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Resumen

El helecho macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) es un tipo de arvense, cosmopolita, abundante en
zonas de pastoreo, que se caracteriza por su complejo perfil fitoquimico. Dentro de su estructura, se han
identificado compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides, taninos, terpenoides y toxinas. Debido a esto,
la especie vegetal ha sido relacionada con problemas de salud en animales de pastoreo, siendo una de
las mas complejas afecciones, la denominada hematuria bovina enzoética. Son los grupos funcionales de
los metabolitos secundarios de esta especie, los que inciden en que tenga una alta toxicidad, entre los
principales grupos ciano, terpelactonasy anillos sulfuricos. Sin embargo, aunque tiene compuestos que
podrian producir astringencia o amargor, la planta resulta palatable para el ganado bovino, sobre todo
en el estado fenoldgico inmaduro de la especie, esto ademas considerando que las fincas evaluadas no
realizan labores culturales para disminuir la poblacién del helecho macho, ademas de la pobreza de
suelo y pasto, el ganado lo consume como complemento a su dieta habitual. Este estudio, buscé
relacionar la alta incidencia de hematuria enzodtica bovina reportada en la parroquia de Pefiaherrera en
Cotacachi - Imbabura, causada por el consumo del helecho macho por parte del ganado vacuno, el cual
demostré mediante técnicas de cromatografia de capa fina, que contiene toxinas que causan esta
enfermedad.

Palabras clave: Helecho macho, Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, Hematuria enzodtica bovina

(HEB), cromatografia de capa fina, pterosina A.
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Abstract

Bracken fern (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) is a cosmopolitan weed abundant in grazing areas,
characterized by its complex phytochemical profile. Phenolic compounds, flavonoids, alkaloids, tannins,
terpenoids, and toxins have been identified within their structure. Because of this, the plant species has
been linked to health problems in grazing animals, one of the most complex conditions being enzootic
bovine hematuria. The functional groups of the secondary metabolites of this species, particularly cyano
groups, terpelactones, and sulfur rings, are responsible for its high toxicity. However, although it
contains compounds that could produce astringency or bitterness, the plant is palatable to cattle,
especially in its immature phenological stage. This is further supported by the fact that the farms
evaluated do not implement any management practices to reduce the male fern population, and given
the poor soil and pasture conditions, the cattle consume it as a supplement to their regular diet. This
study sought to link the high incidence of bovine enzootic hematuria reported in the parish of
Pefiaherrera in Cotacachi, Imbabura, to the consumption of male fern by cattle. Thin-layer
chromatography techniques demonstrated that the fern contains toxins that cause this disease.

Keywords: Male fern, Pteridium alquilinum (L.) Kuhn, Enzootic Bovine Hematuria (EBH), thin

layer chromatography, pterosin A.
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Capitulo |
Introduccion
Planteamiento del problema

El helecho macho es una especie del tipo arvense, que se considera una planta venenosa por las
sustancias téxicas que comprenden dentro de su complejo perfil fitoquimico. Sustancias como la
prunasina y el ptaquildsido, han sido citadas en varias referencias actuales, las cuales lo correlacionan
con problemas de salud animal, tales como son la intoxicacién aguda por cianuro, hematuria, atrofia
retiniana, inmunodeficiencia y trastornos lifoproliferativos incidiendo altamente en la aparicién de
carcinomas, en ganado bovino principalmente. (Kato-Noguchi & Kato, 2026).

La plasticidad fenotipica de la especie Pteridium aquilinum (L.) Kuhn es un tema complejo para
considerar respecto a las modificaciones que sufre a nivel fitoquimico, dado principalmente por las
influencias ambientales en el que crece y reproduce. Adicional a esto, Pteridium puede persistir en
condiciones climaticas adversas y cuenta con caracteristicas clasicas de especie competitiva; siendo asi,
un gran atributo la capacidad de alta reproduccién, argumento por el cual su proliferacién en habitats
no controlados se da de forma descomunal (Marss & Watt, 2006).

En la parroquia rural de Pefiaherrera, se ha observado que el helecho macho es palatable para el
ganado bovino, sobre todo en épocas de sequia, donde el pasto comun es escaso. Dada esta situacion,
de forma generalizada en zonas de pastoreo con ganado, ha resultado en un consumo masivo de dicha
especie y, por ende, la salud animal ha empeorado notablemente. Estudios recientes han documentado
gue una de las enfermedades con mayor prevalencia, en ganado que se encuentra criado en dichas
condiciones, es la hematuria enzodtica bovina (HEB) (Micheloud et al., 2017).

La HEB es un sindrome crénico de sangre en la orina, relacionada con anemia y tumores

vesicales que resulta en la muerte del ganado. Este particular es ocasionado directamente, por el
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consumo en potreros invadidos por Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Mejia Pacheco & Malo Cevallos,

2020).

Formulacién del problema o pregunta de investigacion.

A partir de lo anterior, la pregunta de investigacién se plantea, basandose en evidencias
cientificas halladas y dentro existentes sobre la correlacién entre las toxinas del helecho macho
Pteridium aquilinum y la incidencia de HEB. El cuestionamiento especifico es: ¢ COmo se relacionan las
toxinas presentes en Pteridium aquilinum (L.) Kuhn con la alta incidencia de hematuria enzoética bovina,
diagnosticada en ganado lechero de la parroquia rural Pefiaherrera, en Cotacachi - Imbabura?

Objetivos

Objetivo general: Evaluar la presencia de toxinas, en distintos estados fenoldgicos de helecho
macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn), recolectado en fincas lecheras con alta incidencia de hematuria

enzodtica bovina (HEB) en la parroquia de Pefiaherrera.

Objetivos especificos:

e Caracterizar botanicamente el helecho macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) en la zona de
estudio.

e Evaluar la presencia de toxinas y compuestos relacionados en el helecho macho
(Pteridium aquilinum (L.) Kuhn).

e Correlacionar la presencia de toxinas en el helecho macho (Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn) con la incidencia de hematuria enzoética bovina (HEB) en la parroquia de
Pefiaherrera.

Justificacion.
La especie Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, es una especie pteridofitica con distribuciéon
practicamente cosmopolita y marcada capacidad de invasion de pastizales y areas degradadas. Segun

Kato-Noguchi & Kato (2026), la especie presenta una notable adaptabilidad a diferentes regimenes
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climaticos, asi como una alta capacidad de rebrote; siendo persistente en potreros destinados para criar
al ganado.

En este sentido, el helecho macho representa actualmente una amenaza real para la salud
animal, enfatizada principalmente por la distribucion global de la especie, rdpida propagaciéon mediante
sus esporas y palatabilidad agradable para las vacas; asi también se ha convertido en una planta que
amenaza por su rapida reproduccién a los ecosistemas, especialmente en bosques nativos andinos
(Velazco et al., 2024).

La parroquia rural de Penaherra, es una localidad que se encuentra en la provincia de Imbabura,
cuyo territorio presenta un clima del tipo “Bosque hiumedo”, propicio para el desarrollo del helecho
(Kato-Noguchi & Kato, 2026). Su pequefia poblacion, depende econdmicamente de actividades agricolas
y de la crianza de animales domésticos como el ganado bovino y la venta de leche o subproductos
lacteos. El plan de desarrollo econémico y de sostenibilidad para la parroquia se ha visto seriamente
afectado, debido al gran aumento de casos de enfermedades en ganado, principalmente reportandose
sangre en orina (Hematuria Bovina Enzodtica) y muerte seguida (Pereira et al., 2022).

Pefiaherrera tiene una superficie de 122,4 km2 con un rango altitudinal desde los 1181 msnm
(Aguagran) a 3490 msnm (Cordillera de Toisan). La variacion permite que la especie problema pueda
crecer practicamente en todo el territorio, notablemente abundante en zonas de ganaderia o
agricultura. Adicional a esto, las precipitaciones de la parroquia son en frecuencias regulares, mismo
que, contribuye al desarrollo normalizado del helecho (Magdalena et al., 2025).

El ganado no puede evitar el contacto directo con el helecho, incluso si existen cerramientos
limitantes en los terrenos destinados a protero. Como se ha enfatizado, las toxinas dentro del perfil
fitoquimico del helecho son de facil movilidad, por encontrarse naturalmente en forma de glicésidos
dando como resultado un ataque masivo tanto al tracto digestivo del ganado, suelo y agua cercana (Gil

da Costa et al., 2024).
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Uno de los problemas clinicos mas documentados asociados con la ingestidn de partes
vegetativas de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, es la hematuria enzodtica bovina (HEB), una patologia
cronica que se caracteriza por anemia y lesiones neoplasicas de la vejiga en bovinos, estrechamente
vinculada a la ingestidn prolongada de este helecho. La causalidad es debido a la toxina ptaquilésido; un
sesquiterpeno de caracter aromatico, que se encuentra en distintas concentraciones segun el estado
fenoldgico del helecho, su consumo continuado desencadena procesos carcinogénicos que culminan en
tumores vesicales y otras anomalias del tracto urinario de los animales (Kim et al., 2023).

Garcia-Jorgensen et al., (2021) han analizado frondes de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn en
distintos estados fenoldgicos, observandose que las toxinas varian en niveles de concentracién segun el
proceso de crecimiento por el que esté atravesando el helecho. De hecho, el analisis toxicolégico en el
estado fenolégico inmaduro ha arrojado resultados alarmantes (Malik et al., 2024). Cabe resaltar que, el
ganado prefiere las hojas tiernas por tener un sabor mucho menos amargo y mas dulce, considerando

esto, el problema es mucho mas incontenible (Ribero & Soto-Blanco, 2020).
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Capitulo I
Estado del arte.
Avances en la evaluacion toxicoldgica global de Pteridium aquilinum L. (Kuhn).

El helecho macho es considerado por diversos autores y fundaciones sobre la biodiversidad,
como una de las plantas que se encuentra ampliamente distribuida a nivel global; en este sentido, es
una planta sumamente comun, dentro de los pastizales, montanas, areas verdes, entre otros. Por ello,
es catalogada como cosmopolita (Malik et al., 2024; Sheidai, et al., 2026; Schlegel & Riesen, 2021).

Atribuyendo a su gran capacidad de formar colonias dominantes mediante sus rizomas
subterraneos, es por lo cual, se considera en muchas zonas del mundo como una planta parasita. Y no
solamente en esto, sino, en la alta reproducibilidad mediante sus esporas; misma que, es favorecida por
cambio climatico, incendios o agricultura del tipo “rosa-tumba-quema”, de modo tal que, la
regeneracion forestal es practicamente inexistente (Esclava-Silva et al., 2020; Carvalho et al., 2022).

Debido a la facilidad de expansién e invasion por parte de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, es de
alta relevancia sus reportes de aparicion tanto en potreros como pastizales de América Latina, como son
los paises de Colombia, Ecuador, Venezuela, Bolivia y Brasil; aconteciendo en los mismos un impacto
negativo en gran porcentaje, sobre todo en la biodiversidad, produccién ganadera y salud animal
(retando a la humana) (Rincdn et al., 2016).

Hacia ya varios afios, aproximadamente desde 1998 el helecho macho y en general, el género
Pteridium, ha tomado una relevancia por las toxinas con las que se lo relaciona; principalmente
glucdsidos norsesquiterpénicos del tipo iludiano como el ptaquilésido (PTA), Caudatésido (CAU) y
ptesculentésido (PTE), asi como los productos de hidrdlisis de estos, que en su mayoria son pterosinas
(Pterosina Ay B principalmente). Y adicional a esto, su perfil quimico contiene tiaminasas, prunasina y

compuestos alelopaticos (Kato-Noguchi & Kato, 2026).

Cddigo de documento: UDED-FOR-2026-V5-016 Rev. UPDI:2025-Feb-25
Cddigo de proceso: GDOC-ATAD-1



24

Las razones por las cudles Pteridium aquilinum (L.) Kuhn es analizado fitolégicamente, es porque
su consumo siempre se ha visto envuelto en graves consecuencias para el ganado bovino
principalmente; entre estos, estan la aparicion de hematuria bovina enzodtica, carcinogénesis a nivel de
vejiga y tracto urinario y anemia moderada; causando en muchos casos, la muerte del animal (Sierra et
al., 2025).

En otros aspectos, el Caudatésido y PTE, resultan ser poco estudiados debido a las bajas
concentraciones encontradas en las frondas del helecho; sin embargo, los mecanismos de intoxicacion
son similares o iguales al de PTA. Dentro de los productos de degradacién de dichos compuestos, se
encuentran pterosinas, que han sido detectadas en tejidos vegetales, suelos y fluidos bioldgicos (como
son la leche o sangre); y por ello, son usadas como biomarcadores indirectos a la exposicidn de toxinas
parentales (Kisielius et al., 2020; Kim et al., 2023).

La alquilacién del ADN es considerada uno de los riesgos mas predominantes dados por la
intoxicacion de helecho; esto debido a la formacidn de aductos en posiciones N3 de adenina y N7 de
guanina; conduciendo de este modo a la escisién de bases y dafio en la doble hélice. El dafio genético es
traducido a mutaciones puntuales que promueven la generacion de cancer; inclusive, en complicaciones
cromosomicas por inestabilidad (Rodriguez-Salazar & Chacén-Villalobos, 2023).

Segun Sierra et al., 2025, en ensayos de genotoxicidad realizados en la especie Drosophila
melanogaster han validado la alta capacidad mutagénica y recombino génica de extractos puros de
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, que se conocia, tenian elevadas concentraciones de ptaquildsido.
Estudios de variacion de toxinas por estado fenolégico en América del Sur.

Pteridium aquilinum (L.) Kuhn tiene una dindmica fenoldgica y, por ende, en la concentracidn
toxicoldgica depende en el estado de la planta. Usualmente, se han analizado en dos estados
fenoldgicos principales; maduro e inmaduro. En un estado inicial, especialmente cuando los frondes son

jovenes, los niveles de toxina como PTAy CAU, son sumamente altos, Mientras que, en frondas maduras
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o adultas, la concentracién se ve moderadamente disminuida. Es relevante mencionar que, en rizomas,
las toxinas no suelen acumularse, y por ello, la mayor cantidad de toxina se encuentra en partes aéreas
de la planta (Garcia-Jorgensen et al., 2021; Kisielius et al., 2020).

En este sentido, no solo influye el estado fenoldgico como un factor determinante al contenido
de toxinas de la planta, sino también del cambio climatico, genética de poblacidn, altitud y composiciéon
del suelo (Kato-Noguchi & Kato, 2026). Por ejemplo, se ha denotado que, en regiones andinas, la
presencia del género Pteridium es sumamente acentuada, porque se ha documentado que su
crecimiento es exponencial en condiciones de suelos 4cidos, pobres en nutrientes y altitudes que varian
desde los 1800-3200 msnm (Rodriguez-Salazar & Chacén-Villalobos, 2023).

