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A DATOS GENERALES DEL PROYECTO

Investigacion Basica [ Investigacion Aplicada X Desarrollo Tecnologico X

Obtenciéon de Pterosina B, en Preridium arachnoideum como patrén para la determinacién del toxico
carcinogénico (ptaquilésido) en diferentes matrices como control de calidad alimentaria.

local, regional y nacional
Mejoramiento genético de variedades de interés comercial, medicinal, artesanal,
nutricional y forestal
Caracterizacion genética del ganado
GENETICA Y Caracterizacion de plantas y principios activos
BIOTECNOLOGIA | Identificacion de metabolitos secundarios de plantas, hongos y bacterias X
Aplicacion de organismos y/o productos generados, en el mejoramiento de
suelos, alimentos y agua.
Caracterizacion botanica de especies endémicas y de la region.
Aplicacion de organismos y/o productos generados, en el mejoramiento de
suelos, alimentos y agua.
Atencién primaria en salud
GESTION EN Talento humano (formacion del talento humano en salud y enfermeria)
SALUD Calidad del cuidado de enfermeria
Participacion Social
VIH y Tuberculosis
ENFERMEDADES | Alteraciones de la nutricion
PREVALENTES Patologias maternas y neonatales .
TRAMISIBLES Y "g 1 fermedades tropical
NO ( picales
TRASMISIBLES Alteraciones en la salud mental
Enfermedades Endocrinas
SALUD ANIMAL Enfermgdngs transmis.ibles, y 1o tr'ansn}isi‘bles en relaf:ién a aspectos
epidemiologicos, manejo clinico, diagnostico y tratamiento.
BIODIVERSIDAD | Caracterizacidn, manejo y conservacion de ecosistemas
Y PATRIMONIO
NATURAL
HIDROLOGIA | Hidrologia/ Hidraulica, Distribucion de precipitaciones, periodos de retorno
RIESGOS Y Prevencion de Riesgos/Catastrofes, vulnerabilidad a diferentes tipos de
CATASTROFES | fenomenos naturales. Meteorologia, Vulcanologia y sismologia
Seguridad y Soberania Alimentaria X
AGROPECUARIAS | Mejoramiento genético; pastos y forrajes; incremento de la produccion
pecuaria.
AGROINDUSTRIA | Potenciamiento del desarrollo de técnicas y tecnologias Agroindustriales
BIOMASA .Valoriz.acién de' la Biomasa residual , con fines de utilizacion energética,
industrial y agricola
ACUICULTURA | Estudios de sistemas acuicolas
TECNOLOGIAS DE | Software para procesos de gestion y administracion publico y privada
LA INFORMACION [ Conectividad y telecomunicaciones en la sociedad de la informacion y el
COMUNICACION |- coneeimiento.
(TIC'S) Aplicaciones de geo informatica
ADMINISTRACIO | Economia popular y solidaria: creacion de emprendimientos sustentables
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Instingo de Inveaty

b @

N Modelos econémico administrativos en el desarrollo y crecimiento de las
PYMES
Modelos de gestion administrativa en el sector piblico y privado en el campo
turistico y hostelero, en zonas y areas de riqueza paleontologica, arqueologica,
GESTION antropologica
EMPRESARIAL | Estrategias administrativas de gestion social en los GADS parroquiales.
Mecanismos de desempeiio para la preservacion de las expresiones culturales
Patrimonio artesanal de aprovechamiento turistico
Diversidad del aprendizaje - ensefianza
Correlaciones educativas en los procesos de generacion de saberes y técnicas
EDUCACIONY | 2ncestrales. ‘ - -
CONOCIMIENTO | Ambientes y estrategias de ensefianza - aprendizaje a grupos de vulnerabilidad
social y econémica
Pedagogia y Didactica intercultural en contextos urbanos y rurales para la
educacion alternativa
Saberes
Aprendizaje intercultural y dialogo de saberes.
INTER%%IS‘URALI Comunicacion intercultural en escenarios de identidad social
Modelos de estudios ancestrales e interculturales
Tecnologia y practica ancestral en la formacion
DERECHOS Y Participacion y organizacion del poder.
GARANTIAS DEL T :
BUEN VIVIR Derechos de naturaleza, humanos y biodiversidad

12 meses

Duracion del proyecto en meses

[FINACIAMEEN PO HELPRDTREI © e R e L e

$ 26 000 USD (Veinte y seis mil dolares) financiados
por el Instituto de Investigacion de la Universidad

Monto total del financiamiento proyecto  Estatal de Bolivar.
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B. LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL PROYECTO

Nacional X

Zona 1 (Carchi, Esmeraldas,
Imbabura y Sucumbios)
Zona 2 (Napo, Orellana y
Pichincha)

Zona 3 (Chimborazo,
Cotopaxi, Pastaza y
Tungurahua)

Zona 4 (Manabi, Sto.
Domingo de los Tsachilas)
Zona 5 (Bolivar, Guayas, Los
Rios y Santa Elena)

Zona 6 (Azuay, Caiiar y
Morona Santiago)

Zona 7 (El Oro, Loja y
Zamora Chinchipe)

Zona 8 (Cantones Guayaquil,
Samborondén, Durin)

