muestra el pico especifico para los compuestos analizados a un tiempo de
retencion definido (tanto para PTA como para pterosina A), el cual se obtuvo por la
busqueda de la m/z de los compuestos (Figura 11B). El tercero, es el espectro de masas

para cada uno de los compuestos (Figura 11C).

Tabla 5. Condiciones para la corrida cromatografica.

Estas condiciones fueron empleadas con todas las muestras analizadas de H. parallelogramma para la
deteccién de PTA y compuestos relacionados. Los valores fueron establecidos antes de iniciar la corrida
cromatografica.

Condiciones del LC Condiciones del MS
Volumen inyectado: 10 plL Sampling cone: 40V
Tiempo de corrida total: 21 minutos Voltaje de capilaridad: 1kV
Columna: C18 1304, 1.7 um, Temperatura de la fuente: 120°C
2.1 mm x 100 mm-Waters Temperatura de desolvatacién: 500°C

Curva de calibracion para PTA

Con la finalidad de cuantificar PTA en las muestras, se realizé una curva de calibracion
utilizando un estandar de PTA. El estandar se adquirid de la casa ChemFaces con >=98% de

pureza, identificado por RMN de 3C (Anexo 2, Figura 23).

Para la preparacién de la solucién madre del analito (disolucién de concentracidn conocida)

se agregd 5mg del estandar de PTA en 10 mL de metanol. Luego, se realizaron 8 diluciones
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en diclorometano como disolvente en concentraciones de: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 y 100

ppb para la curva de calibracién[4]

Validacion del método de extraccion

Para la validacion de la extraccidn, se usé el método de adicion de estandar. Se agregd 2mL
de estandar de PTA de 500 ppb a la muestra y luego al blanco, se los sometid a agitacion
magnética por dos horas, posteriormente se centrifugaron a 3 000 rpm por 10 minutos y
finalmente, se analizaron en el LC-MS tanto la parte acuosa como la organica. Todo esto,
para asegurar que el proceso de extraccién fue el correcto y que la molécula que se analiza,

estd presente en la fase organica y no en la acuosa.

Limite de deteccion y cuantificacion de PTA

El limite de deteccidn (LOD-Limit of Detection) se define como la concentracidon minima de
una sustancia que puede ser detectada con fiabilidad por un método analitico. Este no es
necesariamente cuantificable mientras que, el limite de cuantificacion (LOQ-Limit of
Quantification) es la concentracién mas baja de un analito en una muestra que se puede

determinar con precisidon y exactitud aceptables bajo condiciones establecidas [66,67].

Para medir tanto el LOD como el LOQ, se obtuvo una regresion lineal de la curva de
calibracion del estdndar de PTA junto a la ecuacion de la forma: y=a+bx. El LOD y LOQ, se

expresaron como [67]:

LOD = 33S,/b,

LOQ = 10S,/b,
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Donde, Sa es la desviacion estandar de la respuesta y b, la pendiente de la curva de
calibracion. Los valores se obtuvieron aplicando la herramienta de analisis de los datos a

los puntos de la curva de calibracion en la hoja de calculo Excel.

Anadlisis estadistico

Para determinar diferencias en las intensidades de la fraccion correspondiente a pterosina
A entre las muestras de H. parallelogramma de distinta localidad, se realizé6 un ANOVA
(analisis de varianza) de dos factores. Una prueba paramétrica que permite comparar las
medias de dos o0 mas grupos de variables (en este caso tres variables: tratamiento, lugar e
intensidad de las muestras). Este analisis se desarrollé en la plataforma RStudio (versidon R

3.6.2).
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CAPITULO IlIl: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

Curva de calibracion para PTA

A partir de los datos que se presentan en la Tabla 6 obtenidos del LC/MS, se calculd la curva
de calibracion para el PTA. Se obtuvo una regresion lineal (concentracion del estandar vs
area) con un coeficiente de correlacién r de 0.995972 y un r2 de 0.991961 junto a un grafico

de residuales para determinar si la regresion lineal es la adecuada (Figura 9).

Tabla 6. Datos de area, concentracion y tiempo de retencion del estandar de PTA para su curva de
calibracion.

La tabla muestra las concentraciones del estandar que se emplearon para realizar la curva de calibracion, a
mas del blanco de diclorometano. El tiempo de retencidn promedio para la fraccidn correspondiente a PTA
fue de 9,56 min.