Por otro lado, la transferencia de PTA, CAU y pterosinas, ha sido reportada sobre todo en leche
de vacas y agua cercana a crecimiento masivo del helecho macho. En Ecuador, se han detectado niveles
residuales de PTA en el 82.76% de muestras analizadas de leche y sangre bovina; reportando incluso
concentraciones maximas de hasta 2219.67 ug/mLy un promedio de 805 ug/mL (Calderdn Tobar et al.,
2015).

Tabla 1.
Concentracion de ptaquildsido en leche de vacas expuestas directamente a Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

en zonas montariosas de Ecuador.

Concentracion maxima Concentracion
Cantén % muestras positivas .
(ug/mL) promedio (ug/mL)
San Miguel de Bolivar 82.76 2219.67 805.42
Chimbo
89.29 2641.13 894.13
Echendia
89.29 2130.12 N/D

Nota: Resultados obtenidos de (Calderdn Tobar et al., 2015).
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Se han llevado a estimaciones generales con los promedios obtenidos en diversos estudios
realizados sobre la presencia de PTA en los residuos de leche bovina y sangre. Usualmente, por la
composicion quimica general que tiene el PTA, la excrecidn de la toxina es sumamente facil y en un
porcentaje directamente correlacionado con la ingestion del helecho (Rincén et al., 2016).

Tabla 2.

Niveles de ptaquildsido en distintos estados fenoldgicos de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn registrados en

Colombia.
Sitio de recoleccion Estado fenoldgico ug/g de ptaquildsido
Zona alta Inmaduro estado | 41
Zona media alta Inmaduro estado I 1194
Zona media baja Maduro estado Il 961
Zona rocosa Inmaduro estado | 23

Nota: Resultados dados por (Rincén et al., 2016).
Avances metodolégicos en la deteccion y cuantificacion de toxinas en Pteridium aquilinum L. (Kuhn).

La deteccidn y cuantificacion de toxinas vegetales es uno de los apartados mas estudiados
dentro del marco de analisis de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. En principio, la separaciéon cromatografica
ha sido la mas relevante para la deteccién y cuantificacion de PTA, sin embargo, gracias al avance basto
de nuevas técnicas de cromatografia, se ha llegado al “Gold standard”, siendo asi, el uso de el
acoplamiento a espectrometria de masas.

La técnica LC-MS/MS o HPLC-MS es una de las metodologias con mayor sensibilidad,
especificidad y capacidad para este tipo de muestra vegetal, en la cual, acontece en contener distintos
tipos de compuestos quimicos en trazas, que varian incluso desde los ppm hasta los ppb (partes por
billén). En general, la técnica va desde una adecuada maceracién en fase sélida SPE, la utilizacién de una

columna C18 con gradientes y el uso del espectrofotémetro de masas en modo MRM (Park et al., 2023).
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La conservacién de las muestras es un tema para considerar cuando se trabaja con Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn, porque la inestabilidad de sus toxinas es algo sumamente recurrente. Lo que se ha
observado en diversas investigaciones, es el uso de tampones acidos, compuestos principal por acetato
de amonio a un pH de 5.5 y las muestras suelen ser congeladas hasta el andlisis (Park et al., 2023).

Actualmente, con finalidades practicas se suele realizar homogenizaciones en las muestras
previamente maceradas con solventes polares o con polaridad moderada; seguido de una limpieza con
cartuchos SPE o la tecnologia QUEChERS y un filtrado con microfiltros de 0,22 um antes de la inyeccion al
sistema de cromatografia (Clauson-Kaas et al., 2016; Hao et al., 2021).

En estudios recientes, la correlacién entre los niveles de pterosinas encontrados en Pteridium
aquilinum (L.) Kuhny la frecuencia de mosaicismo en Drosophila, ha resultado con tendencia positiva. En
este aspecto, el biomarcador resulta ya validado, actualmente, para monitorear la exposicion ante el
helecho macho y el riesgo genotdxico que presupone dicho elemento dentro de un ambiente no
controlado (Feito et al., 2026; Pitchakarn et al., 2021).

Todos estos métodos analiticos, particularmente utilizados para la deteccion y cuantificacién de
toxinas derivadas de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, son guiados en general por normativa internacional;
sobre todo por la consideracion de que la PTA es oncogénica, por lo tanto, la evaluacion requiere alta
selectividad y especificidad, sin alterar la matriz analizada (Park et al., 2023).

Tabla 3.

Resumen de métodos analiticos para deteccion de ptaquildsido.

Método Matriz LOD (ug/L) LOQ (ug/L) Caracteristicas
Accesible pero menos
HPLC-UV Vegetal y leche Aprox. 1 Aprox. 2
sensible
Vegetal, leche, Mayor sensibilidad vy
LC-MS/MS 0.046-2.5 0.37-5
aguay carne especificidad
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Rapido, pero con baja
ELISA Suero bovino Aprox. 10 Aprox. 20

especificidad

Nota: Adaptado de (Sierra et al., 2025).
Estado de investigacion sobre HEB en Ecuador y la regién andina.

Actualmente, la Hematuria Enzodtica Bovina (HEB) representa una enfermedad endémica, sobre
todo en regiones ganaderas de Sierra ecuatoriana, Colombia, Venezuela, Bolivia y Brasil; donde
principalmente se ha denotado una alta invasién en potreros por Pteridium aquilinum y Pteridium
arachnoideum (Garcia-Jorgensen et al., 2021). Por ejemplo, en Ecuador, los estudios documentan una
prevalencia de alrededor del 8.7% para la HEB y una correlacion sin precedentes de helecho macho
(Calderdn Tobar et al., 2015).

Figura 1.
Correlacion con presencia de hematuria y la existencia de helecho Pteridium aquilinum (L.) Kuhn dentro

de Bolivar.

W Hematuria si

M Hematuria no

Z 30

Frecuencia de sitios con

o . , ——
si no
Presencia de helechos

Nota: Obtenido de: Calderdn Tobar et al., 2015.

Dentro del estudio realizado por Calderdn Tobar et al., 2015, se observé que al menos en el 60%
de los casos analizados, la aparicién de HEB era sumamente prevalente y las muertes de bovinos era
recurrente; con un odds ratio de 19.55 para HEB y 6.77 para las muertes reportadas, derivadas de dicha

sintomatologia.
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Generalmente el diagndstico clinico y epidemioldgico en la regidn andina de la sierra
ecuatoriana, es basada en la observacién de sangre en orina; seguida de una fuerte anemia, seguida de
pérdida de peso acentuada y como final, la aparicién de lesiones ulcerativas y tumores de vejiga o en el
tracto urinario (estos ultimos confirmados por andlisis histopatolégico mediante la necropsia)
(Rodriguez-Salazar & Chacén-Villalobos, 2023).

Es de conocimiento veterinario que la enfermedad que conlleva la ingestion de Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn, afecta principalmente a los animales que son mayores a 2 afnos, y por condiciones
de vulnerabilidad, es mucho mas frecuente en hembras gestantes o que recientemente dieron parto
(posparto) (Calderdn Tobar et al., 2015; Gomes et al., 2012).

En los pastizales de la sierra ecuatoriana, se registra una alta presencia de ptaquilésido en leche
de vacas que han sido expuestas de forma continua a Pteridium aquilinum (L.) Kuhn; sobre todo, en
cantones como San Miguel de Bolivar y otros cantones cercanos, donde se han detectado niveles
residuales en un porcentaje de 82.76-89.29% de las muestras analizadas, con concentraciones
sumamente altas (Calderdn et al., 2013; Caceres-Pefia et al., 2013). Con esto, los hallazgos confirman el
riesgo potencial para la salud publica, especialmente en comunidades rurales que consumen la lecha sin
pasteurizarse.

El diagndstico de HEB en campo se suele apoyar en las tiras reactivas urinarias y analisis
microscdpico del sedimento urinario, de forma tal que, son suficientes para detectar HEB y elementos
celulares asociados a dafio renal y vesical (Chenard et al., 2025). La sensibilidad y especificidad de dichas
metodologias han sido validadas para confirmar distintas alteraciones bioquimicas.

Asi también, el tratamiento de animales afectados suele darse a partir de los primeros sintomas
evidentes; en este sentido, la mayoria de los agricultores pasan desapercibidos distintos signos de
enfermedades silenciosas, y al final, en la aparicién de sangre en orina, en muchos casos, el animal ya se

encuentra en una etapa final o casi terminal. Dentro de sus presupuestos y capacidades, los
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tratamientos siguen siendo inciertos y costosos, mediante la administracién de antibiéticos, vitaminasy
suplementos (Verde et al., 2017).

En los ultimos 5 afios, se ha venido utilizando técnicas de teledeteccidn, también conocidas
como fotometria NDVI; una herramienta sumamente eficaz para mapear y monitorear la expansion de
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, en las dreas agricolas y ganaderas. Basado en este contexto, se permite la
deteccion temprana de las invasiones y aplicacién selectiva de controles, sean estos fisicos o quimicos
(Sierra et al., 2025).

Vacios de conocimiento en el marco de esta investigacion.

Incluso después de diversas investigaciones tanto de identificacion como de cuantificacion de las
toxinas representativas de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, actualmente hay muchos vacios importantes,
sobre todo en la variabilidad genética y quimica de poblaciones principalmente de las sudamericanas.
Debido a que varios estudios han sido realizados en zonas de Europa y Asia, las investigaciones
sistematicas en regiones andinas de Latinoamérica son sumamente escasas (Kisielius et al., 2020; Sierra
et al., 2025).

Con respecto a la estabilidad de las toxinas dentro de las distintas matrices en las que se
encuentra, la estandarizacion de un método adecuado de maceracion y conservaciéon han sido debatidas
durante muchos afios. Por lo cual, estudios recientes como el realizado por (Park et al., 2023), han
estandarizado el uso de solventes orgdnicos polares como butanol y etanol. Asi también, la
reconcentracién mediante cartuchos SPE, previo al analisis cromatografico (Kisielius et al., 2022).

En este sentido, surge la necesidad de poder contemplar protocolos que sean reproducibles,
estandarizados y econdmicos; con esto en mente, las consideraciones cientificas deben ser debidamente
validadas y comprobadas mediante rigurosas técnicas de analisis cualitativo y cuantitativo, si requiere el
caso. Es necesario hacer estudios comparativos y en distintas condiciones ambientales (Sierra et al.,

2025).
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Faltan estudios epidemiolégicos longitudinales, con la finalidad de buscar correlaciones dentro
de exposicién e incidencia de cancer bovino; ahora, en este aspecto, aunque mucho mas abarcado,
también se incluye conocer la incidencia de cancer géstrico y otras patologias en poblaciones humanas,
gue consumen leche sin pausterizar o carne mal cocida, dentro de la regiéon andina (Rincén et al., 2016).

La evaluacion se deberia definir dentro de biomarcadores de exposicidn y efecto en humanos y
bovinos; de este modo, actualmente, uno de los métodos mas utilizados es mediante el analisis de
pterosinas, por ser los productos degradados directos de PTA y CAU, pero falta robustez en el analisis

aplicado para las mismas (Malik et al., 2024).
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Marco tedrico
Taxonomia y clasificacidn de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.

El género Pteridium consiste en aproximadamente 100 especies de helechos, donde usualmente
se suelen dar subespecies por cada especie y distintas variaciones, acomplejando bastante la taxonomia
del género mediante técnicas clasicas. Por ello, desde 1999 se han utilizado técnicas genéticas dando
identidad fingerprinting, y a partir de esto, distintas subespecies, ahora son especies; entre ellas, esta
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Stefani¢ et al., 2022).

La especie Pteridium aquilinum (L.) Kuhn pertenece al orden Polypodiales, en la familia
Dennstaedtiaceae. Linneo establecié a dicha especie como Pteris aquilina L. y se transfirio
posteriormente al género Pteridium por Kuhn. La taxonomia del grupo es aln revisada mediante
estudios moleculares y morfométricos; sin embargo, se han reconocido desde 2 hasta 17 taxa

intraespecificos (Schuettpelz et al., 2016).
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Filogenia resumida de las traquedfitas, que muestra las relaciones entre las familias de licofitas y

helechos
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A nivel ecoldgico e integral, han sefialado que las delimitaciones taxondmicas que presenta

Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, se debe por las variaciones presentadas sobre la toxicologia y perfil

fitoquimico; dando distintos valores a nivel de concentraciéon. Debido a esto, las variedades y

subespecies no son extrapolables entre si, incluso, difiriendo a nivel regional. Esto destaca la

importancia de una correcta identificacidon botdnica del material vegetal, previo a cualquier analisis

posterior (Gil da Costa et al., 2024).
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La nomenclatura binominal de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, en sensu lato, ha sido
estandarizada y generalizada para entrar dentro de concordancia cientifica con otras ramas que analizan
al helecho; como es la ciencia veterinaria y toxicoldgica. En Pefiaherrera y mayormente en los andes
ecuatorianos, la subvariedad predominante es arachnoideum (Peregrym et al., 2024).

Morfologia y caracteres botanicos.

Pteridium aquilinum (L.) Kuhn es una planta vascular no semillada, por ello pertenece a la clase
pteridofitica, cuyo cuerpo vegetativo se compone de un rizoma subterrdneo y de frondes aéreas. La
especie tiene una rizoma caracteristica, debido a su nivel de adaptacidn; es un tallo modificado de
crecimiento horizontal, profundo (hasta aprox. 1 m), ramificado dicotdmicamente y cubierto por
tricomas finos de coloracién parda (Malik et al., 2024).

Se conoce que las frondes del helecho macho emergen de forma individual desde el rizoma, de
tal modo que el peciolo presenta gran robustez, erguido, de seccién suborbicular y ligeramente
aplanada en la cara abaxial. La longitud de este tallo varia entre 0.3 a 1.5 m. La ldmina foliar de tamaiio
grande, triangular y con longitud de hasta 2 m; esta dividida de forma bipinnadada o tripinnado-
pinnatifida (Sokolova, 2023).

Figura 3.

Foto a detalle del envés de una fronda de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Nota: Tomada de Hoseito, (2026)
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El color en los peciolos de las hojas jévenes es de un verde bastante intenso; mientras que, enla
adultez o madurez, el color verdoso se va perdiendo hasta dar un tono marrén o negro, sobre todo en la
base. Basado en esto, a nivel observacional, resulta bastante sencillo el separar un espécimen maduro
de uno inmaduro. Respecto a los soros (esporas esféricas-tetraédricas), se encuentran distribuidos a lo
largo del borde de la [dmina foliar, generalmente cubriendo los bordes curvados de la fronda. A pesar de
no desarrollarse anualmente y el nimero cromosémico de 2n = 104, la esporulacién ocurre
principalmente entre julio y septiembre (Sokolova, 2023).

Figura 4.

Soros a detalle de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.

Nota: Tomada de Hoseito, (2026)
Distribucion geogréfica y relacidon dentro de los ecosistemas.