Zona 9 (Distrito
Metropolitano de Quito)

oooooooon

L

Zonas de Planificacién []

Provincial X Provincia Bolivar
Local X San Miguel (zonas ganaderas)

C. DATOS DE LA INSTITUCION EJECUTORA

Universidad Estatal de Bolivar

®

Representante  Ing. Diomedez Cédula de 0200506764
Legal Nuiiez Minaya Identidad
Fax Ej.: 08-2769812 Correo dnunez@ueb.edu.ec
Teléfonos 032206010 Electrénico
Direccion Av. Ernesto Che Guevara, S/N, Av. Gabriel Secaira, Guaranda
Pagina Web www.ueb.edu.ec
Institucional

) Facultad de Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente, Escuela de
Organo Medicina Veterinaria y Zootecnia.
Ejecutor

CY XXX XA XX A XX A XA A A A R R A R R A R A A A A A AL Adddddddh b g i



UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLIVAR F )

)
’ Formulario para la Presentacion de Proyectos de Investigacion /"  Ag- -
) : Cientifica, Desarrollo Tecnolégico e Innovacién ‘\/
’ == ormulario tomado de la Secretaria Nacional de Educacién Superior Ciencia y Tecnologia -~ SENESCYT) -
)
)
) E.  PERSONAL CIENTIFICO-TECNICO DEL PROYECTO
)
' EEsOVIGIRRC AR e T
)
)
)
) Angela del Facultad de Ciencias 032206043
) 1709791345 Rocio Calderon Agropecuarias,
) Tobar Recursos Naturales y 0994962320
’ del Ambiente.
) > PhD. Ciencia acalderon@ueb.edu
Director del Proyecto Veterinarias, -€C
especialidad
Toxicologia V.
Augusta Instituto de | 0990796788
1102444484 Jiménez Investigacion de la | 0984365042
Sanchez Universidad Estatal | ajimenez@ueb.edu.
de Bolivar. ec
. (MsC. Manejo
Director Subrogante Bitegnil dé
Laboratorios de
Desarrollo).
0600869036 Clemencia Facultad de Ciencias | 032306379
Oderay Merino | Agropecuarias, 032206695
‘Q fimseoiaitics ) Pefiafiel Recursos Naturales y | 0998945668
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c
Investigador 2
Técnico de Laboratorio




W W W W W W W W W w v

Formulario para la Presentacion de Proyectos de Investigacion (

Cientifica, Desarrollo Tecnoldgico e Innovacién
(~ormulario tomado de la Secretaria Nacional de Educacién Superior Ciencia y Tecnologia - SENESCYT)

F. RESUMEN EJECUTIVO

El género Preridium representa una amenaza potencial para el mundo por su caracter invasivo y por la
caracteristica del género de constituir la unica fuente actual de un compuesto carcinogénico natural que esta
asociado con la presencia de la enfermedad Hematuria Enzodtica Bovina en los diferentes continentes.

Ecuador ha reportado recientemente la incidencia de esta enfermedad y la elevada presencia del helecho
Preridium arachnoideum (+ del 80 %) que poseen las areas de pastoreo, lo que influye en la salud animal con la
aparicion de cancer de vejiga en el ganado y traducido en la cadena alimentaria a la aparicion de cancer de
estobmago en la poblacion humana que hacen consumo de leche y carne de animales enfermos. El presente
proyecto se basa en la necesidad inminente para el Ecuador de contar con un patron de Pterosina B que permita
la cuantificacion del ptaquilésido (toxico carcinogénico) como parte del control de calidad de la leche fresca de
las areas invadidas con la planta, asi como proveniente de animales aparentemente sanos. La inexistencia
comercial de este patron, hace imprescindible la ejecucion de esta investigacion con el propésito de obtener la
Pterosina B, en Pteridium arachnoideum como patron para la determinacion del toxico carcinogénico
(ptaquilosido) en diferentes matrices como control de calidad alimentaria, para su comercializacion a
laboratorios de normalizacién de la calidad de los alimentos que estén indexados al INEN y otros; asi como
también, la incorporacion en el sistema de calidad de estos alimentos para que se garantice su inocuidad y sean
considerados productos aptos para el consumo humano y se asegure la calidad alimentaria de la poblacion
humana.

Por otro lado, complementando este objetivo se realizara la estandarizacion y validacion de la técnica analitica
por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR o HPLC) para la cuantificacion del fitotoxico
(Ptaquildsido) en las diferentes matrices que posibiliten dar servicio a la poblacion. Para lograr el objetivo
planteado se procedera a establecer metodologias factibles economicamente para la extraccion, purificacion del
patron y para la validacion de la técnica, segin regulaciones nacionales e internacionales a tal efecto. Como
resultado del proyecto se contara con un producto comercializable y con posibilidades de patentar el método de
obtencion, se podra valorar la factibilidad posterior de transferir la tecnologia a Empresas de manufactura de
Quimicos en el Ecuador, ademas, se contara con la ficha de costo de la produccion del patron y de la
metodologia analitica para el servicio a la poblacion involucrada, basados en que la Universidad contara con el
equipamiento necesario para la realizacion del objetivo propuesto en el presente proyecto.
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G. DESCRIPCION DETALLADA DEL PROYECTO