N° Nombre Tipo Concentracion (ppb) RT Area %Dev
1 Blanco Blanco - 9.54 27793.691 -
2 Std_10 Estandar 10 9.52 74880.586 13.6
3 Std_20 Estadndar 20 9.54 100721.391 -2.9
4  Std_30 Estandar 30 9.54 127695.953 -7.2
5 Std_40 Estandar 40 9.56 159459.156 -5.6
6 Std_50 Estandar 50 9.57 184461.484 -8.8
7 Std_60 Estandar 60 9.59 239531.688 4.6
8 Std_80 Estandar 80 9.59 307818.188 5.1
9 Std_100 Estandar 100 9.61 362397.594 1.1
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Figura 9. Curva de calibracidén para el estandar de PTA.

A. Grafico de residuales para determinar si la regresion lineal es la adecuada. B. Regresion
lineal con un coeficiente de correlacién: r= 0.995972 y un r>= 0.991951 y una curva de
calibracién: 3202.14x + 38516.4

Los picos de los estandares de menor (10 ppb) y mayor concentracién (100 ppb) que sirven
para la cuantificacion de PTA se observan en la Figura 10. En la figura 10A, se observa el
pico correspondiente a PTA y dos picos satélites con una m/z similar, sin embargo, estos
pertenecen al blanco de diclorometano, por lo que se descartan. El tiempo de retencidn

promedio fue de 9.56 min y la m/z de 399.163, correspondiente al ion precursor [M+H]".
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Validacion del método para LC-MS

Limite de deteccion y cuantificacion de PTA

Los limites de deteccion y cuantificacion para el PTA fueron los siguientes:

LOD = 3.3 x18058.5/3202.14

LOD = 18.6 ppb

LOQ =10 % 18058.5/3202.14

LOQ = 56.39 ppb

Validacion del método de extraccion

Para validar el método de extraccidn, se afiadio el estandar de 500 ppb tanto en el blanco
como en una muestra cruda al azar y se inyectd la fase acuosa y la fase organica. El
estandar, como se esperaba, estaba en las fases orgdnicas del blanco y la muestra. El pico
respectivo fue detectado en el equipo con un tiempo de retencidon de 9.54 min (Figuras 11
y 12), mientras que en la fase acuosa no se detectd ningun pico caracteristico del PTA
(Figura 13 y 14). De igual forma, al buscar la masa exacta de 399,16 m/z en otros tiempos

de retencidn, no se obtuvo ningun resultado positivo (Figura 13 Cy 14 C).
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Figura 11. Perfil cromatografico para el blanco de diclorometano (fase organica) con estandar de 500 ppb de PTA.
A: Perfil cromatografico completo del blanco con una fraccidén que eluye en el minuto 9.54 correspondiente a PTA (rojo) B: Pico especifico de PTA. C:

Espectro de masas que muestra la m/z caracteristica de 399 [M+H]*, los otros picos son parte del blanco.
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Figura 12. Perfil cromatografico para muestra cruda de H. parallelogramma en diclorometano (alicuota de la muestra presente en la fase organica) con

estandar de 500 ppb de PTA.
A: Perfil cromatografico completo de la muestra con una fraccidn que eluye en el minuto 9.52 correspondiente a PTA. B: Pico especifico de PTA. C: Espectro de

masas que muestra la m/z caracteristica de 399 [M+H]* para PTA.
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Figura 13. Perfil cromatografico para el blanco de agua (fase acuosa) con estandar de 500 ppb de PTA.

A: Perfil cromatografico completo del blanco sin presencia de la fraccion correspondiente a PTA. B: No se detecta el pico de PTA, en un circulo rojo se observa el ruido. C:
Espectro de masas que confirma la ausencia del pico de m/z 399 [M+H]* para PTA.
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Figura 14. Perfil cromatografico para muestra cruda de H. parallelogramma en agua (alicuota obtenida de la fase acuosa) con estandar de 500 ppb de PTA.
A: Perfil cromatografico completo sin presencia de la fraccidn correspondiente a PTA. B: No se detecta el pico de PTA, en un circulo rojo el ruido. C: Espectro de masas

que confirma la ausencia del pico con m/z 399 [M+H]* para PTA.
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Identificacion de PTA en las muestras