El helecho macho es cosmopolita y se encuentra distribuido de forma abundante en distintos
continentes y altitudes (exceptuando la Antdrtida). Se ha observado que, a altitudes menores a 600
msnm, es mucho mas abundante su presencia a diferencia de altitudes mayores a los 2500 msnm. En
estudios recientes, se ha concluido que el patrén de colonizacién del helecho es agresivay

preferentemente en zonas de reforestacion o sequia (Stefanic¢ et al., 2022).
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En las ultimas décadas, ha sido de alta relevancia el problema de invasién por parte de Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn, debido al impacto que tiene en la parte ecoldgica de las zonas en las que crece. La
interaccidn que tiene dentro de un ecosistema es dificilmente controlable, debido a que se expande de
forma exponencial. Dando asi, que las intervenciones agro-técnicas queden inutilizadas o bloqueadas
(Schuettpelz et al., 2016).

Las condiciones climaticas afectan significativamente la densidad poblacional del helecho. Esto
se ha evidenciado por un estudio reciente, en el cual se analizé una poblacion en la parte sur de
Bulgaria, donde crecia Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, practicamente sin restriccién alguna. Lo que se
encontrd es que la dindmica poblacional del helecho se ve reducida en gran parte por la siega del césped
(Sokolova, 2023).

Figura 5.
Cambios de distribucion en Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, segun las épocas climdticas. (a) Helecho en

pleno crecimiento. (b) Helecho en primavera. (c) Helecho en verano. (d) Helecho en invierno.

Nota: Tomado de Holland & Aplin, (2013)
La época de crecimiento del helecho macho se relaciona directamente con las condiciones

climaticas y del habitat. Se ha observado que crece de forma mas eficiente en zonas abiertas y cdlidas,
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asi como también en épocas primaverales (Ershova, 2012). Pteridium aquilinum (L.) Kuhn es exitoso en
colonizar diversas regiones, debido a su facilidad de adaptacién en suelos acidos y pobres en nutrientes;
esto lo realiza mediante el crecimiento horizontal de sus rizomas, obteniendo asi una alta penetraciény
conquistando la mayor parte de la zona o habitat en la que se desarrolle (Malik et al., 2024).

Figura 6.

Mapa de calor de distribucion en una drea especifica en bosques de Europa.
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Nota: Tomado de Holland & Aplin, (2013)

En el continente americano, Pteridium aquilinum (L.) Kuhn ocupa una franja altitudinal muy
amplia, sobre todo en sistemas montafiosos, como son los Andes de América del Sur (septentrionalesy
centrales), mismos que se encuentran dentro de Ecuador, entre los 1000 a los 3200 msnm; con cierta
tendencia de invasidn en zonas de deforestacidn reciente y potreros (Rincon et al., 2016).

Ecologia, fenologia y plasticidad fenotipica.

La tasa reproductiva del helecho macho es notablemente alta, debido a la capacidad de rebrote
y gran adaptabilidad en distintos entornos ecoldgicos. Por esta situacion, en diversas zonas se lo ha
considerado como una planta parasita o maleza, por la gran facilidad de invasiéon en campos y pastizales,

gue, en realidad, es gracias a su rizoma resistente (Lopez et al., 2022).
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Como se ha ido observando durante esta investigacion, las relaciones ecolégicas de Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn, estan condicionadas en gran parte por su sistema de rizomas. La rizoma es en
esencia un érgano de reserva para nutrientes, propagacién y supervivencia. El mecanismo dado por este
6rgano es la produccion alta de brotes para evitar la dependencia aérea frente a las condiciones
climaticas (Marss & Watt, 2006).

Figura 7.
Respuesta general a nivel de rizoma a diferentes altitudes de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. (a), (b) y (c)

biomasa de rizoma; (d), (e) y (f) longitud de rizoma; (g), (h) e (i) nimero de brotes.
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Nota: Tomado de Amouzgar et al., (2023).
Perfil fitoquimico general.

Dentro de estudios fitoquimicos, se han identificado que las frondas jévenes y los rizomas, son
drganos que contienen una alta concentracién de dichas toxinas. Varios autores, describen,
particularmente, al ptaquilésido, como una de las toxinas mads presentes, incluso en estados fenoldgicos
distintos del helecho, siendo los maduros, los que pierden concentracién de toxina (Zaccone et al.,

2014).
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Es interesante analizar que las concentraciones de toxinas varian segun diversos factores, como
son; factores fenoldgicos, ambientales y genéticos. De este modo, presenta heterogeneidad toxicoldgica
observada entre poblaciones y regiones geograficas; dando de este modo, diferencias significativas
incluso en zonas proporcionalmente similares (Garcia-Jorgensen et al., 2021; Kisielius et al., 2020).
Figura 8.

Andlogos de ptaquildsido y pterosinas identificados en Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.

Isoptaquiloside Plaquiloside Z Caudatoside Ptesculentoside Pteridanoside
o,

Pterosin B Pterosin Z Pterosin D Pterosin A Pterosin G

Nota: Tomado de Kato-Noguchi & Kato, (2026).

Como se ha mencionado, la concentracion y presencia de toxinas en Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn, se ve fuertemente influenciada por el estado fenoldgico de la planta, altitud, tipo de suelo,
humedad, entorno ecoldgico y genética (Zaccone et al., 2014). En diversos estudios, realizados en
Latinoamérica, especificamente en Colombia y Costa Rica han demostrado que los brotes jévenes
presentan unos niveles sumamente altos de ptaquildsido, con valores encima de los 13 mg/g de peso
seco; mientras que las maduras y rizomas, dichos niveles son bajos (Rodriguez-Salazar & Chacén-

Villalobos, 2023).
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Figura 9.
Andlisis con HPLC-MS del material vegetal de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, donde se evidencia que la
concentracion es variable respecto a estado fenoldgico.
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Nota: Obtenido de: (Rincén et al., 2016).

Segun Kato-Noguchi & Kato (2026), se han reportado distintos rangos de concentracién de
ptaquilésido en frondas jovenes y maduras de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn; el rango es entre 0.03 a
13.3 mg/g de tejido seco. Sin embargo, en rizomas y esporas, los valores de concentracidn se
encuentran desde los 0.003 mg/g hasta los 0.657 mg/g. De este modo, y como se ha ido analizando, los
factores externos afectan de forma indirecta en la produccién de metabolitos secundarios (Ajah et al.,
2026; Jannat et al., 2019)

Ptaquilésido, Caudatdsido, tiaminasas y otras toxinas del helecho: Estructuray propiedades.

El ptaquildsido es la toxina estelar del helecho macho; y sin duda, una de las mas estudiadas

dentro del marco de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. Segln la estructura, es clasificado como un

glucdsido norsesquiterpénicos de tipo ilidano. Tiene dentro de su estructura, un anillo ciclo propilo
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altamente reactivo, una unidad de glucosa y se conforma por 15 carbonos (Keskin et al., 2025; Vetter,
2022).

La configuracién quimica del ptaquilésido hace que sea altamente inestable, especialmente en
condiciones acidas o alcalinas, de forma tal que se descompone en intermediarios reactivos como la
Dienona y finalmente en Pterosina B. Generalmente, se ha observado que, a pesar de contener
limitaciones estequiométricas, su alta reactividad permite que interactue con distintos sistemas
bioldgicos y entornos (Rincon et al., 2016).

Figura 10.

Intermediarios de degradacion del Ptaquildsido.

HO.

éﬂ-Giumse
Ptaquiloside Ptaquiloside dienone Pterosin B
Nota: Tomado de Kato-Noguchi & Kato, (2026).

El ptaquilésido es degradado en condiciones alcalinas; de tal modo que es atacado por iones
hidréxido y se descompone en ptaquilosina y glucosa. El intermediario Dienona (la ptaquilosina), es
altamente inestable y, por ende, reactivo; de tal modo que, se una covalentemente a moléculas de ADN
o en otro destino, se forma Pterosina B. Su vida media es de 170 minutos, en pH sumamente acido,

menor a 2 (Aranha et al., 2019).
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Figura 11.

Hidrdlisis dcida y bdsica de la molécula Ptaquildsido, descomposicion y metabolismo

Ptaquiloside
HO - H ©

é
D- glucose l

Ptaquilosin %;\/é
(pHs—ll)/ \ H/H,0

Dienone Pterosin B

ucose

Nota: Tomado de Aranha et al., (2019).

Ademas del ptaquilésido, Pteridium aquilinum (L.) Kuhn contiene otros glucdsidos iludianos
como son el Caudatdsido y ptesculentdsido. Ambos comparten la estructura basica de un anillo ciclo
propilo y una unidad de glucosa, sin embargo, el cambio se encuentra en los sustituyentes (Rodriguez-
Salazar & Chacén-Villalobos, 2023).

Los compuestos en realidad presentan también alta actividad genotodxica y carcinogénica. A
pesar de ser encontrados en menor cantidad y también con efectos menos potentes, son considerados
importantes dentro del perfil del helecho macho. El Caudatdsido se hidroliza en pH basico, dando como

resultado o producto la Pterosina A (Kisielius et al., 2022).
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Figura 12,

Mecanismo de reaccion por parte de la tiaminasa |.
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Nota: Tomado de Cornell University, (2018).

La prunasina es un glucdsido cianogénico, identificado en el helecho macho. La hidrdlisis
enzimatica de este compuesto, libera cianuro de hidrégeno, un inhibidor de la respiracidn celular; en
este sentido, resulta altamente tdxico para el animal, provocando e induciendo incluso la muerte. La
concentracién de esta es sumamente menor, generalmente en trazas, pero, en realidad, incluso en
dichas concentraciones tan bajas, resulta ser muy téxica, gracias a su gran capacidad de diluirse en el
agua (Kato-Noguchi & Kato, 2026).

Mecanismo de accion toxicoldgico.

Principalmente, la accidon toxicoldgica se inicia con la hidrélisis de la toxina; se puede dar en el
ambiente, tracto digestivo de los animales o en condiciones fisiolégicas, lo que conduce a formacién de
Dienona conjugadas (que son altamente reactivas) (Kato-Noguchi & Kato, 2026). La Dienona contiene un
anillo ciclo propilo, que actua en esencia, como un potente electrofilo capaz de alquilar macromoléculas

bioldgicas; dentro de las cudles estd, el ADN y proteinas.
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Figura 13.
Aductos de ADN formados por la reaccion de la Dienona de ptaquildsido, generando eventos de

genotoxicidad.
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Nota: Tomado de Rodriguez-Salazar & Chacén-Villalobos, 2023.

La Dienona que resurge derivada del ptaquilésido alquila principalmente el N3 de la adenina y el
N7 de la guanina en el ADN, de este modo, se generan los aductos resistentes a mecanismos normales
de reparacidn celular (Keskin et al., 2025). Cuando ocurre la alquilaciéon, en realidad, se induce la
depuracidn espontanea de las bases, reordenamientos cromosdmicos y protooncogenes (razén causal
de la generacion cancerigena acentuada dentro de sintomatologia).

Como es comun, la mayoria de los metabolitos tdxicos pueden llegar a ejercer efectos
inmunosupresores; de este modo, generalmente se reduce la funcionalidad de linfocitos CD8+ y células
NK, incrementando asi, las susceptibilidad a infecciones virales oncogénicas como VPH y H. pylori
(Medeiros-Fonseca et al., 2021). Aqui, se produce un sinergismo, que, de hecho, estd muy bien
documentado en la patogénesis de HEB y asociacion epidemioldgica entre consumo de leche

contaminada y el cancer gastrico y esofagico en humanos (Gil da Costa et al., 2024).
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Variacion de toxinas segtin estado fenoldgico.

En este apartado, es conveniente comprender que el contenido principal de la toxina
carcinogénica, en este sentido, el ptaquilésido, varia significativamente segun el estado fenolégico de la
planta. En brotes jévenes y frondas en desarrollo, la concentracién aumenta significativamente,
mientras que, en frondas maduras y rizomas, los niveles si son bastante menores; en este sentido, segin
(Gil da Costa et al., 2024), la variabilidad es influenciada por factores ambientales, altitud, humedad,
exposicién solar, suelo, entre otros; pero, principalmente, es por estado fenolégico.

En el estudio experimental, realizado por Rincén et al., (2016), analizaron 8 muestras de helecho
macho en distintos estados fenoldgicos; en los que se encontrd un rango de 23 a 1194 ug/g de fronda;
en este aspecto, un promedio de 342 ug/g. Los datos mas altos fueron obtenidos principalmente en
estados fenoldgicos inmaduros, mientras que, en los maduros la reduccion fue hasta del 10% respecto a
la fronda joven.

Figura 14.
Contenido de ptaquildsido en distintos estados fenoldgicos del Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. En los
cuales Il, Il y IV, corresponden a estados fenoldgicos inmaduros y el resto maduros.

Sitio de recoleccion y

estado fenoldgico del Contenido de ptaguilosido (ug/g)
helecho
Libano I 41
Libano 11 1.194
Libano 11 961
Libano IV 318
Murillo I 82
Murillo 11 80
Murillo I11 37
Murillo IV 23

Nota: Tomado de Rincén et al., (2016).
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La variacion estacional es relevante dentro de este marco; las zonas altas influyen
negativamente en la concentracion de ptaquildsido y Caudatdsido; lo cual tiene sentido porque, las
amenazas ambientales disminuyen significativamente respecto a la no necesidad de defensa activa
(Rodriguez-Salazar & Chacdén-Villalobos, 2023). Y asi también, la estacion climatica; porque la dindmica
de traslocacion de nutrientes y compuestos téxicos entre frondas y rizomas disminuye o aumenta segin
sea el caso (Roos et al., 2010; Rasmussen et al., 2004).

Definicién y epidemiologia de la HEB.

La Hematuria Enzodtica Bovina (HEB) es una enfermedad crénica y mortal del ganado bovino,
gue se caracteriza principalmente por la presencia intermitente de sangre en la orina y asociada por
tumores malignos en la vejiga. Etioldgicamente, se relaciona directamente con la ingestion de helechos
del género Pteridium, especialmente el Pteridium aquilinum (L.) Kuhn y Pteridium arachnoideum
(Rodriguez-Salazar & Chacén-Villalobos, 2023).

Parte del cuadro clinico, se incluye la anemia progresiva, pérdida de peso, disminucién de
produccion lactea y muerte por neoplasia vesical; en este sentido, la hematuria compila en la causa
principal de muerte para los bovinos, debido a su vulnerabilidad a la pérdida constante de sangre y
deshidratacién que conlleva la misma. Segin Marrero Faz & Calderén Tobar, (2012), las lesiones
vesicales combinada con la hematuria, promueven que se dé un escenario propicio para el cancer.