El género Pteridium es de los de mayor distribucion en el planeta y se ha comprobado que es la mas
intensiva y globalmente extensiva de todas las plantas, se encuentra en los cinco continentes, tanto en zonas
templadas como tropicales y desde el nivel del mar hasta altitudes que superan los 3000 m. (1,2). Es una
planta perenne que persiste por los rizomas. Tradicionalmente, se ha considerado al helecho macho como
una especie singular: Pferidium aquilinum pero con diferentes subespecies y variedades reconocidas. En el
hemisferio norte se reconocen las subespecies aquilinum, descompositumm, pubenscens, feei, latiusculum,
wrightianum, pseudocaudatum y africanum. (3) En el hemisferio sur existen las subespecies caudatum,
arachnoideum, revolutum, yarrabense y esculentum. En todas las subespecies y variedades se ha reportado
la toxicidad de la toxina ptaquilésido (4).

El analisis de la informacion sobre el caracter invasivo de esta especie vegetal a nivel mundial, nos permite
aseverar que el Pteridium aquilinum se ha convertido en un problema ecologico grave que se acentua por
malas politicas de manejo de la vegetacion, del uso indiscriminado de las zonas boscosas para el
silvopastoreo y el abandono de actividades de atencion y mantenimiento a las comunidades herbaceas en
general. (5).

El helecho macho (Pteridium sp) posee diferentes agentes venenosos: algunos glicosidos cianogénicos;
factores o agentes de caracter antitiaminicos y factores de actividad carcinogénica (ptaquilosido). Por lo que
puede dar lugar a efectos toxicos y envenamiento en rumiantes (ganado bovino, ovino-caprino) y en no
rumiantes (equinos, porcino, ratas, ratones, otros). (6). Esta especie vegetal que presenta una accion
alelopatica sobre la flora nativa del lugar y ocupando una alta dominancia en la misma, por su alto contenido
de proteinas es una planta palatable por el ganado el que hace consumo de la misma (7).

La afectacion en el ganado por esta especie estd dada por la presencia en el vegetal de altas dosis de su
principio fitotoxico: ptaquilosido (10 a 30 g toxico/ kg de planta). Este elemento se considera un carcinogeno
directo, dando lugar a la formacioén de dienona en el organismo a pH basico como producto intermediario y
principio toxico que forma un aducto con el DNA de forma irreversible, lo que esta vinculado con la
aparicion de tumores a nivel de vejiga y esofago en el ganado con Hematuria Enzodtica (HEB) y posterior
aparicion de poblaciones humanas de riesgo de presentar cancer gastrico por el consumo de leche y camne
provenientes de animales enfermos, las que se encuentran con altos contenidos residuales del carcindgeno
natural ptaquilésido.(3, 8, 9, 10, 11). La hematuria enzodtica bovina (HEB) es una enfermedad de curso
cronico que se presenta en el ganado vacuno, reportada por diferentes paises a nivel mundial, dada la
invasién en zonas de pastoreo de la especie vegetal Preridium sp (6, 12).

El ptaquilésido norsesquiterpénico presente en Pleridium sp s el acusante de las lesiones tumorales de
caracter maligno que se producen en los animales, debido a la propiedad carcinogénica que estos posen (13).
La HEB posee un gran impacto econémico, en Colombia se calcula que 30.000 cabezas de ganado en
edades productivas tienen que ser sacrificadas anualmente, por lo que dejan de producir 24,5 millones de
litros de leche, que se traduce en pérdidas economicas superiores a los 6 millones de dolares. (14). Bolivia
con pérdidas anuales estimadas en $2.000,000 USD. Otros paises de Latinoamérica también reportan el
impacto negativo para el desarrollo ganadero debido a esta intoxicacion (15, 16, 17, 18). Casos de
intoxicacion por P. aquilinum; también, se reportan en paises industrializados en diferentes confines del
planeta, por ejemplo, en Inglaterra, Alemania, Islas Azores, Portugal, ente otros, (19, 20, 21, 22).

En Europa se reporta efectos toxicos con el género Pteridium en Australia, Nueva Zelanda, Reino Unido,
Dinamarca, Italia, observandose una dependencia directa de la concentracion del téxico con la altitud; con
riesgo al ser humano tanto por el consumo de carne y leche contaminadas con la fitotoxina, asi como a traveés
de las esporas en personas que trabajan en los bosques y existe la especie como contaminantes. (8, 23). En
Asia, se conoce que los pobladores de Japon consumen los crosiers (frondes jovenes) en conservas (24) con
tratamientos previos con agua hirviente o soda, para la reduccion de la carcinogenicidad del helecho; sin
embargo, existe una mayor prevalencia de carcinoma en el tracto digestivo superior, principalmente en
es6fago y estomago por el consumo de frondes (24, 25).
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En Ameérica Latina, se reporta la especie en diferentes paises: Venezuela, Costa Rica, Brasil, Bolivia,
Ecuador. Por ejemplo, en Costa Rica se ha observado mayor presencia de cancer gastrico en humanos, en
lugares donde existe una alta prevalencia de Hematuria Enzobtica Bovina. Trabajos realizado por un equipo
de investigadores en Bolivia en el afio 1999 caracterizaron esta enfermedad y la alta invasion de la
subespecies caudatum y arahnoideum (26, 27, 28, 29).