El blanco de diclorometano no presentd un pico parecido al de PTA, por lo que no interfirid
en los resultados (Figura 15). De las 51 muestras analizadas, solamente en una de ellas
(muestra de Alto Pano, tratada en fresco) se observé la masa caracteristica del PTA (Figura
16). Sin embargo, éste no pudo ser cuantificado pues presentd un nivel menor del LOQ y

LOD obtenidos previamente. Por lo que se descartd la presencia de PTA en las muestras.
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Figura 15. Perfil cromatografico para el blanco de diclorometano, sin presencia del pico de 399 m/z para PTA.
Se pueden observar 3 fracciones que eluyen en los minutos 4.41, 9.37 y 14.04, que corresponden al blanco, lo demas representa ruido.
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Figura 16. Perfil cromatografico para la muestra de H. parallelogramma de Alto Pano con presencia del pico para PTA.
A: Perfil cromatografico completo de la muestra, no se observa la fraccion correspondiente a PTA. B: Pico integrable para PTA que eluye en el minuto 9.52.
C: Espectro de masas que muestra la presencia de m/z 399 [M+H]* para PTA. Sin embargo, el valor se encuentra por debajo del LOD y LOQ.
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Identificacion de compuestos relacionados a PTA

Considerando que se descartd la presencia de PTA y que, mediante la verificacion del
proceso de extraccién ningun compuesto con masa y perfil similar a PTB (compuesto de
degradacion de PTA) fue identificado, se prosiguié con la busqueda de compuestos

relacionados.

El analisis de los espectros de las diferentes muestras evidencid la presencia de pterosina
A que se produce por la degradacién del caudatésido (no encontrado en las muestras). El
pico obtenido en el tiempo de retencién de 7.32 con un m/z de 249 correspondiente al ion
precursor [M+H]* de Pterosina A, fue visualizado junto a otros picos caracteristicos [29,68]
de 185.1187 (Ci4H17%), 203.1300 (C14H190%*) y 231.1261 (Ci5H1902*), ademads de un pico de
271.1197 m/z de la forma [M + Na]* (Figura 18). No hubo necesidad de seleccionar el ion
molecular y realizar otra fragmentacion pues la ionizacion fue suficiente para visualizar su
patron caracteristico. En el blanco de diclorometano, no se presentd la m/z caracteristica

de pterosina A, por lo que este disolvente no interfirié con los resultados (Figura 17).

Todas las muestras analizadas (n=51) presentaron los cinco picos caracteristicos
mencionados anteriormente. Al comparar los espectros de las muestras, se observan
diferencias en la intensidad de su pico con m/z 249.1403 [M+H]* (Figura 19). La tabla 7
detalla los cambios en las intensidades del pico correspondiente a pterosina A dependiendo
del lugar y los tratamientos. Las muestras en maito mostraron mayor estabilidad en el pico

de 271 m/z caracteristico al unirse al sodio.

Para las intensidades de pterosina A obtenidas en las muestras de cada lugar, se realizd un
anadlisis de varianza (ANOVA) de dos factores (Tabla 7, 8 y Figura 20 A). Del analisis

estadistico, no se encontraron diferencias significativas entre los lugares de procedencia
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de las muestras, excepto entre Lucian y El Calvario (Figura 20A). A pesar de esto, cabe
recalcar que se observé una tendencia de mayor intensidad de pterosina A para los
tratamientos de muestras secas y en maito de Lucidn y Pumayacu respecto al resto de
lugares (Lucidn en mayor medida). Ademads, en todos los tratamientos, las muestras que
menores intensidades presentaron fueron las cocinadas, especialmente en Lucian y el
Calvario. Con respecto a los procesados de las muestras, se encontraron diferencias
significativas entre los mismos (p < 0.05), siendo la muestra seca, el tratamiento donde se

encontrd la mayor intensidad para la fraccién de pterosina A (Figura 20B).