La HEB se ha ido reportando en distintos paises de América Latina, Europa y Asia, con especial
incidencia, sobre todo, en las regiones montafiosas y himedas; esto debido a que son condiciones
favorables para el crecimiento del helecho macho (Rai et al., 2017; Pererira, 2022). Actualmente, en
Ecuador, los estudios mencionan una prevalencia de al menos el 36% mediante analisis microscdpico del
sedimento y del 5,3% mediante tiras reactivas urinarias, en el cantén Chilla, provincia de El Oro (Mejia

Pacheco & Malo Cevallos, 2020).
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Figura 15.
Distribucion de casos de HEB por zona altitudinal en Ecuador.
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Nota: Resultados tomados de Mejia Pacheco & Malo Cevallos, (2020).
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Figura 16.
Respuesta cldsica de sinergismo entre taninos y saponinas, asi como presencia de toxinas dentro de

Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.
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Nota: Tomado de Pinzén & Rubiano, (2006).
Agroecologia de Peiiaherrera e Imbabura y Ganaderia bovina.

La parroquia Penaherrera, en el cantén Cotacachi, provincia de Imbabura, se caracteriza por un
paisaje altamente montafioso y sobre todo con clima variado, entre himedo y caluroso; las altitudes se
encuentran de entre 1200 y 3200 msnm, clima templado-frio y suelos de origen volcanico, acidos y con
una fertilidad bastante variable, dependiendo de la zona. El uso del suelo estd dominado principalmente
por la ganaderia bovina extensiva; y en este sentido, la mayor parte de familias dependen de la
agricultura y silvicultura. En este sentido, debido a gran mayoria de pastizales, muchos de estos se han
visto invadidos por el helecho macho, sobre todo en areas de sobrepastoreo y suelos erosionados

(Magdalena et al., 2025).
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Figura 17.
Zonas de deforestacion en Pefiaherrera (zonas moradas) y de pastizales (zonas amarillas). Las zonas

deforestadas son facilmente invadidas por Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.

Nota: Tomado de Magdalena et al., (2025)
Figura 18.

Porcentaje del tipo de clima presente en Pefiaherrera.

Clima 0,66 %

negatermico

Area total: 12.258,10 hectareas

Nota: Tomado de Magdalena et al., (2025)

Principalmente, se ha observado una tendencia en la tenencia de bovinos para pastoreo libre en
potreros o fincas de grandes extensiones; y debido a que, la mayoria de estos estdn en libre pastoreo, el
control zonal del consumo de hierba o helecho practicamente no existe ningun control en ello; dando
como resultado, un problema epidemioldgico de las enfermedades anteriormente mencionadas (Borena

et al., 2025; Silva et al., 2023).
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Métodos de deteccidn o cuantificacion de toxinas vegetales.
- Cromatografia Liquida de Alta Resolucién.

La técnica denominada como HPLC, es ampliamente utilizada para lograr la separacion y
cuantificacidn de metabolitos secundarios, que, en su mayoria se encuentran en concentraciones
infimas o de trazas dentro del material vegetal; principalmente, en Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, la
técnica resulta de gran ayuda para corroborar la presencia de picos caracteristicos a toxinas como
ptaquilésido o sus productos hidrolizados, las pterosinas (Malik et al., 2024; Alonso-Amelot & Avendafio,
2002).

Figura 19.
Cromatogramas obtenidos de HPLC-UV detector (a) estdndar de ptaquildsido 200 ug/mL (b) a partir de

muestras maceradas de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.
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Nota: Tomado de Kim et al., (2023).
- Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Masas (LC-MS/MS).
Dentro de la estandarizacion para deteccidn y cuantificacidon de toxinas vegetales, el Gold
standard es din dudas, LC-MS/MS; porque en realidad, maneja una sensibilidad sumamente alta y asi
también, muy buena especificidad. Como su nombre menciona, es la combinacidn de separacién

cromatografica con la identificacion mediante masas en tandem, de tal modo que, las concentraciones
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extremadamente bajas de la toxina son facilmente detectadas gracias a la separacién de PTA con
pterosinas o productos degradados (Park et al., 2023; Kim et al., 2023).

Figura 20.

Espectro de masas de iones producto observado para el ptaquildsido (PTA) con ion precursor de m/z 399
en una disolucion patrdn. En este espectro de espectrometria de masas en tdndem se observan tres iones
producto.
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Nota: Tomado de Park et al., (2023).
- Cromatografia de capa fina (TLC).

En términos tedricos, la cromatografia de capa fina se basa en la separacidon de compuestos
mediante la migracion sobre una placa de silice gel, generalmente fase estacionaria. De este modo, la
aplicacidn del extracto se suele dar en la base de esta, para que ésta tenga contacto directo con los
solventes organicos usados como factores de separacion (fase movil). Debido a que es una técnica muy
poco especifica, suele estandarizarse el tema de la fase organica, para obtener una separacién adecuada
de la toxina vegetal deseada; con finalidad de resultado, se calcula el factor de retardo (of) y compara

con bibliografia existente (Kowalska & Sajewicz, 2022; Alonso-Amelot & Avendafio, 2002).
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Estrategias de control de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Dentro de lo mas comun, principalmente se da un control mecénico del helecho macho; en este
sentido, es el corte repetido de las frondes, solo de la parte aérea. Con el fin de agotar las reservas de
carbohidratos en los rizomas y de este modo, reduciendo gradualmente la capacidad de rebrote.
Aungue es un método menos costoso y también, el de mas simpleza, estudios de largo plazo han
demostrado que el corte no es suficiente para erradicar a Pteridium aquilinum (L.) Kuhn; esto porque los
rizomas pueden permanecer viables durante afios (Ghorbani et al., 2025).
Figura 23.

Resultados obtenidos de lineas de tendencia en poblaciones de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, sin

tratamiento (Untr), control mecdnico (Cutx) y control quimico (aerosol).
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Nota: Obtenido de: (Ghorbani et al., 2025).
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Marco conceptual
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.

Es una especie de helecho perenne, considerado ampliamente en la literatura bibliografica
como “cosmopolita” y con una alta capacidad invasora. Es caracterizada por tener unas frondes de gran
longitud y rizomas gruesos, generalmente subterraneos y extensos, con el fin de permitir una buena
colonizacidn en pastizales y dreas dafiadas; es relevante su analisis fitoquimico debido a las toxinas que
se producen dentro de sus metabolitos secundarios, como son el PTA, CAU, pterosinas y glucésidos
cianogénicos (Malik et al., 2024).

Estado fenolégico.

Definido como una fase dentro del desarrollo de la planta en un momento dado; se da, por
ejemplo, la brotaciéon en un momento especifico o la floracién en otro. Esto es constituido como una
variable bioldgica clave para poder interpretarse la dindmica en la produccidon de metabolitos
secundarias, palatabilidad y riesgo toxicoldgico, generalmente, asociado con el consumo de material
vegetal (Rincon et al., 2016).

Metabolito secundario.

Es un compuesto organico, principalmente sintetizado por organismos de indole inferior o nivel
trépico disminuido. Como tal, no se ven involucrados en procesos esenciales o primarios como lo son la
fotosintesis o respiracidn; sino, en roles ecoldgicos, como es la defensa frente a distintos factores
abidticos o bidticos. La acumulacion y concentracidon de estos compuestos son ligados a distintos
factores genéticos y ambientales (Kato-Noguchi & Kato, 2026).

Glucésido iludano.

Clase estructural de glucdsidos con esqueleto iludano; se caracterizan principalmente por un
anillo sesquiterpénico modificado (generalmente con pérdidas de carbdn) unido a una unidad de azuicar.
Son responsables de alta reactividad quimica dentro de la matriz vegetal, asi como también,
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proporcionando efectos genotdxicos y tdxicos tras la hidrdlisis de estos o su degradacién. Por tanto,
inicialmente, se requiere de su digestion para que puedan llegar a dar consecuencias (Hao et al., 2021;
Keskin et al., 2025).

Ptaquildsido (PTA).

Glucésido norsesquiterpénico hidrosoluble, producido en la naturaleza, principalmente por el
género Pteridium; especificamente, del Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. Su estructura pertenece a un
sistema lactdnico reactivo. Es reconocido principalmente por la capacidad de formar intermediarios
alquilantes y capaces de reaccionar con macromoléculas como ADN. Se lo asocia con cancer en animales
y humanos (Rodriguez-Salazar & Chacdn-Villalobos, 2023).

Caudatdsido (CTA).

Estructuralmente muy similar al ptaquildsido, e identificado en ciertas poblaciones del género
Pteridium, principalmente las que contemplan una asociacidn en suelos acidificados. Contiene un
esqueleto iludano y presente propiedades tdxicas similares al PTA; sin embargo, tiene una reactividad y
potencia menor, asi como su concentracion y sintesis se ven disminuidas de forma acentuada depende
el contexto ecoldgico (Kisielius et al., 2022).

Pterosina A.

Es un producto de degradacién, a partir del Caudatdsido. Asi también, resultado de la hidrdlisis y
modificaciones del glucésido inicial. Es relevante porque proporciona una proporciéon toxicologica
relativa frente a pterosinas distintas (como la B); como la resistencia de las condiciones ambientales,
ligadas al perfil fitoquimico de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Kim et al., 2023)

Genotoxicidad.

Es la capacidad de un agente quimico o fisico para llegar a dafiar el material genético, también

conocido como ADN, de una célula. El dafio produce en muchos casos, mutaciones, roturas de cadena o

alteraciones cromosdmicas. Muchas veces, suelen ser problemas irreversibles, que conducen a
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disfuncién celular, muerte o procesos carcinogénicos. La genotoxicidad es evaluada mediante ensayos in
vivo o in vitro estandar (Pinzén & Rubiano, 2006).
Hematuria Enzoética Bovina (HEB).

Sindrome crdénico observado principalmente en bovinos expuestos a cultivos de Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn. Su sintomatologia engloba principalmente la excrecién de sangre a través de la
orina del animal, de tal modo que, produce anemia, pérdida de composicién corporal, neoplasias
vesicales. Etiolégicamente hablando, se lo asocia principalmente con la ingestion de toxinas iludianas,
como es el ptaquilésido (Alonso-Amelot & Avendafio, 2002).

Cromatografia de capa fina.

Técnica analitica de separacidn cualitativa, que se basa principalmente en la migracién
diferencial de compuestos, dentro de un extracto vegetal, sobre una placa con fase estacionaria
(principalmente silice gel de fase no reversa), mediante una fase mévil, compuesta de solventes
organicos. Es una técnica de cribado rapido y comprobado para diversa cantidad de metabolitos

secundarios, tales como las toxinas (Park et al, 2023).
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Capitulo 11l
Metodologia
Enfoque de investigacion.

La presente investigacion se desarrolld bajo un enfoque observacional y cualitativo,
fundamentandose en la recoleccion y analisis de datos obtenidos mediante técnicas de colorimetria o
deteccion de compuestos fitoquimicos relacionados a la toxicologia del helecho Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn, asi también como caracterizacion botdnica e informacidn epidemioldgica proveniente de fincas
lecheras de la parroquia de Pefiaherrera, Canton Cotacachi, Provincia de Imbabura.

Este enfoque permite transformar las observaciones realizadas en variables medibles y
susceptibles a andlisis estadistico; facilitando asi, la obtencién de patrones, tendencias y asociaciones
entre el perfil fitoquimico del helecho y la incidencia de hematuria enzoética bovina (HEB) reportada en
las fincas lecheras de la parroquia de Pefiaherrera.

En este sentido, la presente investigacidn establecid relaciones entre variables bioldgicas,
guimicas y epidemioldgicas a partir de evidencia cuantificable, evitando interpretaciones subjetivas;
favoreciendo la reproducibilidad y generalidad de los resultados, sentando asi una linea base sélida con
respaldo técnico, que permita continuar con el proceso de investigacion cientifica y la posterior
resolucidn a la problematica en la sanidad animal.

Tipo y disefio de investigacion.

El tipo de investigacion de este estudio es descriptiva y correlacional. Se contempla la
caracterizacion botanica de la especie problema, para comprender los estados fenoldgicos y su relaciéon
con la concentracion toxicolégica. De este modo, las caracteristicas epidemiolégicas de las fincas
evaluadas dentro de la zona de estudio tendrian relacién directa con el problema principal de esta

investigacion.
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Asi también, el alcance correlacional se enfoca en analizar la asociacidon entre variables como el
estado fenoldgico del helecho, la presencia de toxinas y la incidencia de HEB reportada en las unidades
productivas (fincas) evaluadas. Las relaciones causales no se han considerado como absolutas, pero si se
contemplan como probables de ocurrir.

A nivel de disefio, la investigacion es no experimental. Las variables objetadas dentro de este
estudio no son manipuladas ni acondicionadas; debido a que solo se las observara dentro del contexto
natural, los ejemplares de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, han sido recolectados tal cual se encuentran
en campo y la informacién epidemiolégica serd obtenido a partir de fuentes primarias (realizadas a
duefios de fincas con la problematica).

Poblacion y muestra.

La poblacién problema del estudio estd conformada por individuos de Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn presentes en cada finca lechera analizada en la parroquia de Pefiaherrera, que tenga el
antecedente de animales con hematuria enzodtica bovina (HEB). El nimero de muestras obtenidas por
cada zona fue determinado de forma representativa; esto debido a la gran cantidad de helecho macho
distribuido casi de forma uniforme en la finca objetivo.

Con ello en cuenta, se seleccionaron tres fincas lecheras que cumplian con los siguientes
criterios:

1- Presencia de poblaciones naturales de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.

2- Actividad ganadera dentro de una zona de pastoreo o potrero bien segmentado.

3- Antecedentes evidenciables y reportados de hematuria bovina enzoética (HEB).

Dentro de las fincas, se seleccionaron aleatoriamente 2 zonas de recoleccién; por zona, se
recolectaron 4 individuos o ejemplares del helecho macho, 2 de ellos en estado fenolégico inmaduro y

otros 2 en estado fenoldgico maduro. Las consideraciones de clasificacion fenoldgica se realizaron
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mediante la caracterizacion morfolégica observable, como son, las frondas, estado de soros, expansion
foliar y lignificacién de tejidos.

Figura 22.

Distribucion de las unidades muestrales de Pteridium aquilinum L. (Kuhn) recolectadas en fincas lecheras

de la parroquia de Pefiaherrera.

Finca lechera
seleccionada.

X3

Nota: Autoria propia, con ayuda del programa BioRender.

Debido a que no se busca realizar un estudio poblacional de distribucidn, ni estimaciones de
abundancia, la cantidad de muestras es adecuada para corroborar la hipdtesis primaria de esta
investigacidn; es decir, la deteccidn de toxinas y comparacion respecto a los estados fenolégicos.