Reportes de residualidad de ptaquildsido en leche, Venezuela y Costa Rica demuestran que se observa en la
leche un 8.6% del ptaquilosido consumido en experimento con bovinos. Asi como en otros alimentos como
carne, se ha comprobado que después del calentamiento de la misma por 3 horas conserva una alta
concentracion del toxico. (30).

Uno de los recursos economicos mas importantes de Ecuador es la ganaderia, no solo como fuente de
alimento sino también como fuente de trabajo para la poblacion que se desarrolla, sobre todo, en los pisos
medios de la Sierra. Se trata de una ganaderia semiextensiva. Ademas, de ser uno de los sectores mas
dinamicos dentro de la produccion agropecuaria. La mayor proporcién corresponde a la ganaderia bovina,
tanto de carne como de leche, a tal punto que los ganaderos exhiben como insignia el hecho de que el pais
ahorra $500 millones anuales al no tener que importar el producto. El gerente de la Asociacion de Ganaderos
de la Sierra y el Oriente (31), Juan Pablo Grijalva, subraya que el sector da trabajo directo a mas de 1 500
000 ecuatorianos y que la produccion nacional es de 3 525 027 litros diarios, para el consumo nacional. La
ganaderia de leche es para el pequefio productor la unica fuente estable de ingresos, sobre todo en los
sectores marginales, en donde el hombre de campo es duefio de hatos que producen hasta 50 litros por dia.

Sin embargo, en Ecuador no existian reportes documentados de la existencia de Hematuria Enzodtica
Bovina. Calderén ef al. (12) Realizan el primer reporte considerando los signos clinicos y pruebas de
laboratorio y la realizacion de un estudio preliminar epizootiolégico, en el Cantén de San Miguel, Provincia
Bolivar, donde se demuestra que la mortalidad asociada a la hematuria solo ocurrié en presencia de la
especie Pteridium arachnoideum 'y una tendencia (P < 0,1) a presentar un alto Odds ratio (13) entre la
presencia del helecho y los signos clinicos. Se demostrd en estudios botanicos previos que en el Ecuador
solo existe la especie Pteridium. arachnoideum. (32). A todo lo dicho anteriormente, se une otro aspecto de
extrema importancia; es el asociado a la eliminacion del ptaquilésido presente en la leche de las vacas
intoxicadas (33), sobre todo en la forma subclinica, donde no se aprecia aun signos clinicos; este hecho pone
en riesgo a los consumidores de contraer cancer gastrico por sus altos contenidos de residuales del toxico.
(10, 11, 15, 34, 35, 36). Dado los antecedentes, el consumo de leche en la poblacion adulta y
fundamentalmente infantil en zonas donde se presenta la Hematuria Enzootica Bovina es un factor de riesgo
en la aparicion de cancer gastrico, (8).

Considerando que el modo de accion toxicologico de este carcinogeno natural es a través de su conversion a
una diedona (producto intermediario) el cual se une al DNA para formar el aducto y la poca estabilidad del
ptaquilosido (Figura 1). Este compuesto toxico es posible determinarlo en las plantas, suelos, fluidos
bioldgicos, carnes, agua, otras, a través de su compuesto estable Pterosina B. (37).
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Figural: Esquema de la Biotransformacién del téxico carcinogénico Ptaquilésido (Fuente: Smith, 1997)
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 DEFINICIGN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION |

Problema de Investigacién: Se manifiesta como problema cientifico a esta problematica la no
disponibilidad comercial del patrén Pterosina B para la determinacion del Ptaquilésido, fitotoxico
carcinogénico que pone en riesgo a los consumidores de leche, carne, derivados y agua, de contraer cdancer
gastrico en los humanos por no ser inocuos y que garanticen la seguridad alimentaria de la poblacion a
nivel nacional.

En todos los estudios realizados a nivel mundial, el patrén Pterosina B se obtiene por los especialistas que
trabajan en la caracterizacion cuantitativa del toxico. Aiin paises tan desarrollados como Italia, que recién
concluyen y publican un nuevo método de determinacion del toxico, emplearon en las determinaciones y en
la preparacién del patron Pterosina B — bromuro de sodio deuterado, fuente de plantas de la region (38).

A pesar que CAS suppliers (39) plantea la venta de este patrén de Pterosina B, no es posible el acceso al
mismo en cantidades suficientes, ademas, de que la literatura al respecto no asigna precio al mismo, por lo
que es un problema no resuelto la adquisicion de patron Pterosina B para asumir los trabajos de
determinacion del ptaquilésido residual en diferentes matrices que garanticen asumir el control de la
calidad de estos productos que asegure consumir alimentos inocuos a la poblacion.

Justificacion de la Investigacion: Con el desarrollo, tanto intensivo como extensivo de la ganaderia, con
énfasis en la especie bovina, aunque incluye a otras especies animales, no siempre se ha considerado
determinados aspectos importantes que pueden condicionar posteriormente la presentacion de
intoxicaciones, tales como la flora primitiva de la region, las caracteristicas del suelo, el clima regional,
entre otros factores, y se establecen crianzas de animales, las cuales pueden estar afectadas por la invasion
de especies vegetales indeseables, contentivas de sustancias dafiinas y que, ademds, con frecuencia, pueden
resultar resistentes al medio y llegan incluso a vencer a los cultivos beneficiosos (40, 41, 42).