En cuanto a la diferencia entre los brotes recolectados tanto del suelo como de frondas
adultas (estados | y IV) en Lucian, se encontrd una mayor intensidad en las del estado |

(Tabla 9).
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Figura 17. Perfil cromatografico para el blanco de diclorometano sin presencia de un pico de m/z de 249.
Lo que se puede observar son 5 fracciones pertenecientes al blanco y lo demas ruido. Se confirma la ausencia

del pico de m/z 249 [M+H]* perteneciente a pterosina A en el blanco.
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Figura 18. Perfil cromatografico de una muestra de H. parallelogramma con la fraccion correspondiente a pterosina A.
A: Perfil cromatografico completo, se muestra el pico base de 249 m/z [M+H]* que eluye en el minuto 7.3. B: Vista del pico base de 249 [M+H]* saturado.
C: Perfil de fragmentacion de Pterosina A, ademas del pico de 271 m/z [M+Na]*.
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Figura 19. Perfiles cromatograficos que sefialan el pico con m/z de 249 [M+H]* sugerida como Pterosina A en muestras con diferentes tratamientos.
La intensidad varia segun el tratamiento y el lugar. A: muestra fresca. B: muestra seca. C: muestra cocinada. D: muestra en maito
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Tabla 7. Intensidad de los picos con m/z 249 [M+H]* para pterosina A en las muestras de H.
parallelogramma segun el tratamiento y lugar.

La tabla detalla las intensidades para la fraccion correspondiente a pterosina A (en triplicado) y relaciona el
procesado de la muestra con el lugar de procedencia, importantes para el analisis estadistico (ANOVA). *:
Picos saturados. +: Picos de 271 m/z [M+Na]* mas estables.

Tratamiento Lugar Intensidad 1  Intensidad 2  Intensidad 3

El Calvario 4.39e5 4.35e5 4.30e5
Alto Pano 2.13e6 2.11e6 2.20e6

Muestra fresca
Pumayacu 2.57e6 2.57e6 2.40e6
Lucian 2.88e6 2.78e6 2.81e6
El Calvario 2.00e7 1.96e7 2.03e7
Alto Pano 1.80e7 1.84e7 1.75e7

Muestra seca
Pumayacu 2.81e7* 2.90e7* 2.83e7*
Lucian 3.05e7* 3.02e7* 2.96e7*
El Calvario 2.08e5 2.03e5 2.10e5
Muestra Alto Pano 1.96e6 1.89e6 2.00e6
cocinada Pumayacu 1.22e6 1.25e6 1.21e6
Lucian 4.56e5 4.56e5 4.44e5
El Calvario 4.84e6" 4.82e6" 4.84e6"
Muestra en Alto Pano 6.08e6" 6.03e6" 6.05e6*
maito Pumayacu 1.37e7* 1.38e7* 1.41e7*
Lucian 2.37e7* 2.35e7* 2.40e7*
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Figura 20. Diferencias en la intensidad del pico con m/z 249 [M+Na]* para pterosina A en muestras de H.
parallelogramma.

A: Resultados del ANOVA de dos factores (lugar de procedencia y procesado de la muestra). Se puede
observar que las muestras en maito y secas de Lucian y Pumayacu, presentan mayores intensidades. Las
muestras con menores intensidades son las cocinadas, especialmente de El Calvario y Lucian.

B: Analisis estadistico que demuestra las diferencias significativas entre los tratamientos.

Tabla 8. Diferencias en la intensidad del pico m/z de 249 [M+Na]* en los brotes de H. parallelogramma
provenientes de Lucian.

En la tabla, se comparan los valores de intensidad (triplicado) de las muestras crudas de Lucian dependiendo
de su estado fenolégico: brotes recolectados del suelo (estado 1) y de frondas adultas (IV). Ademas, se pueden
observar sus respectivas varianzas y desviaciones estandar.

Estado Intensidad Intensidad Intensidad Promedio Varianza Desviacion

Fenolégico 1 2 3 estandar
v 2.88e6 2.85e6 2.90e6 2,88e06 4,22e08 20548,05
I 6.54e6 6.53e6 6.51e6 6,53e06 1,56e08 12472,19
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

El andlisis de 51 muestras de brotes del helecho H. parallelogramma en comunidades de
Napo, sugiere la presencia de Pterosina A en la totalidad de las muestras (Figura 18 y 19).
Los picos encontrados son similares a los identificados en bases espectrales [68], que
revelan 5 picos caracteristicos, el ultimo de 271 del tipo [M + Na]*, mucho mas estable y

con mas intensidad en condiciones salinas de muestras de tratamiento en maito.