La parte epidemioldgica, que comprende la informacién recolectada mediante encuestas
realizadas de forma directa a la fuente primaria, es decir, a la poblacion afectada por la problematica:
Duefios de las fincas y aledafios o trabajadores de estas. Debido a la alta actividad ganadera bovinay la
abundante presencia de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, se busca relacionar la aparicion reciente de HEB

y contemplar como causal el consumo del helecho macho.
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La finalidad de esta muestra es la de recopilar informacién relacionada con antecedentes de
HEB, caracteristicas productivas del sistema ganadero, presencia y abundancia del helecho macho
dentro de los potreros, gestién de pastoreo, entre otros. La herramienta de encuesta permitira
identificar factores de riesgo, caracterizacion productiva y andlisis de enfermedades.
Técnica e instrumento.
1. Muestreo in situ.

En cada finca, se delimitaron dos zonas dentro del area, en estas areas se muestrearon 4 helechos
inmaduros y 4 helechos maduros, que colinden entre si o estén préximos uno al otro. El método de
recoleccidn considerd el corte de las hojas del helecho macho; frondas en las cuales se identificaba
morfolégicamente la disposicidn de sus soros como indicador de la especie seleccionada. En el trabajo
de campo, se contd con un profesional especialista botanico y un guia nativo.

Con objeto de cumplir la demanda de ejemplares inmaduros y maduros, se procedié a analizar los
soros del helecho. Los soros representan, en principio, el estado fenoldgico de Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn. Con esto en cuenta, los helechos maduros presentan soros de un color negro pardo, casi a punto
de realizar esporulacidn; mientras que, los inmaduros presentan soros de color blanquecino, amarillo o

verde palido.
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Figura 23.
Observacion de cercania, mediante una lupa, para determinar el estado de los soros en Pteridium

aquilinum (L.) Kuhn.

Nota: Fotografia de Autoria propia.
Figura 24.

Pteridium aquilinum (L.) Kuhn que presenta soros de color negro, acorde a un estado fenolégico maduro.
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Nota: Fotografia de Autoria propia.

Cédigo de documento: UDED-FOR-2026-V5-016 Rev. UPDI:2025-Feb-25
Caédigo de proceso: GDOC-ATAD-1



61

Figura 25.
llustracion geogrdfica obtenida de Wikiloc.
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Nota: Base de datos Wikiloc.

La recolecciéon y almacenamiento de las muestras se las hizo en empaques de papel aluminio; la
cantidad de frondas obtenidas pueden variar segun la calidad en la que se encuentra el helecho, de tal
modo que, se obtenga una cantidad medianamente representativa. Pasado esto, son guardados en

fundas herméticas y selladas para su posterior procesamiento en laboratorio.
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Figura 26.
Almacenamiento de ejemplares de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, para disminuir problemas de

oxidacion.

Nota: Fotografia de Autoria propia.

Una vez obtenidas las muestras, se separaron unos ejemplares para ser caracterizados
morfolégicamente; el resto de las muestras son llevadas a laboratorio de CENCINAT. Previo al secado, se
llevaron al laboratorio de materiales avanzados en el CENCINAT — Universidad de las Fuerzas Armadas
“ESPE”, pasando cada una de las muestras a fundas de papel empaque, para facilitar su manejo y secar
cada muestra en una estufa de la marca “ESCO”. Las condiciones de secado fueron estandarizadas en
35°C durante 128 horas y flujo de viento para desecar.

El material vegetal cuando estd totalmente seco se procede a triturar las hojas secas en un
molino eléctrico de marca UMCO, con el fin de obtener un polvo fino del helecho y asi obtener una

mejor maceracién en solventes organicos. Este polvo fino (de aprox. 0.22 um) es envasado en tubos
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Falcén de 50 mL, debidamente rotulados segln corresponda, y almacenados hasta continuar con la
maceracion.
Figura 27.

Proceso de secado y almacenamiento de muestras de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.

35°C
Inmaduro 128 h
(toxicidad
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Maduro
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Nota: Autoria propia, con ayuda del programa BioRender.
2. Caracterizacién Botanica.

Las muestras de helecho macho seleccionadas fueron analizadas morfolédgica y anatdmicamente
en el estereoscopio con base de luz clara; enfocando distintos angulos para determinar el tipo de
nervaduras, las estructuras reproductivas denominadas soros, tricomas y frondas en general, por cada
enfoque capturo imdagenes fotograficas para su posterior analisis y determinacion estructural y
taxondmica.

La identificacidn de esporas de cada muestra de helecho macho maduro e inmaduro, se realizé
por separado, mediante un raspado de los soros ubicados en la parte distal de la fronda, estas
estructuras fueron tefiidas con Azul de Toluidina, colocadas en placas portaobjetos y observadas en un
microscopio éptico, con el lente 40X.

Cada muestra registra su observacidn con fotografias de alta resolucién, con las cuales se pudo
identificar los elementos estructurales propios de cada espora, y establecer las diferencias entre cada

estado fenolégico.
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Figura 28.
Proceso de caracterizacion botdnica para identificacion de estructuras morfoldgicas en Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn.

Azul de
toludina -

Nota: Autoria propia, con ayuda del programa BioRender.
3. Maceracion.

El proceso de maceracion ha sido estandarizado, a partir del protocolo propuesto por (Ahmed et al.,
2024), después de realizarse diversas pruebas. Debido a la naturaleza quimica de la molécula principal
del helecho, los solventes orgdnicos utilizados para la extraccién son de naturaleza moderadamente
polar. Y se segmentaron en 2 secciones de macerado.

Con las muestras trituradas previamente, se realizé un pesaje de 2 gramos para cada muestra; es
decir, se utilizaron dicha cantidad representativa por muestra para el macerado. Primero, dentro de
tubos falcon de 50 mL, se colocd dicha cantidad de muestra conjunto a 20 mL de etanol absoluto y
durante 48 horas se dejaron macerando en oscuridad y en constante agitacion (para esto, se utilizé un
agitador orbital de 100 rpm). Pasado este tiempo, se ultrasonicaron las muestras durante 30 minutos

(Ribeiro & Soto-Blanco, 2020; de Olivera et al., 2020).
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Figura 29.

Muestras en tubos falcon, previamente rotuladas y pesadas para el macerado.

Nota: Fotografia de Autoria propia.

4. Extraccion.

Después de la primera maceracion, se recuperé el sobrenadante de dicho extracto etandlico en
nuevos tubos Falcon; segundo, sobre la muestra que ya ha sido macerada al inicio, se afiade 20 mL de
etanol al 70% y durante 48 horas se dejaron macerando en oscuridad, pero esta vez sin agitacion.
Pasado este tiempo, se ultrasonicaron las muestras durante 30 minutos y luego se recupero el
sobrenadante de dicho extracto etandlico en el mismo tubo de la primera recuperacién (Ribeiro et al.,
2020).

Como penultimo paso, se agarran 2 mL de cada extracto de cada muestra y ubican en tubos de
ensayo con base plana de 15 mL de volumen. Obteniendo 24 tubos, respecto a 24 muestras. Con estos
tubos, se procedieron a concentrar a 40°C (haciendo uso del concentrador Thermo Fisher) y con flujo de

nitrégeno gaseoso constante, durante aproximadamente 90 minutos.
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Figura 30.

Ubicacion de los 2 mL representativos de los macerados para posterior concentracion.

Nota: Fotografia de Autoria propia.
Con los macerados concentrados hasta sequedad, se resuspendieron en metanol acuoso (70:30), en
relacion 2.1 mL de metanol absoluto con 0.9 mL de agua ultrapura; se ultrasonicé durante un minuto
para que se mezcle adecuadamente el concentrado con el solvente orgdnico. Con esto, se almacenan

adecuadamente hasta su uso posterior, en refrigeracion a 4°C.
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Figura 31.

Concentrado hasta sequedad obtenido después de evaporar los solventes.

Nota: Fotografia de Autoria propia.
Figura 32.

Diagrama del proceso para maceracion estandarizado para las toxinas de Pteridium aquilinum (L.) Khun.

Processor of food

@
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Nota: Autoria propia, con ayuda del programa BioRender.
5. Analisis cromatografico, mediante “Cromatografia de capa fina”.
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La cromatografia fue estandarizada para la molécula principal a determinar, que, en este
sentido, es la Pterosina A. Por ello, la realizacidn de ensayos prueba previos fue esencial para poder
conseguir resultados favorables. En principio, la separacion cromatografica se dio utilizando una placa
sin revelador UV de la marca Merck “TLC silica gel 60” y una fase mévil compuesta por Diclorometano:
Metanol (9:1). La misma fue estandarizada seguln los métodos de (Otgonsugar et al., 2018).

Previo a utilizarse la muestra concentrada y resuspendida en metanol, se realiza una hidrélisis
basica; primero, usando un pH-metro se mide el pH inicial de la muestra (generalmente se encuentra
entre 5-6); segundo, se basifica el extracto concentrado, usando NaOH 1 M, mediante goteo o usando
micropipeta (0.5 uL) hasta un pH en rango 10-11. Una vez alcanzada la alcalinidad, se lleva a bafio maria
a 40°C durante 1 hora. Por ultimo, se neutraliza el extracto, usando HCI (1 M) por goteo. Todos estos
pasos, son medidos mediante un pH-metro Metter-Toledo (Odriozola, 2012).

Con los hidrolizados, se procede a extraer clorofila; para ello, se ubica dentro de un embudo de
decantacidn los 3 mL de metanol acuoso mezclado con el concentrado de muestra con 3 mL de N-
Heptano, es decir, en proporcidn 1:1. Se extraen los gases generados al agitar de forma homogéneay
se ubica el embudo en el soporte universal, acoplado a un agitador orbital (a 90 RPM) durante 3
minutos. Se obtuvieron dos fases, en la cual la fase heptandlica esta arriba y la fase organica abajo, la

gue se recuperd en tubos de ensayo (Park et al., 2023; Kowalska et al., 2022).
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Figura 33.

Muestra metandlica mezclada con N-Heptanol, en embudo de decantacion.

Nota: Fotografia de Autoria propia.
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heptandlica

Fase

Con las muestras hidrolizadas y extraidas la clorofila, se procede a ubicarlas en la placa

cromatografica. La forma de colocacion fue dada con los siguientes pardmetros: La placa de 20x20 cm,

fue subdividida desde la base 1.5 cm hacia arriba (para la colocacién de puntos), entre cada punto

existe una distancia de 0.5 cm, y para evitar efecto borde, se empieza la colocacién a 1 cm del margen

posterior y anterior.

Figura 34.

Esquema de la division de la placa cromatogrdfica de silica gel.

0.5 cm entre
muestras
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Nota: Elaboracion propia mediante BioRender.
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Con la placa cargada, se procede a preparar la fase mévil escogida, misma que, se realizd en una
probeta de 50 mL; debido a que se prepard un total de 30 mL. En este sentido, 27 mL de DCM y 3 mL de
metanol; con esto, se ubicaron los solventes dentro de la cdmara cromatografica y agitaron para saturar
la misma con los gases producidos por los solventes organicos. Por ultimo, se colocd la placa TLC,
corroborando que la base tenga contacto directo con la fase moévil y se dejé tapando la cdmara durante
aproximadamente 1 hora con 15 minutos (el punto final no debe sobrepasar 1 cm del borde superior).

La separacién de los compuestos sera poco visible a simple vista, por lo cual, se reveld la placa
con anisaldehido sulfurico; y después de ello, se observé en cdmara UV a longitud de onda lejana. Se
tomaron fotos de lo obtenido y reporté como resultado dentro de la investigacion.

6. Correlacidn mediante encuestas.

La evaluacion del componente epidemioldgico se realizo a partir de informacién secundaria
previamente recolectada mediante encuestas estructuradas aplicadas a duefios o encargados de las
fincas escogidas. Dichas encuestas, aunque no fueron disefiadas a priori para este estudio,
constituyeron una fuente valida de datos primarios relacionados con la presencia de hematuria
enzodtica bovina (HEB), caracteristicas del sistema de manejo ganadero, percepcion de la abundancia
de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn y practicas de pastoreo.

Toda la informacidn fue tabulada de manera digital dentro de una base de datos; de tal modo
que, fue procesada para depurar y filtrar los datos mas relevantes para completar el tercer objetivo del
presente estudio. Las categorizaciones de estos datos fueron dadas en frecuencia y ausencia o
presencia de HEB en el ganado bovino.

Dado la naturaleza de datos, que en su mayoria son del tipo observacional, la correlacién fue
planteada bajo un enfoque no causal; de este modo, se buscd identificar patrones de coexistencia entre

la presencia del helecho macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) y la ocurrencia de HEB.
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Estadistica.

En la realizacidn del analisis estadistico, todos los resultados fueron organizados en tablas de
Excel e importadas con el lenguaje estadistico R en el entorno Rstudio. Las variables categéricas se
expresaron mediante frecuencias absolutas y porcentajes (como son la presencia o ausencia de toxina,
prevalencia de HEB y positividad), mientras que las variables cuantitativas derivadas del secado se
resumieron en promedios.

Para evaluar el contenido de humedad denotado por el peso neto de las muestras bioldgicas, se

realizd otro pesaje post-secado; de tal modo que, la formula de % de humedad se calculé con:

Peso Humedo — Peso Seco

YoH = Peso humedo x 100

Asi también, se calculd el porcentaje de materia seca, misma que se calculéd mediante la
siguiente férmula:

%MS =100 — %H

Esto con el fin de evaluar la eficiencia del método estandarizado para el secado y tratamiento de
las frondas correspondientes al material bioldgico.

Para evaluar la asociacion entre la presencia de toxina y la finca de procedencia, se aplicé la
prueba exacta de Fisher, correspondiente para evaluar una tabla de contingencia de tres por dos
categorias. Para analizar la asociacion entre positividad y zona de muestreo, asi como entre positividad y
estado fenoldgico, se planted la hipdtesis nula como la ausencia de asociacién entre las variables
categoricas evaluadas.

La proporcion de muestras toxicoldgicamente positivas se calculd dividiendo el nimero de
helechos positivos entre el total de helechos examinados en cada categoria. Este procedimiento se
realizé tanto para estado fenoldgico “inmaduro” y “maduro”. Debido a un numero reducido de helechos
y a datos de proporciones iguales a cero, se estimaron intervalos de confianza del 95% mediante el

método de Wilson.
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Para describir la HEB, se calcularon las prevalencias observadas por finca mediante el cociente
entre vacas positivas a HEB y el total de vacas examinadas por finca, multiplicado por cien. Asi también,
se estimaron intervalos de confianza mediante el método Wilson. La prevalencia glocal se calculé por el
total de animales positivos dividido para el total de animales examinados.

Por ultimo, para analizar la correlacién; se evalud por separado para la positividad toxicoldgica
de helechos inmaduros, la positividad de helechos maduros y positividad toxicoldgico total. Se calculé el
coeficiente de Pearson como medida complementaria y descriptiva entre las variables. Sin embargo,
para este fin, y debido a el tamafio muestral limitado, se evalud el rango de Spearman.