Por otra parte, muchos compuestos quimicos que se encuentran presentes en las plantas pueden afectar la
salud humana por su ingestion a través de la cadena alimentaria, al consumir productos procedentes de
animales, carne, leche y sus derivados, por lo que resulta un aspecto de vital importancia a tener en cuenta
en la calidad de estos alimentos (43, 44).

En este orden de ideas se ha reportado la invasion de helechos toxicos correspondiente a la especie
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn o bracken fern que afecta negativamente la crianza animal vacuna en
diferentes regiones ganaderas del mundo y en particular de América Latina (12, 17, 42, 44, 45, 46), de ahi
que los animales que consumen la planta resultan intoxicados de forma aguda o cronica en dependencia de
la exposicion al toxico (13).

En la Provincia Bolivar, estudios recientes demuestran que en fincas ganaderas de los Cantones de
Chimbo, San Miguel y Echeandia existe la presencia (60-100%) de helechos Pteridium arachnoideum en las
zonas de pastoreo (11, 12). Se conoce también que esta problematica invasiva del Pteridium arachnoideum
es extensiva a otras regiones del Ecuador (29, 32).

La magnitud del problema de la gran distribucion de la planta téxica asociada a la HEB, en diferentes
regiones del mundo, representa serias afectaciones al desarrollo de la ganaderia vacuna y con alcance a
los consumidores en la cadena alimentaria (17, 18).

Una asociacion entre el consumo de helechos y el cdncer en los seres humanos ha sido previamente
demostrada (47). Las principales vias de exposicion incluyen la ingestion como alimento de los helechos
frescos (retorios), beber leche o agua contaminada con Ptaquilosido y la inhalacion de aire que contiene las
esporas de helechos. Estas exposiciones pueden llevar a un aumento de la incidencia de cdancer gdstrico y de
esofago en los seres humanos (36). Se ha encontrado que aproximadamente el 9% de Pt contenido en
helechos que son consumidos por las vacas se transfiere a la leche (36). Ademds, Ptaquildsido se transfiere
de la vegetacion de helechos al suelo adyacente y a las aguas subterraneas y asi contaminar el agua potable
(25, 44).
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Se considera al Ptaquilosido como el causante de tumores malignos en los animales de granja y también en
los humanos (43, 48, 49). El toxico ptaquilésido es carcinogénico de accion directa que pone en riesgo al
consumidor por consumir alimentos provenientes de animales intoxicados con Hematuria Enzoodtica Bovina
(12, 42, 50).

EI Comité Britanico de Toxicidad de Quimicos en Alimentos, Productos de Consumo y el Ambiente (COT),
ha declarado al ptaquilésido como un agente carcinégeno potencial para los humanos a todos los niveles de
ingestion (51). Sin embargo en el Ecuador no existe en las normas INEN 9-2008 para la leche y carne
cruda, NTE INEN 1338 (2012) la regulacion de este compuesto toxico como residual en los productos
cdrnicos, ldcteos e inclusive el agua (NTE INEN 1108), (52), por lo que existe la necesidad de que se
conozca esta problemdtica del Ptaquilésido y se cree e implemente una norma de control de calidad de
residuales fitotoxicos como el Plaquilésido para garantizar la inocuidad de los alimentos y sean aptos para
el consumo humano.

Varios estudios han documentado sus efectos genotdxicos como mutagénicos y clastogénicos del
Ptaquilésido que actiia como agente alquilante de la molécula de ADN (53, 54, 55, 56, 57).

Otros autores han evidenciado los efectos citogenéticos como resultado de la induccion de aberraciones
cromosémicas en animales afectados, luego del consumo reiterado de esta planta (38, 59, 60). También
estudios recientes describen el efecto clastogénico, aneugénico e inductor de intercambio de cromatidas
hermanas en linfocitos humanos a dosis de 5, 10y 20 ug/mL (61).

En la Provincia Bolivar, estudios recientes demuestran que en fincas ganaderas de los Cantones de
Chimbo, San Miguel y Echeandia existe la presencia (60-100%) de helechos Pteridium arachnoideum en las
zonas de pastoreo y la leche contiene niveles altos de residualidad de Ptaquilosido (10, 11). Se conoce
también que esta problemdtica invasiva del Pteridium arachnoideum es extensiva a otras regiones del
Ecuador (29, 32).

Considerando estos aspectos el presente proyecto se traza como objetivo general, obtener la Pterosina B en
Pteridium arachnoideum como patron para la determinacion del toxico carcinogénico (ptaquilosido) en
diferentes matrices, en un laboratorio asignado a este fin por parte de la Universidad Estatal de Bolivar que
garantice su obtencion, formacion y purificacion para su posterior venla a empresas de regulacion
alimentaria que incluyan la deteccion de esté metabolito secundario como parte del control de calidad para
garantizar la inocuidad de los alimentos que consume la poblacion local y/o nacional.

Ademas, aprovechando los recursos y la asignacion de un equipo de HPLC por parte de la Universidad,
como complemento del objetivo general, se realizard la estandarizacién y validacion de un método de
andlisis quimico mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR o HPLC) para la
cuantificacion del toxico en diferentes matrices, que permilan una vez concluido el proyecto brindar
servicios en la Provincia Bolivar y/o a nivel nacional. Lo cual no estd disponible en el pais hasta el
momento.
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I: Extraer y Purificar la Pterosina B.