La presencia de pterosina A en los brotes de garabatoyuyo es coherente con lo encontrado
en otras especies del género como en H. punctata, pese a que esta especie es originaria de
China [21]. La presencia de PTA y compuestos relacionados también ha sido documentado
en otras especies en lugares distantes indicando que esta caracteristica puede deberse a
un mecanismo de defensa frente a cualquier ataque de animales, aunque sigue siendo un

tema de debate [17].

Por otra parte, como se observa en la Tabla 7, las intensidades del pico de 249 m/z de la
forma [M + H]* varian para cada uno de los tratamientos y los lugares, presentandose picos
mas intensos en las muestras secas y en maito de Lucidn. Esta intensidad podria estar
relacionada con la abundancia del helecho en este lugar, como se ha observado en otros
estudios en Nueva Zelanda con Pteridium esculetum (G. Forst.) Cockayne [38] donde
encontraron una correlacidon positiva entre la densidad del helecho y la produccién de estos
compuestos. Sin embargo, se requieren futuros analisis cuantitativos que permitan

conocer si la intensidad observada en las muestras esta relacionada con la concentracion.

Las muestras cocinadas para todos los lugares mostraron una reduccién en la intensidad
de los picos (Tabla 7), lo cual podria ser consecuente con estudios donde se ha demostrado

gue el calentamiento, conduce a una disminucidon de los compuestos y una posible
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reduccion de la toxicidad, atribuible a la inestabilidad térmica de los principios activos
(pteridienona) [69]. En un estudio en Japdn, con helechos procesados (tratados con agua
hirviendo, cenizas de madera, bicarbonato de sodio y NaCl), se demostré que, a pesar de
la reduccién de estos compuestos, la actividad cancerigena se conservaba en el helecho.
Una actividad mas leve que en helechos crudos, pero que era capaz de producir el

desarrollo lento de tumores en ratas de experimentacién [50,70].

Con referencia a la comparaciéon entre los brotes recolectados del suelo y de frondas
adultas (1y IV, respectivamente. Tabla 8) en Lucian, se observé diferencias en la intensidad
de picos para las muestras recién brotadas del suelo (I). Estudios y andlisis adicionales son
fundamentales para la cuantificacién de este compuesto y relaciones correspondientes.
Este resultado podria responder a la hipétesis propuesta de que los compuestos son un
mecanismo de defensa de la planta al momento en el que comienzan a emerger los brotes,

pues trasladan el PTA y compuestos relacionados, a los mismos para protegerlos [71].

El PTA y sus compuestos relacionados pueden también generarse por estrés ante las
condiciones climaticas, el tipo de suelo y su uso. Se ha verificado que los cortes de los
helechos pueden aumentar la cantidad de PTA y compuestos relacionados en los rebrotes
y en el ambiente, a diferencia de aquellos helechos que no han sido perturbados [72]. Dado
que Lucian parece ser el lugar de donde mas se obtiene el garabatoyuyo para su venta, los
individuos pueden estar sujetos a corte constante de sus brotes y hojas (observacién
personal y comunicacion con Rosalina Chimbo Alvarado de la comunidad de Lucian), lo cual

deberd analizarse mediante la cuantificacién de este compuesto.

Aunque el caudatdsido, del que se produce la pterosina A, no fue encontrado en las

muestras, la presencia de su respectiva pterosina indica que el caudatdsido se encuentra
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en la planta viva (como ha sido demostrado en varios estudios que analizan las pterosinas
para rastrear la presencia previa de estos compuestos) [21,29,52,73-78]. En un estudio
realizado en frondas adultas del género Pteridium, se demostrd que en ocasiones pueden
encontrarse tanto las pterosinas como el PTA y componentes relacionados, o en otros casos
pueden encontrarse Unicamente las pterosinas [29]. Se considera que, las pterosinas
normalmente no estdn presentes en plantas vivas, sino que son productos de degradacion
de moléculas como el PTA, caudatdsido, o pueden producirse durante el tratamiento de la

muestra (dependiendo de los solventes empleados) [29].