El analisis principal es mediante Spearman, mismo que tiene caracter no paramétrico y permite
evaluar relaciones monotdnicas sin requerir distribucion normal. En este sentido, la significancia es
evaluada mediante una prueba exacta de permutacion. Con esto, se compard la correlacién observada
con las correlaciones obtenidas al reorganizar todas las posibles asignaciones de los valores de
prevalencia entre las tres fincas.

31=6

Todas las pruebas estadisticas fueron bilaterales y se establecié un nivel de significancia del
0.05. Se considerd que la asociacion es evidente o estadisticamente significativa cuando valor de p fue
inferior a 0.05; mientras que los superiores o mayores, se interpretaron como ausencia y, por ende,
rechazar la hipdtesis nula.

Consideraciones éticas.

En cuanto al manejo de los ejemplares vegetativos, la recoleccién de Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn fue efectuada con el permiso de los duefios de cada finca; respetando las normativas de la
localidad y criterios de sostenibilidad, de tal modo que, toda alteracion significativa fue evadida. Debido

a no encontrarse en el libro rojo de especies del Ecuador, y el helecho macho ser considerado un
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arvense o maleza de los potreros o pastizales, no requirié de permisos especializados para su
recoleccidn y analisis.

El procesamiento de las muestras obtenidas fue dentro de un contexto cerrado y controlado en
el laboratorio de materiales avanzados del CENCINAT, perteneciente a la Universidad de las Fuerzas
Armadas “ESPE”. Siguiendo normativa interna y lineamientos establecidos, asi como también,
justificando el uso de todos los solventes quimicos y garantizando una correcta gestién de sus residuos.

En relacién con el componente epidemioldgico, todo dato obtenido fue manejado con estricta
confidencialidad; de este modo, se garantizaron los derechos de aquellos quiénes proporcionaron toda
la informacién necesaria, tal como, anonimato de los informantes. Asi también, cada encuesta cuenta
con un consentimiento informado, mismo que fue firmado, entendido y explicado a los participantes

encuestados.
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Capitulo IV
Analisis y discusion de los resultados.

Andlisis de resultados.
- Caracterizacion botdnica de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn presente en las zonas de Peiiaherrera.

Las frondas observadas, en general, tienen la morfologia tipica de la especie; una raquis
prominente, pinnas alternas y soros localizadas en cara abaxial de las pinnas. En este sentido, las
diferencias son dificiles de observar entre estados fenoldgicos analizados (inmaduro y maduro); y debido
a ello, se hace uso de las esporas del helecho, como marco referencia para compilar diferencias
adecuadas.

Como primer resultado, como se observa en la Figura 37, tenemos una fronda madura de
helecho macho, vista bajo estereoscopio. Se aprecia una raquis bien definida, pinnas desarrolladas y

soros maduros visibles en cara abaxial, debido a las agrupaciones de tonos oscuros. Hay tricomas
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visibles, sumamente dispersos. Asi también, la disposicion de soros y morfologia, compilan como tal a un
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn en estadio reproductivo avanzado (Malik et al., 2024).

Figura 35.

Parte posterior de una fronda madura de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, vista bajo macroscopio y con luz

blanca.

RaQULs MATURE

SOROS

TRICHOMES

Se observa en la Figura 38, pinnas con soros en estados iniciales, principalmente evaluados por
el color amarillento intenso (Malik et al., 2024). Tanto la raquis como tricomas siguen estando de forma
constante, asi como el patrén respecto a la fronda madura. La menor definicidn de la superficie, indica

un estado fenoldgico temprano o intermedio (Rincén et al., 2016).
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Figura 38.
Parte posterior de una fronda inmadura de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, vista bajo macroscopio y con

luz blanca.

INMATURE
SOROS

PINNES

En la Figura 39, se observa una fotografia obtenida a partir de un aumento 40x en microscopio
Optico, de la espora correspondiente a una fronda madura. Se distingue claramente la exine, perine, el
cuerpo central y apertura. La definicidn clara de aperturas y ornamentacion, sugieren esporas maduras y
definidas; generalmente, se indica que una espora madura, se encuentra a punto de reproduccion

(Stefani¢ et al., 2022).
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Figura 39.

Visualizacion en microscopio dptico a 40x de esporas pertenecientes de una fronda madura de Pteridium

aquilinum (L.) Kuhn, tefiida con azul de toluidina.
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Dentro de una espora inmadura, como se observa en la Figura 40, se observa una definicién muy
tenue tanto del cuerpo interno como de las paredes de exina y perina. A nivel de definicion, la
ornamentacién y tincion son mucho menores, debido al estadio temprano de maduracion, de tal modo
gue, los compuestos encargados de dar robustez y adecuada fijacién estan en concentraciones menores

(Stefanic¢ et al., 2022).
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Figura 40.
Visualizaciéon en microscopio dptico a 40x de esporas pertenecientes de una fronda inmadura de

Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, tefiida con azul de toluidina diluido.
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- Evaluacidn de presencia de toxinas y compuestos relacionados al helecho macho (Pteridium aquilinum
(L.) Kuhn).

Previo al macerado, se realizé un secado a las muestras. El secado tiene una inferencia directa
respecto a la cantidad de metabolitos secundarios extraidos. En este sentido, se calcularon los
porcentajes de humedad, previo y post-secado; como se enlista en la siguiente tabla:

Tabla 4.
Porcentaje de humedad de las muestras bioldgicas de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn después del proceso

de desecado.

% de humedad
% de material
Muestra Peso pre-secado  Peso post-secado post-secado
PMH—PMD seco
(%H = —)
PMH
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(%MS = 100 —
%H)
F1-21-11 32.83g 11.23g 65.8% 34.2%
F1-22-12 38.39g 12.69g 66.9% 33.1%
F1-22-11 35.01g 11.88g 66.1% 33.9%
F1-71-13 31.15g 11.02¢g 64.6% 35.4%
F1-21-M3 33.51g 13.16g 60.7% 39.3%
F1-21-M1 40.78¢g 15.29g 62.5% 37.5%
F1-22-M2 33.98¢g 13.39g 60.6% 39.4%
F1-21-M2 34.06¢ 13.27g 61.0% 39.0%
F2-22-M1 32.42g 12.88g 60.3% 39.7%
F2-22-M3 36.90g 12.17g 67.0% 33.0%
F2-22-M2 59.66g 18.57g 68.9% 31.1%
F2-21-M1 26.08¢g 12.17g 53.3% 46.7%
F2-22-13 43.13g 14.24¢ 67.0% 33.0%
F2-21-12 19.29g 9.22g 52.2% 47.8%
F2-21-13 28.40¢g 11.22g 60.5% 39.5%
F2-21-11 41.55g 12.04g 71.0% 29.0%
F3-21-M1 46.65g 18.23g 60.9% 39.1%
F3-22-M2 67.32g 23.15¢ 65.6% 34.4%
F3-22-M1 50.84g 19.12¢g 62.4% 37.6%
F3-21-M2 68.48¢g 19.06 g 72.2% 27.8%
F3-22-11 45.08¢g 14.63g 67.6% 32.4%
F3-21-12 36.51g 15.11g 58.6% 41.4%
F3-22-12 34.65g 12.84g 62.9% 37.1%
F3-21-13 49.58¢g 14.87¢g 70.0% 30.0%

Nota: Elaboracién propia. F = Finca (1,2 0 3), Z=Zona (1 0 2), | =Inmaduro, M = Maduro.
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Tabla 5.

Porcentajes de humedad promedio y materia seca promedio, segmentado segtn las fincas de donde

proviene la muestra bioldgica.

Finca % de humedad promedio %MS promedio
F1 63.5% 36.5%
F2 62.5% 37.5%
F3 65.0% 35.0%

Nota: Elaboraciéon propia. F = Finca (1, 2 0 3), %MS = Porcentaje de masa seca.

Tabla 6.

Porcentajes promedio de humedad y materia seca para las 24 muestras recolectadas.

Parametro Valor promedio porcentual

Humedad (%) 63.7%

Materia seca (%) 36.3%

Nota: Elaboracién propia.

En promedio, el global de las 24 muestras, se indica un 63.7% de humedad y un 36.6% de
materia seca; confirmando asi, que Pteridium aquilinum (L.) Kuhn tiene un muy alto contenido de agua
en sus tejidos, permitiendo o dando paso a procesos de oxidacién o pardeamiento quimico. Por tanto, la

conservacion de las muestras resulté en un punto critico.

Entre las fincas, las diferencias no son tan significativas dentro del rango promedio, tanto para

humedad como para materia seca; esto coincide con una tendencia de patrdn, en la cual, los tejidos en

desarrollo suelen presentar mayor contenido de agua y menor densidad de compuestos estructurales.

Los valores oscilaron entre 52,2% y 72,2%, demostrando asi un rango de heterogeneidad entre

las muestras. Segun se analiza, las frondes que obtuvieron un mayor secado corresponden a los estados
fenoldgicos mas avanzados de madurez, o condiciones ambientales mas secas; mientras que las

himedas se relacionan con frondes jovenes.
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Con frondas secas, los macerados a realizarse fueron enlistados de tal forma que, se
mantuvieron mismas condiciones para realizar una reproducibilidad entre las muestras biolégicas. De
este modo, los macerados obtenidos fueron procesados para la cromatografia de capa fina (TLC).
Figura 41.

Corrida del estdndar de Pterosina A, bajo mismas condiciones de fase movil y silica.

Distancia recorrida por el

solvente: 17.0 cm
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Resultado de primera placa cromatogrdfica TLC, vista bajo UV lejano. Corresponde a las muestras

bioldgicas del estado fenoldgico "Inmaduro" de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.
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Distancia recorrida por

el solvente: 17.0 cm

Nota: Las muestras fueron cargadas en orden secuencial, desde la 1 hasta la 6. | = Inmaduro.
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Figura 43.
Resultado de segunda placa cromatogrdfica TLC, vista bajo UV lejano. Corresponde a las muestras

bioldgicas del estado fenoldgico "Inmaduro” de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.

Distancia recorrida por

el solvente: 17.0 cm

7 18 19 M0 M1 12

Nota: Las muestras fueron cargadas en orden secuencial, desde la 7 hasta la 12. | = Inmaduro.
Tabla 7.
Resumen de Rfs obtenidos en la cromatografia de capa fina TLC, correspondiente a muestras bioldgicas

de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn inmaduras.
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Estado Compuesto
Nro. Muestra Etiquetado Color bajoUv  Rf

fenolégico tentativo
1 F1-71-11 Inmaduro - - N/A
2 F1-22-12 Inmaduro Rojo 0.823 Pterosina A
3 F1-72-11 Inmaduro - - N/a
4 F1-21-13 Inmaduro Rojo 0.824 Pterosina A
5 F2-72-13 Inmaduro - - N/A
6 F2-71-12 Inmaduro - - N/A
Estandar Blanco 0.825 Pterosina A
7 F2-71-13 Inmaduro - - N/A
8 F2-71-11 Inmaduro - - N/A
9 F3-72-11 Inmaduro - - N/A
10 F3-Z21-12 Inmaduro Rojo 0.836 Pterosina A
11 F3-22-12 Inmaduro Rojo 0.841 Pterosina A
12 F3-71-13 Inmaduro - - N/A
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Figura 44.
Resultado de primera placa cromatogrdfica TLC, vista bajo UV lejano. Corresponde a las muestras

bioldgicas del estado fenoldgico "Maduro" de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.

Distancia recorrida por

el solvente: 17.0 cm.

M1 M2 M3 M4 M5 M6

Nota: Las muestras fueron cargadas en orden secuencial, desde la 1 hasta la 6. M = Maduro.
Figura 45.
Resultado de segunda placa cromatogrdfica TLC, vista bajo UV lejano. Corresponde a las muestras

bioldgicas del estado fenoldgico "Maduro" de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn
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Distancia recorrida por

el solvente: 17.0 cm

Nota: Las muestras fueron cargadas en orden secuencial, desde la 7 hastala 12. M = Maduro.

Tabla 8.

Resumen de Rfs obtenidos en la cromatografia de capa fina TLC, correspondiente a muestras bioldgicas

de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn maduras.

Estado Compuesto
Nro. Muestra Etiquetado Color bajoUV ~ Rf

fenolégico tentativo
1 F1-Z1-M3 Maduro Rojo 0.801 Pterosina A
2 F1-Z1-M1 Maduro Rojo 0.804 Pterosina A
3 F1-Z2-M2 Maduro Rojo 0.805 Pterosina A
4 F1-Z1-M2 Maduro - - N/A
5 F2-22-M1 Maduro - - N/A
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6
Estandar
7

8

9

10

11

12

F2-22-M3

F2-22-M2
F2-71-M1
F3-Z1-M1
F3-22-M2
F3-22-M1
F3-Z1-M2

Maduro

Maduro
Maduro
Maduro
Maduro
Maduro
Maduro

Rojo
Blanco
Rojo
Rojo
Rojo

0.799
0.825
0.807
0.802
0.795

Pterosina A
Pterosina A
Pterosina A
Pterosina A
Pterosina A
N/A
N/A
N/A

De este modo, la tabla general de resultados obtenidos en el marco de la cromatografia de capa

fina (TLC), se evalua de la siguiente forma:

Tabla 9.

Frecuencia general de presencia para Pterosina A.

Presencia Numero de muestras Porcentaje (%)
Si 11 45.83

No 13 54.17

Total 24 100

Del total de 24 muestras analizadas, se detectd la presencia de Pterosina A en 11 muestras (45,83

%), mientras que 13 muestras (54,17 %) no presentaron la toxina. Estos resultados indican que, en las

muestras evaluadas, predominé la ausencia de Pterosina A.

Tabla 10.

Porcentaje en cada finca, de presencia de Pterosina A.

Finca Negativo (%) Positivo (%)
1 37.50 62.50
2 62.50 37.50
3 62.50 37.50
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Figura 46.
Presencia porcentual de Pterosina A, segun la finca

Presencia de Pterosin A por finca
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Presencia

.No
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25%
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Nota: Autoria propia, realizado con la ayuda del software Rstudio.

En este sentido, la asociacién relacional entre la presencia de la toxina Pterosina Ay la finca de
la cual proviene la muestra del helecho macho, es o no significativa. Para esto, se realizé la prueba de
Fisher. Dando el siguiente resultado:

Prueba de Fisher: p =0.6702

Por lo cual, no existe una asociacion estadisticamente significativa entre ambas variables. Aun
cuando la finca numero 1 presentd una mayor proporcion de positivos respecto a las fincas 2 y 3, las
diferencias no son significativas.

Tabla 12.

Frecuencia porcentual en la presencia de Pterosina A segun la zona

Zona Negativo (%) Positivo (%)
1 53.85 46.15
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2 54.55 45.45

Figura 47.
Presencia de Pterosina A segun la zona

Presencia de Pterosin A por zona
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Nota: Autoria propia, realizado con la ayuda del software Rstudio.