Extraer el Ptaquildsido y formar la Pterosina B: Se empleara la metodologia de Agnew y Lauren (62)
de marcha fitoquimica de extraccion del ptaquilésido de su fuente vegetal de origen, Preridium
arahnoideum, para lo cual el material vegetal sera sometido a extraccion con agua y posterior separacion
con solventes organicos. Se procedera a la conversion del ptaquilésido en Pterosina B mediante
reacciones en medio basico y posterior acido. Se separara del resto de los constituyentes de la planta.

Purificar la Pterosina B

Se sometera a procesos de purificacion por pasaje por Cromatografia de columna a vacio empleando
silica como soporte u adsorbente, Cromatografia de Placa Delgada Preparativa, cristalizaciones sucesivas
y Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Se comprobara la pureza del patron asi obtenido por
HPLC analitica y determinacion de punto de fusion u otros marcadores de propiedades quimicas y fisicas
de este compuesto.

II: Estandarizar y validar el método

Estandarizar y validar del método de andlisis de ptaquildsido en leche_y agua por CLAR 0 HPLC:

Se aprovechara el equipamiento del proyecto para proceder a la estandarizacion del método quimico de
analisis por CLAR del ptaquilosido, asi como la de poseer el patron de pureza adecuada para técnicas
analiticas, obtenido en el acépite anterior.

En este acapite se empleara la metodologia descrita en la literatura y por los organismos nacionales e
internacionales en materia de validacion de técnicas analiticas; procedimiento de calibracion para
muestras de leche y agua, linealidad, reproducibilidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion, asi
como el recobrado del analito. En esta se emplearan leche fresca de animales sanos y agua potable, no
sometidos a la accion y presencia de la contaminacion de las zonas de pastos con Preridium arachnoideum
(denominadas leches controles negativas y aguas controles negativas).

Estimar la concentracién del Ptaquilésido mediante la Pterosina B en leche fresca bovina por la
técnica de CLAR o HPLC.

Las muestras de leche serdn tomadas al azar de zonas previamente seleccionadas donde exista una mayor
presencia del helecho Preridium arachnoideum y que los animales tengan 0 no las manifestaciones
clinicas de Hematuria Enzodtica Bovina (HEB), también se tomaran de zonas con ausencia del helecho.

Estimar la concentracion del Ptaquilésido mediante la Pterosina B en agua por la técnica de CLAR
o HPLC.

Las muestras de agua seran tomadas de fuentes de zonas previamente seleccionadas donde exista una
mayor presencia del helecho Preridium arachnoideum, asi como también de zonas con ausencia del
helecho.

[1L.- Obtener a nivel piloto la extraccién de la Pterosina B con fines comerciales

Extraer el Ptaquildsido y formar la Pterosina B

Se empleara la metodologia de Agnew y Lauren (62) de marcha fitoquimica de extraccion del
ptaquilosido de su fuente vegetal de origen, Pteridium arahnoideum, para lo cual el material vegetal sera
sometido a extraccion con agua y posterior separacion con solventes organicos. Se procedera a la
conversion del ptaquilosido en Pterosina B mediante reacciones en medio basico y posterior acido. Se
separara del resto de los constituyentes de la planta.

Purificar la Pterosina B

Se sometera a procesos de purificacion por pasaje por Cromatografia de columna a vacio empleando silica
como soporte u adsorbente, Cromatografia de Placa Delgada Preparativa, cristalizaciones sucesivas 'y
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Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Se comprobara la pureza del patron asi obtenido por
HPLC analitica y determinacion de punto de fusion u otros marcadores de propiedades quimicas y fisicas
de este compuesto.

Pruebas de almacenamiento del producto terminado (Pterosina B).

Se realizaran pruebas de humedad y conservacion del producto a temperatura ambiente y en refrigeracion
(4 °C), prueba de almacenamiento del producto en diferentes envases para la determinacion de la vida util
en anaquel.

Determinar el costo de produccién de la obtencion de Pterosina B.
Se determinara el costo de produccion de la Pterosina B, con la finalidad de asignar un precio para la

venta y analizar si se justifica la tecnologia desarrollada en cuanto al beneficio que se obtendra versus el
precio del mismo y de igual manera para la cuantificacion del toxico por CLAR.

IV: Difundir los resultados del proyecto

Para la difusion de los resultados, se generara el manual de procedimientos; un articulo cientifico,
ponencia internacional, ademas, se realizaran conferencias a los involucrados directos e indirectos,
mismas que se ayudard mediante la utilizacion de medios audio-visuales, boletines divulgativos de
prensa, tripticos y otros.

Se obtendra el patron Pterosina B como indicador de la determinacion del ptaquilosido.

Se contara con una marcha analitica estandarizada y validada para la cuantificacion del ptaquildsido en
muestras de leche y agua.

Laboratorio de analisis quimico equipado para prestar el servicio de la determinacion del ptaquilosido en las
diferentes matrices a la poblacion interesada.