En relacién al caudatésido, en un estudio realizado en Venezuela en P. aquilinum var.
caudatum, se indicé que el contenido de caudatdsido va descendiendo desde el primer
estado fenoldgico del helecho hasta que llegan a adultos [64], siendo los brotes los que
conservan una mayor actividad cancerigena, por lo que su consumo podria representar un
riesgo para la salud [50]. Adicionalmente, el caudatdsido puede encontrarse en los brotes
a mayores concentraciones superando al PTA (que en ocasiones también puede estar

presente), lo que aumenta el potencial carcinogénico de la planta [64].

Finalmente, se demostrd que una cuantificacion Unicamente dirigida al PTA no representa
el contenido total de los glucdsidos del tipo lludano reactivos que existen en la planta [29],
por lo cual es importante buscar compuestos relacionados a éste en las muestras como
hypacrone y caudatésido. Mientras mas compuestos téxicos sean identificados en la
planta, mayor es la probabilidad de carcinogenicidad. Como consecuencia, se debe realizar

el estudio completo de la planta.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En efecto, H. parallelogramma como otras especies de la familia Dennstaedtiaceae

posee un glucdsido del tipo iludano.

En el analisis de las 51 muestras de brotes del helecho H. parallelogramma en
comunidades de Napo, se descarto la presencia de PTA y se sugiere la presencia de

pterosina A (producto de degradacion de caudatdsido) en todas.

En Lucian, los brotes que recién emergen del suelo poseen una mayor intensidad

del pico para pterosina A comparados a los brotes recolectados de frondas.

Se observé una mayor intensidad del pico para pterosina A en las muestras secas y
una reduccion de la misma en todas las muestras cocinadas, que podria estar
relacionado a la inestabilidad térmica de estos compuestos. Pese a ello, aln se

requieren estudios cuantitativos junto a un estandar para su confirmacién.

Recomendaciones

A pesar de que se sugiere la presencia de pterosina A por los cinco picos
caracteristicos en la totalidad de las muestras analizadas; es necesario continuar
con la cuantificacidn junto a un estandar para conocer si la intensidad para el pico

de pterosina A esta relacionada con la concentracién de este compuesto.

Ademads, es necesario continuar con la comprobacidon de otros glucdsidos de tipo
iludano que pueden estar presentes en H. parallelogramma como hypacrone y
ptaquilésido Z, con estandares que permitan realizar sus respectivas detecciones y

cuantificaciones.
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Se recomienda analizar la presencia de PTA y compuestos relacionados en esta
especie de helecho a lo largo del afio, para determinar si existe una variacién como
consecuencia de sus fases de latencia, crecimiento, maduracién y senescencia o con

los datos de clima.

Se propone, realizar estudios basados en el estrés fisioldgico que sufre la planta por
pastoreo o por corte constante, que afectan en la concentracién de los compuestos
cancerigenos. Esto traeria consigo el mejor manejo de la especie dentro de la

provincia, asi como su control en dreas donde posee dominancia.

Considerando que comunidades como Awa, Cachi, Tsachila y otras pertenecientes
a las zonas rurales de Ecuador, consumen helechos, es importante determinar la
presencia de compuestos toxicos que podrian representar un gran riesgo para los

seres humanos y animales.

Es necesario realizar ensayos de toxicidad para analizar el rol que tienen estos

compuestos ante enfermedades como el cancer y la HEB.
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ANEXOS
Anexo 1: Perfiles cromatogréficos completos de las muestras analizadas que presentan la m/z de 249 correspondiente a Pterosina A.
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Figura 21. Perfiles cromatograficos completos para las muestras de El Calvario.
A: Muestra cruda. B: Muestra seca. C: Muestra cocida. D: Muestra en maito.
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Figura 22. Perfiles cromatograficos completos para las muestras de Alto Pano.
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A: Muestra cruda. B: Muestra seca. C: Muestra cocida. D: Muestra en maito.
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Figura 23. Perfiles cromatograficos completos para las muestras de Pumayacu.
A: Muestra cruda. B: Muestra seca. C: Muestra cocida. D: Muestra en maito.
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Figura 24. Perfiles cromatograficos completos para las muestras de Lucian.

A: Muestra cruda. B: Muestra seca. C: Muestra cocida. D: Muestra en maito. E: Muestra cruda en estado fenoldgico I.
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Anexo 2: RMN de 13C del estdndar adquirido en ChemFaces
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Figura 25. RMN de *3C del estdndar de ptaquilésido.
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