En este sentido, la asociacion relacional entre la presencia de la toxina Pterosina Ay la zona
dentro de la finca, de la cual proviene la muestra del helecho macho, es o no significativa. Para esto, se
realizé la prueba de Fisher. Dando el siguiente resultado:

Prueba de Fisher: p = 1.000

Por lo cual, no existe una asociacion estadisticamente significativa entre ambas variables. Esto
se evalUa debido a la frecuencia muy similar entre las muestras positivas, tanto en las zonas 1y 2.
Tabla 13.

Porcentaje de presencia de Pterosina A basado en el estado fenoldgico.

Estado fenolégico Negativo (%) Positivo (%)
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Inmaduro 66.67 33.33
Maduro 41.67 58.33
Figura 48.

Presencia de Pterosina A segtn el estado fenoldgico

Presencia de Pterosin A por estado fenolégico
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Nota: Autoria propia, realizado con la ayuda del software Rstudio.

En este sentido, la asociacion relacional entre la presencia de la toxina Pterosina A y el estado
fenoldgico de la muestra vegetal al momento de muestreo; es o no significativa. Para esto, se realizé la
prueba de Fisher. Dando el siguiente resultado:

Prueba de Fisher: p =0.4136

La prueba exacta de Fisher indicd que no existe una asociacion estadisticamente significativa
entre el estado fenoldgico y la presencia de Pterosina A. Aunque las plantas maduras presentaron una
mayor proporcion de muestras positivas (58,33 %) en comparacién con las inmaduras (33,33 %), esta

diferencia no fue estadisticamente significativa.

Cédigo de documento: UDED-FOR-2026-V5-016 Rev. UPDI:2025-Feb-25
Caédigo de proceso: GDOC-ATAD-1



91

- Correlacién de presencia toxicoldgica en el helecho macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) con la
incidencia de hematuria enzoética bovina (HEB) en la parroquia de Pefiaherrera.

Las muestras bioldgicas se recopilaron y clasificaron segun se enlista en la siguiente tabla. Asi
también, cada una de las mismas, tiene una zona y ubicacién geogréfica Unica, dada y recopilada
mediante Wikiloc. De tal modo que, la evaluacion de presencia o ausencia esta basada también en el
lugar de recoleccidn. Con esto, los datos de correlacidn estan basados en realidad en encuestas
realizadas a las 3 fincas muestreadas, asi como también, con los resultados obtenidos en el segundo
objetivo.

Tabla 14.

Coordenadas de las muestras bioldgicas, recolectadas en la parroquia de Pefiaherra, tanto en la finca 1,

2y3.
Etiqueta Estado fenolégico Coordenadas
F1-Z1-11 Inmaduro 0.370572, -78573775
F1-722-12 Inmaduro 0.370178, -78.571818
F1-Z2-11 Inmaduro 0.370786, -78.661566
F1-Z1-13 Inmaduro 0.370308, -78.572685
F1-Z1-M3 Maduro 0.370308, -78.572685
F1-21-M1 Maduro 0.370572, -78573775
F1-22-M2 Maduro 0.370178, -78.571818
F1-Z1-M2 Maduro 0.370858, -78.573648
F2-22-M1 Maduro 0.352933, -78.534597
F2-22-M3 Maduro 0.353027, -78.534615
F2-22-M2 Maduro 0.352932, -78.534735
F2-Z1-M1 Maduro 0.352192, -78.53493
F2-22-13 Inmaduro 0.353027, -78.534615
F2-Z1-12 Inmaduro 0.352557, -78.534548
F2-71-13 Inmaduro 0.352785, -78.53459
F2-71-11 Inmaduro 0.352192, -78.53493
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F3-z1-M1 Maduro 0.347475, -78.533687
F3-22-M2 Maduro 0.34735,-78.534643
F3-22-M1 Maduro 0.34735,-78.532648
F3-21-M2 Maduro 0.347645, -78.533897
F3-722-11 Inmaduro 0.34735, -78.534643
F3-21-12 Inmaduro 0.347645, -78.533897
F3-22-12 Inmaduro 0.34735,-78.534643
F3-Z21-13 Inmaduro 0.347485, -78.533651

Nota: Elaboracion propia. F = Finca (1,2 03),Z=Zona (1 0 2), | =Inmaduro, M = Maduro.

Segun los resultados obtenidos en el objetivo anterior, se realizé estadistica de alto rigor
cientifico para poder encontrar la correlacion que se busca comprobar. Para esto, la base de datos
principal fue obtenida mediante encuestas a los duefios o encargados de las fincas lecheras en
Pefaherrera.

Para poder analizar la correlacién, se realizaron las pruebas estadisticas para comprobar la
prevalencia; tanto por finca y HEB, por helechos inmaduros positivos y helechos maduros positivos para
la toxina. Obteniendo lo siguiente:

Tabla 15.

Prevalencia observada de HEB por finca.

Prevalencia IC de Wilson
Finca Vacas examinadas HEB positivas
observada (%) 95% (%)

Finca 1

5 3 60.00 23.07-88.24
Finca 2

63 6 9.52 4.44-19.26
Finca 3

7 0 0.00 0.00-35.43
Total

75 9 12.00 6.44-21.26

Cddigo de documento: UDED-FOR-2026-V5-016 Rev. UPDI:2025-Feb-25

Cddigo de proceso: GDOC-ATAD-1



93

Nota: La prevalencia observada se calculd dividiendo el nimero de vacas positivas a hematuria enzoética

bovina entre el total de vacas examinadas en cada finca. Los intervalos de confianza del 95 % se estimaron
mediante el método de Wilson.

Figura 49.

Prevalencia observada de hematuria enzodtica bovina por finca analizada

Prevalencia observada de hematuria enzoética bovina
Intervalos de confianza de Wilson del 95 %

100%

75%

50%

Prevalencia de HEB

25%

0.4%
0%
Finca_1 Finca_2 Finca_3

La amplitud de los intervalos refleja el reducido tamafio muestral en algunas fincas

Nota: Autoria propia, realizado con la ayuda del software Rstudio.

Tabla 16.

Positividad toxicoldgica de helechos en estado fenoldgico inmaduro y maduro

Estado Helechos Positivos a IC de Wilson
Finca Positividad (%)

fenolégico examinados toxina 95% (%)
Fincal Inmaduro 4 2 50.00 15.00-85.00
Finca 1 Maduro 4 3 75.00 30.06-95.44
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Finca 2 Inmaduro 4 0 0.00 0.00-48.99
Finca 2 Maduro 4 3 75.00 30.06-95.44
Finca 3 Inmaduro 4 2 50.00 15.00-85.00
Finca 3 Maduro 4 1 25.00 4.56-69.94

Nota: Los amplios intervalos de confianza se relacionan con el reducido nimero de helechos analizados
por finca.

Figura 50.

Positividad toxicoldgica de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. Comparacion por estado de madurezy

toxicidad total

Positividad toxicolégica de Pteridium aquilinum
Comparacion por estado de madurez y toxicidad total
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75%
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25.0%
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50%

Proporcion de helechos positivos

25%
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Tipo de indicador . Inmaduros . Maduros . Total

Nota: Autoria propia, realizado con la ayuda del software Rstudio.

Con ello, se realizd una estimacién agrupada. Para obtener resultados utiles para hallar las

correlaciones se hizo uso de cuatro analisis estadisticos que contribuyan a la misma. Siendo estos:

Pearson r y Spearman rho. Obteniendo lo siguiente:
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Tabla 17.

Correlacion entre toxicidad del helecho macho y prevalencia de HEB.

95

Pearson Valor p por
Variable Valor p Spearmanrho Interpretacion
r permutacion
Toxicidad en No
0.367 0.761 0.000 1.000
helechos inmaduros significativa
Toxicidad en No
0.622 0.572 0.866 0.667
helechos maduros significativa
Toxicidad total del No
0.989 0.094 0.866 0.667
helecho significativa

El analisis obtenido por el coeficiente de Pearson muestra una correlacién lineal sumamente alta

entre toxicidad total de helecho y prevalencia de HEB. Sin embargo, cuando se aplica el coeficiente de

Spearman, considerado como método principal por el tamafio muestral tan reducido, se observa una

correlacion positiva alta, pero con una no significancia entre ambas variables. Por tanto, no hay

evidencia estadistica suficiente para confirmar una asociacion.

Figura 51.

Relacion entre la positividad toxicoldgica total del helecho macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) y la
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prevalencia observada de hematuria enzodtica bovina en las fincas evaluadas de la parroquia de

Pefiaherrera.

Toxicidad total del helecho macho y prevalencia de HEB

Pearson r = 0.989; p = 0,094
Spearman rho = 0.866; p exacta = 0,667
Unidad de analisis: finca (n = 3)

100%

75%

Finca_1

50%

Prevalencia observada de HEB

25%

Finca_:
[
Finca_3
0% ®

0% 25% 50% 75% 100%
Helechos positivos a toxina (total)
La recta es descriptiva. La inferencia principal corresponde a la permutacion exacta de Spearman

Nota: Cada punto representa una finca. La linea azul corresponde a la tendencia lineal entre ambas
variables. Se muestran los coeficientes de correlacién de Pearson y Spearman Unicamente como
medidas descriptivas de la asociacién observada. La inferencia estadistica se baso en el coeficiente de
Spearmany en la prueba exacta de permutacion debido al reducido nimero de fincas evaluadas (n = 3).
Autoria propia, realizado con la ayuda del software Rstudio.
Discusion de resultados.
- Caracterizacion botanica de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn presente en las zonas de Pefaherrera.

La caracterizacion permitié reconocer frondas con raquis sumamente definida, pinnas
desarrolladas, tricomas y soros dispuestos sobre la superficie abaxial, esto, en cualquiera de los dos
estados fenoldgicos analizados, como son, inmaduro y maduro. En frondas maduras, un caracter muy

notorio, fue la coloraciéon de soros; siendo estos, con tonalidades oscuras, mientras que, en inmaduras,
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la coloracién fue predominante hacia el amarillo. El grado de diferenciacidn, principalmente fue la
pigmentacién (Calderdn et al., 2013).

Un cardcter relevante del género Pteridium, es la disposicién marginal o submarginal de los
soros, constituyendo un determinante hacia el mismo. Segun Zenkteler et al., (2022) se ha demostrado
gue la morfologia de los soros y de indusios, son un factor importante a nivel taxonémico dentro de
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn; por tanto, la divisidn de frondas y distribucion de soros observadas en
este proyecto, fueron compatibles con el género Pteridium.

No obstante, la denominacién especifica, Pteridium aquilinum es un tema que compromete
mucha mayor cantidad de estudios y robustez; en este sentido, muchas veces, se requieren de estudios
a nivel genético para confirmarlo del todo. Segun Wolf et al., (2019), los marcadores nucleares son
capaces de demostrar que el género presenta una considerable complejidad genética y relaciones
filogenéticas que no siempre coinciden con identificaciones basadas solamente en su morfologia.
Resulta muy pertinente en Sudameérica, donde se han descrito diferentes especies y linajes del género,
pero siempre se han evaluado mediante marcadores genéticos.

Mediante la observacidn microscépica de esporas, permitio distinguir regiones especificas como
la exina, perina, cuerpo interno y apertura. En las frondas maduras, se evidencid una estructura de
apertura mucho mas definida a contraste de las inmaduras. Ramirez-Trejo et al., 2013, utilizé
microscopia para describir esporas y etapas iniciales del desarrollo de Pteridium caudatum; de este
modo, se permitié sefialar estructuras similares a las descritas anteriormente, como confirmacion
ultraestructural. De este modo, las caracteristicas son compatibles al género Pteridium.

- Evaluacion de presencia de toxinas y compuestos relacionados al helecho macho (Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn).

El contenido de humedad es metodolégicamente relevante correlacionado principalmente por

las caracteristicas morfolégicas del helecho macho. Se evalué la humedad promedio general de las
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muestras bioldgicas, dejando en un 63,7% y un promedio de materia seca del 36,3%; evidenciando asi
gue mayor parte del peso inicial estd proporcionado por agua interna de la muestra. Sin embargo, cabe
denotar que esto contribuye a la estabilidad de los glucdsidos iludanicos.

Segun Cacares-Pefia et al., (2013), quienes evaluaron distintos pretratamientos en muestras de
Pteridium caudatum y demostraron que dichos procedimientos influyen directamente en la
recuperacion de las toxinas como ptaquildsido, Caudatésido y pterosinas asociadas. En consecuencia, a
lo mencionado, el factor resulta critico al momento de observarse los resultados de identificacion.

Por tanto, el proceso de secado es un claro ejemplo directo para la positividad hallada en la
cromatografia de capa fina posterior. Una fronda que inicialmente contiene Caudatésido puede
presentar una mayor sefial de Pterosina A. El registro de humedad permitié estandarizar parcialmente el
tratamiento de las muestras, como un método critico a denotar.

Debido a que la Pterosina A pertenece al grupo de las pterosinas asociadas con el CAU, un
glucésido iludanico presente en helechos, la cromatografia de capa fina fue realizada con el fin de
contemplar la mejor afinidad para el mismo. De acuerdo con Kisielius et al., (2020), el Caudatésido tiene
una reactividad bioquimica muy similar a la del ptaquilésido y se relacionan fuertemente en el producto
de degradacion (Pterosina A). Los autores demostraron que el CAU se encuentra en concentraciones
importantes, con ello en cuenta, se tiene la diversidad quimica y toxicoldgica del género.

La fase movil utilizada, constituida por DCM y metanol en una proporcion 9:1, permitio obtener
una migracidn adecuada tanto del estdandar como de varios componentes o metabolitos secundarios de
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. La seleccion de este sistema fue debido a los resultados reportados por
Otgonsugar et al., (2018), quienes analizaron muestras de la misma especie utilizando dicha fase mévil y
silica gel F254 como fase estacionaria. Ademads, visualizaron placas a 365 nm y aplicaron revelador de

anisaldehido sulfurico al 5%. El estandar de Pterosina presenté un Rf de 0.84.
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Las similitudes metodoldgicas son importantes debido a lo evidenciado por Otgonsugar et al.,
(2018); mismos que, corroboraron que DCM-MeOH tiene una alta capacidad para movilizar compuestos
del grupo de las pterosinas. Debido a la inexactitud de la técnica cromatografica, es relevante
comprobarse que, los compuestos posiblemente vistos en la placa son tipificados como “posible toxina”,
tal como los autores lo han realizado.

Lu et al., (2019) hicieron uso de columnas de silica gel con gradientes de DCM-metanol y
aplicaron la proporcién especifica 9:1 durante el fraccionamiento de extractos de Pteris cretica, una
especie que contiene pterosinas en su perfil toxicoldgico. Las fracciones obtenidas fueron controladas
mediante TLC y, posteriormente, los compuestos identificados por MS o espectrometria de masas en
TANDEM; respaldando de este modo la polaridad del sistema escogido.