Se obtendra el manual técnico y un articulo cientifico publicado en revistas indexadas nacionales €
internacionales de los resultados obtenidos.

Demostrar la problematica del principio fitotoxico y sugerir a las autoridades de control, la inclusion del
analisis de la presencia del ptaquilosido en productos alimenticios, leche y agua en caso de que se encuentren
residuales toxicos como el Ptaquildsido.

{

Realizacion del tramite para la consecucion de la patente de extraccion y las técnicas de analisis.

La relevancia de los resultados es que por primera vez en el Ecuador se contara con una marcha analitica
estandarizada y validada para la cuantificacion del Ptaquildsido en diferentes matrices como leche y agua,
que garantice la inocuidad de los mismos sin residuales de este fitotoxico que es carcinogénico por
excelencia.

Se dar a conocer a los organismo gubernamentales reguladores de la calidad de los alimento, tal como el
INEN, sobre la problematica que implica consumir alimentos con residuales fitotoxicos como el Ptaquilésido
y para que se incluya en las normas de calidad de los alimentos como un requisito indispensable y
obligatorio, la deteccion de este metabolito secundario que es carcinogénico para la salud publica a todos los
niveles de ingestion.

Por tanto el campo de accion o aplicabilidad que tendrian los resultados de este proyecto es en la salud
publica, garantizando que los productos a través de la cadena alimentaria sean inocuos y aptos para el
| consumo de la poblacion a nivel provincial y/o nacional, preservando la seguridad alimentaria del pais.




—~—

'YX XXX A XX XXX AL A A A A A A AL A Al d dhdh dig

[

UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLIVAR

Formulario para la Presentacion de Proyectos de Investigacién Cientifica,

Desarrollo Tecnolégico e Innovacién
(Formulario tomado de la Secretaria Nacional de Educacion Superior Ciencia y Tecnologia - SENESCYT)

H. SOSTENIBILIDAD

Este proyecto se presenta a esta convocatoria por la necesidad real, imperiosa e inminente de la alta
presencia del helecho Preridium arachnoideum en zonas ganaderas de los cantones de San Miguel,
Chimbo y Echeandia (11, 13), planta que produce intoxicacion al ganado bovino, especialmente y, que
afecta al humano a través de la cadena alimentaria por consumir carne y leche con residuales del toxico
carcinogénico. Esto repercute primariamente a cuantiosas pérdidas economicas por la presentacion de la
enfermedad cronica en la masa ganadera en la region y pais y el decomiso de carnes y leche que
conllevara el conocimiento del riesgo en la cadena alimentaria que representa para el humano el consumo
de leches con altos contenidos de ptaquilésido (11) con el consiguiente riesgo de contraer cancer
gastrico en la poblacion infantil y adulta. Por lo que se obtendra cantidades apreciables del patron en el
transcurso del proyecto que garanticen su disponibilidad para su comercializacion. Los resultados
obtenidos de produccion se podran mantener en el tiempo posterior a la conclusion del proyecto por la
aportacion que represente la venta del producto para la adquisicion de nuevos recursos materiales que
permitan mantener el patron en stock y consecuentemente su sostenibilidad productiva.

Por otra parte la Universidad Estatal de Bolivar como ente de Educacion Superior e Investigacion, se
podra consignar a nivel nacional como la entidad que brinde servicios a la poblacion en la identificacion y
cuantificacion del Ptaquilosido en las diferentes matrices para el control de calidad de la leche y agua,
proporcionando seguridad al consumidor en el Ecuador, en la medicion de este peligroso compuesto para
la salud humana y animal. Ambos aspectos propuestos en el proyecto presenta gran impacto economico y
social de la region y reconocimiento para la Universidad Estatal de Bolivar en esta tematica a nivel
nacional.

L EFECTOS MULTIPLICADORES

Una segunda fase en la continuidad del proyecto podria incluir:
Cuantificar el Ptaquilosido en otras matrices como carne, suelo, sangre, otros por CLAR.

Etapas de control fitosanitario de esta maleza, en la busqueda de las mejores acciones en la eliminacion
de la especie vegetal invasiva de las zonas de pastos de la provincia y del pais mediante estudios
experimentales, utilizando diferentes herbicidas biologicos.

Realizar estudios de analisis de riesgo de la poblacion humana que vive en las zonas donde existe la
presencia del helecho Preridium arachnoideum 'y la afectacion de los animales con Hematuria Enzootica
Bovina.

Obtener metabolitos secundarios de Pteridium arachnoideum que tienen efecto anticancerigeno y
realizar experimentos en modelos biologicos.

Realizar estudios fito-toxicologicos en modelos biologicos (roedores, curieles, conejos) para evidenciar el
efecto toxico del Ptaquilosido en el organismo animal mediante un analisis histopatologico € inmuno-

histoquimico

Realizar estudios para la obtencion de un kit de diagnostico rapido para la deteccion del ptaquilosido en
las diferentes matrices in situ y laboratorio.
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J. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

En primer lugar los beneficiarios directos de los resultados del proyecto lo constituyen las entidades
responsables de la salud animal y humana en la provincia y el pais, al contar con el patron y el
método quimico de analisis del carcindgeno como parte del control de calidad de la leche y agua en la
medicién de la seguridad al consumidor, considerando a las poblaciones susceptibles de riesgo por el
consumo de estos productos contaminados con un elemento carcinogénico.