El estandar de Pterosina A presentd un Rf del 0.825, habiendo recorrido el solvente organico de
la fase movil, 17 cm. De tal modo que, las muestras clasificadas como positivas mostraron valores de Rf
comprendidos entre el 0.795 y 0.841. La cercania entre estos valores se debe a que las bandas migraron
a una distancia similar, pero al ser una técnica inexacta, el promedio comprende un sesgo de error
aceptable.

La amplitud del intervalo obliga a interpretar la identificacién como presuntiva. Considerando
gue la matriz es bioldgica y contiene una mezcla de distintas pterosinas, pterosidos, compuestos
fendlicos, entre otros; es necesario utilizar técnicas de mitigacidn robustas como UPLC-MS/MS. Guo et
al., (2025), evidencié que muchas veces la elevada complejidad quimica de las pterosinas se ve
comprometida por la cantidad de diversificacién de estas.

Es importante observar que el estandar tuvo una tonalidad blanquecina, mientras que las
bandas de las muestras mostraron una coloracion roja bajo luz UV. La diferencia cromatica se puede
relacionar con la concentracién del compuesto. Una banda, dentro del marco de TLC, puede contener

varios compuestos, no necesariamente uno solo; de tal modo que, Lu et al., (2019) describieron
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absorciones UV caracteristicas de pterosinas alrededor de 215-228 nm, 258-270 y 303-310 nm,
obteniendo imagenes con tonalidades rojas o amarillentas.

De las 24 muestras examinadas, 11 presentaron bandas compatibles con la Pterosina A,
equivalentes al 45.83% del total. La positividad, evidencié una distribucién heterogénea del marcador
guimico en los frondas analizadas. La ausencia de banda no es un determinante de negatividad; debido
a que TLC es cualitativa depende de la capacidad de observar una sefial en la placa y no permite ser
precisa.

La Finca 1 presento el porcentaje mas alto de muestras positivas, con 62,50%; mientras que las
fincas 2 y 3 presentaron un 37,50% cada una. No obstante, la prueba exacta (Fisher) produjo un valor del
0.6702; dando asi una evidencia estadistica no suficiente para asociar la deteccién de bandas
compatibles con Pterosina A con la finca de la cual provenga.

Hay diferencias de indole descriptivo entre un 62,50y 37,50%, dando una sensibilidad respecto
al tamafio muestral, de modo tal que, visualmente no sea apreciable y, por ende, la significancia no es
real.

De este modo, las frondas maduras presentaron con mayor frecuencia la positividad, con un
58,33% frente al 33,33% que se reporté en las inmaduras. Aun asi, en la prueba estadistica de Fisher, se
dio un 0.4136, y, por tanto, no se evidencid alguna relacién significativa entre el estado inmaduro o
maduro, respecto a la presencia de bandas de Pterosina A.

En el estudio de Otgonsugar et al., (2018), también se hallaron diferencias entre tipos de
muestra. Los autores detectaron PTA en muestras maceradas y liofilizadas, pero, con una concentracion
minima de 0.41 ug/g de minimo y un pico maximo de 49.68 ug/g en el material esporulado. De este
modo, el bandeo observado fue mds intenso en picos de alta concentraciéon y mucho menos visible en

menores concentraciones, dando asi rigor al estudio.
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- Correlacion de presencia toxicoldgica en el helecho macho (Pteridium aquilinum (L.) Kuhn) con la
incidencia de hematuria enzoética bovina (HEB) en la parroquia de Pefiaherrera.

En la correlacidn se hallaron distintas situaciones. La finca 1 fue la que obtuvo mayor positividad
toxicoldgica total, con 62,50% y la mayor prevalencia de este modo; con 60.00 %. Las fincas 2y 3
presentaron la misma positividad, dando un 37.50%; sin embargo, las prevalencias de HEB fueron del
9.52% y 0%, respectivamente. Por tanto, se observa una tendencia positiva entre ambas variables.

En el de la toxicidad total fue muy elevado el coeficiente de Pearson, dando un valor casi
cercano a 1; sin embargo, en Fisher, la significacion estadistica es de un 0.094, dando una incongruencia.
En este sentido, los tres puntos, es decir fincas, se aproximaron a una relacion lineal; dando un
coeficiente muy sensible para la finca 1.

Mediante el analisis de rangos de Spearman, el principal resultado, obtuvo un valor de 0.866 con
un valor exacto por permutacién de 0.667. La ausencia de significacidon es debido al nimero tan
reducido de vacas muestreadas y también de fincas; sin embargo, es importante mencionarse que, la
exposicién toxicoldgica se debe evaluar por unidad de vaca, mds no por un grupo de estas; porque cada
una es distinta y, por ende, la exposicién es mas o menos, dando prevalencias distintas.

Micheloud et al. (2017) documenté HEB en zonas con consumo prolongado de helechos toxicos
y confirmaron que las vacas tenian lesiones neoplasicas en la vejiga, produciendo una evidencia clinica a
la exposicion directa y prolongada al helecho. De este modo, recurrieron a la medicién de toxicidad y lo

relacionaron proporcionalmente directo con la aparicion de HEB y cancer a la vejiga.
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Capitulo V
Conclusiones

La investigacidén permitio estudiar de manera conjunta una problematica que se encuentra
presente en las fincas ganaderas de Pefiaherrera: la abundancia del helecho macho en los potreros y la
existencia de bovinos con antecedentes de hematuria enzodtica bovina. Para esto no se consideré
Unicamente la enfermedad observada en los animales, sino también las caracteristicas de la planta, su
estado de desarrollo, los compuestos presentes en sus frondas y las condiciones en las que el ganado
puede estar expuesto. Aunque el estudio no demuestra que el helecho sea la Unica causa de los casos de
HEB encontrados, si confirma que ambos elementos estan presentes dentro de los mismos sistemas
productivos y que esta relacidn debe continuar investigdndose con métodos mas especificos.

A partir de la caracterizacién botanica se reconocieron en las muestras los principales rasgos
asociados con el género Pteridium, como el raquis, las pinnas, las pinnulas, la disposicién de los soros
marginales, los esporangios y el indusio falso. También se observaron diferencias claras entre las frondas
inmaduras y maduras, sobre todo en el desarrollo y la coloracién de las estructuras reproductivas. En las
frondas jévenes los soros todavia se encontraban poco definidos y presentaban tonalidades verdes o
amarillentas, mientras que en los ejemplares maduros eran mas visibles y adquirian una coloracion
parda.

Estas caracteristicas permitieron considerar que los ejemplares recolectados son compatibles
con Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. Sin embargo, la identificacién de la subespecie no puede
considerarse definitiva solamente a partir de la morfologia, debido a la semejanza existente entre varias
poblaciones sudamericanas del género. Para resolver esta limitacion seria necesario realizar analisis
moleculares o comparar el material con ejemplares botanicos certificados.

El procesamiento de las muestras fue uno de los componentes mas exigentes del estudio. Las

etapas de secado, molienda, maceracion, concentracién, desengrasado e hidrdlisis tuvieron que
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ajustarse de forma progresiva hasta obtener extractos que pudieran ser aplicados en las placas
cromatograficas. Esta experiencia permitié establecer un procedimiento de trabajo util para futuras
investigaciones en la zona, especialmente porque existen pocos protocolos adaptados a la deteccion
cualitativa de derivados del caudatdsido y del ptaquildsido mediante cromatografia de capa fina. Aun
asi, seria incorrecto sefialar que el método queddé completamente validado. Para ello todavia se
deberian evaluar aspectos como la recuperacion de los compuestos, la precision, la repetibilidad, la
selectividad y los limites de deteccidon. También debe considerarse que la hidrdlisis pudo no haber
transformado completamente los glucdsidos originales en sus respectivas pterosinas, lo que habria
reducido la intensidad de algunas bandas.

La cromatografia de capa fina permitié separar varios componentes presentes en los extractos
vegetales. El sistema formado por placas de silice gel 60 Fys4 y una fase maovil de diclorometano y
metanol en proporcién 9:1 produjo una migracidn adecuada del estandar de pterosina A, cuyo factor de
retencion fue de aproximadamente 0,826. Este valor sirviéo como referencia para comparar las bandas
observadas en las muestras. Bajo estas condiciones se encontraron sefiales compatibles con pterosina A
en 9 de las 12 muestras inmaduras y en 5 de las 12 muestras maduras. La mayor frecuencia registrada
en las frondas jovenes coincide con el comportamiento esperado de los glucésidos iludanos, ya que
estos compuestos suelen encontrarse en concentraciones mas altas durante las primeras etapas de
desarrollo de la planta y disminuir a medida que la fronda madura.

Sin embargo, la coincidencia entre el factor de retencidon de una muestra y el del estandar no
demuestra por si sola que se trate exactamente del mismo compuesto. La TLC permitié obtener una
identificacidn presuntiva, pero no una confirmacidn estructural. Por esta razén, las bandas encontradas
deben describirse como compatibles con pterosina Ay no como una deteccion definitiva de caudatésido
o ptaquilésido. La pterosina A corresponde a un producto de degradacion mas estable del caudatdsido,

por lo que su presencia podria indicar que este glucésido estuvo originalmente en la muestra o se
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transformé durante el procesamiento. Para confirmar esta interpretacién seria necesario utilizar
técnicas como HPLC-DAD, LC-MS o LC-MS/MS.

Las placas también mostraron algunas dificultades durante su desarrollo. En ciertos carriles se
observé una migracion desigual, especialmente en la zona central, lo que generé el denominado efecto
sonrisa. Adema3s, algunas bandas presentaron diferencias en color, fluorescencia e intensidad, mientras
que el estandar de 3 ppm se visualizé débilmente en determinadas corridas. Estas variaciones pudieron
estar relacionadas con la cantidad de extracto aplicada, la saturacién de la cdmara, la humedad, la
complejidad de la matriz vegetal o la concentracion reducida del estandar. Estas limitaciones no
eliminan el valor de los resultados, pero si obligan a interpretarlos con cuidado. En este trabajo, la TLC
funcioné adecuadamente como una técnica de tamizaje y comparacién entre muestras, aunque no tuvo
la capacidad suficiente para diferenciar de manera concluyente entre varias pterosinas o metabolitos
con desplazamientos semejantes.

Los analisis espectrofotométricos complementaron la evaluacion de los extractos, pero tampoco
permitieron confirmar una correspondencia exacta con el estandar. Los espectros UV-Visible de las
muestras mostraron un comportamiento relativamente parecido entre si, mientras que el perfil del
estandar fue diferente. Algo similar ocurrié con la segunda derivada, donde los promedios de las frondas
maduras e inmaduras presentaron mayor semejanza entre ellos que con la pterosina A de referencia.
Este resultado indica que los extractos contenian mezclas complejas de sustanciasy que la sefial de los
compuestos de interés pudo encontrarse parcialmente cubierta por otros metabolitos vegetales.

En el componente epidemioldgico se comprobé la presencia de HEB en las unidades productivas
estudiadas, aunque la proporcidn de animales afectados fue diferente entre fincas. Esta distribucion
desigual permite pensar que la enfermedad no depende de un solo factor. La cantidad de helecho
presente en los potreros, el tiempo durante el cual los bovinos permanecen expuestos, la disponibilidad
de alimento, el estado fenolégico de las plantas, el manejo de los animales y la posible presencia de
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papilomavirus bovino pueden intervenir de manera conjunta. Por ello, encontrar una finca con
abundante helecho no significa necesariamente que todos los animales desarrollaran la enfermedad, asi
como una sefal cromatografica negativa en una muestra tampoco permite descartar completamente el
riesgo de exposicion.

La correlacion de Spearman no mostrd una asociacion estadisticamente significativa entre la
proporcién de muestras con sefiales compatibles con pterosina Ay la prevalencia de HEB. Este resultado
no demuestra que la relacidn entre la toxina y la enfermedad sea inexistente. El andlisis se realizd
Unicamente con tres fincas, por lo que el nimero de observaciones fue demasiado reducido para
obtener una estimacidn estadistica estable. Ademas, la presencia de valores iguales entre las unidades
productivas disminuyd alin mas la capacidad de la prueba para identificar una tendencia. En
consecuencia, las correlaciones obtenidas deben entenderse solamente como resultados descriptivos y
no como evidencia suficiente para aceptar o rechazar una relacién biolédgica entre la exposicion al
helecho y la enfermedad.

En términos generales, el estudio permitié comprobar que las poblaciones de Pteridium forman
parte del entorno habitual de las fincas evaluadas y que sus frondas contienen compuestos capaces de
producir perfiles cromatograficos semejantes al de la pterosina A. La mayor frecuencia de estas sefales
en los ejemplares inmaduros demuestra la importancia de considerar el estado fenoldgico durante la
recoleccion y el analisis de las muestras. Al mismo tiempo, los resultados muestran que la HEB es una
enfermedad compleja, cuyo comportamiento no puede explicarse Unicamente por la presencia o
ausencia cualitativa de una banda en una placa cromatografica.

El principal aporte de esta investigacion fue generar informacién botanica, quimica y
epidemioldgica de una zona en la que existian pocos datos sobre la presencia de toxinas de Pteridium y
su posible relacién con la HEB. También permitié identificar las principales dificultades metodolégicas

gue deberan corregirse en futuros estudios. Serd necesario ampliar el nimero de fincas y animales,
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realizar muestreos durante diferentes épocas del afio, cuantificar los glucésidos iludanos mediante

técnicas instrumentales mas especificas, confirmar molecularmente la identidad del helecho y evaluar
otros factores relacionados con el manejo del ganado y la presencia de agentes virales. De esta manera,
sera posible establecer con mayor precision el nivel de exposicion de los animales y comprender mejor

la participacién del helecho en la presentacidn de la enfermedad dentro de Pefiaherrera.
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Recomendaciones.

Fortalecer la identificacién taxonédmica del material vegetal, esto utilizando preparacion
adecuada para ejemplares de referencia, usualmente en herbarios. De tal modo que, se puedan emplear
técnicas genéticas o moleculares para poder corroborar adecuadamente que la especie muestreada,
corresponde definitivamente a Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. Aun cuando la identificacion se la realizé a
nivel macroscopico y microscépico.

Se recomienda cambiar la técnica cromatografica. Generalmente las toxinas son muy
susceptibles a cambios ambientales y, por ende, su estabilidad se ve sumamente comprometida;
adicionalmente, las concentraciones en términos generales son incluso, hasta en trazas, dicho esto,
compromete a que, la investigacion carezca de robustez y, por ende, los resultados no son concluyentes.

Es importante realizar un estudio muestral mucho mas amplio, de tal modo que se obtengan
datos generales, especificos y por caso. Debido a que la mayoria de las vacas se encuentran en libre
pastoreo, la situacion se ve comprometida al momento en que se generaliza y no se estratifica el

estudio, por ende, los sesgos estan altos.
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