Con los resultados de esta investigacion se beneficiaran en primer lugar la poblacion de la provincia
Bolivar 183.641.000 habitantes y la poblacion total a nivel nacional 14 millones 306 mil 876
habitantes (INEC-2010) que corren el riesgo de contraer cancer gastrico a través de la cadena
alimentaria por consumir carne y leche de animales intoxicados con el fitotoxico carcinogénico
Ptaquilésido.

Todos los estamentos que laboran en la Universidad Estatal de Bolivar.

Macro y micro empresarios que procesan la leche y la carne; asi como grupos artesanales que se
dedican a estas actividades pecuarias en el area de lacteos y carnicos.

Laboratorio de analisis de control de calidad de los alimentos indexados al Instituto Nacional
Ecuatoriano de Normalizacion (NTE.INEN) y otros laboratorios certificados y validados a nivel
nacional.

Las instituciones que certifican y validan los métodos (Organizacion de Acreditacion Ecuatoriana)
para parametros fisicos, biologicos y toxicologicos (fitotoxicos) en productos alimenticios en el
Ecuador.
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Entidades de fabricacién de productos quimicos en el Ecuador, si se realiza la transferencia posterior
de la tecnologia.
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K. IMPACTO DEL PROYECTO

Con la obtencién de la Pterosina B como patron para la cuantificacion de residualidad del toxico
Ptaquilésido en leche y agua, se garantiza que estos productos sean inocuos para el consumo de la
poblacion y asi prevenir a la Salud Publica del riesgo potencial de contraer cancer gastrico que a través
de la cadena alimentaria puedan consumir alimentos contaminados con este residual carcinogénico.

Llevar la propuesta al Instituto Nacional de Estandarizacion y Normalizacion (INEN -NTE) que se

aplique de forma obligatoria la deteccion del toxico Ptaquilésido como norma de calidad en los alimentos
(leche y agua).

L. TRANSFERENCIA DE RESULTADOS

Los resultados del presente proyecto generara la presentacion de una patente referida al proceso de
obtencién del producto o patron de Pterosina B, por lo que la ejecucion del mismo presenta elementos
protegibles mediante secreto empresarial para la no divulgacién de los resultados hasta tanto no se defina
el otorgamiento de la patente.

Una vez concluido el proceso de patente, se podra valorar por el personal asignado de la Universidad la
factibilidad y pertinencia de la transferencia de la tecnologia a la Industria de Quimicos del Ecuador en la
que la Institucion fungira como propietario de la Patente para su negociacion.

Los resultados en cuanto a la estandarizacion y validacion del método de analisis quimico en la
determinacion del carcindgeno ptaquilésido en las diferentes matrices, sera publicado en revistas
indexadas nacionales y extranjeras, asi como presentadas en eventos nacionales e internacionales por las
autoras de la metodologia.

Seminario: Realizar capacitacion sobre la problematica de la residualidad del Ptaquilosido en productos
de consumo como leche y agua, preparado para académicos, estudiantes, organismos gubernamentales
como Ministerio de Salud Pablica (MSP), Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuicultura y Pesca-
Guaranda (MAGAP-G), Agencia Agropecuaria de Calidad (AGROCALIDAD) y el INEN.

Actividades de vinculacion con la colectividad: realizar charlas a los productores ganaderos de los
diferentes cantones de la Provincia Bolivar que tienen presencia en las zonas de pastoreo el helecho
Pteridium arachnoideum que produce intoxicacion a los animales y que a través de la cadena alimentaria
afecta al hombre por consumir carne y leche de animales intoxicados.

M.  FACILIDADES DE TRABAJO

Para la ejecucion de este proyecto se requiere de un equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(CLAR o HPLC), rota-evaporador, estufa, balanza analitica y técnica digital, agitador orbital de 350 rpm,
plancha de calentamiento, liofilizador, una bomba al vacio, mismos que si existen en la universidad y que
se encuentran en bodega sin utilizar, equipos fundamentales para realizar la presente investigacion y que
se requiere se instalen en un espacio fisico y especifico para el desarrollo de la investigacion.

También se requiere de una centrifuga de tubos grandes (50 o 100 mL), un equipo bafio ultrasénico,

balanza para la determinacion de porcentaje de humedad rapido, bomba de laboratorio con intercambio
bajo de aceite, que no existen en la Institucion; asi como de reactivos quimicos, instrumentales,
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materiales varios y consumibles, especificos para esta investigacion que no se encuentran en stock y son
indispensables adquirirlos para el desarrollo del proyecto.

En cuanto a la materia prima existe la disponibilidad, ya que se encuentra en la naturaleza como una
maleza que afecta el equilibro del ecosistema por su efecto alelopatico e invasivo donde exista la

presencia de este helecho toxico (Preridium arachnoideum).

En cuanto a la movilidad es necesario contar con el servicio de un transporte para realizar los muestreos
que se requieren, mismo que esta presupuestado dentro de la ejecucion del proyecto.

N.  IMPACTO AMBIENTAL

Con la ejecucion de la presente investigacion se tendrd impactos ambientales positivos ya que en la
generacion y ejecucion de este proyecto se considera la utilizacion de la especie vegetal Pteridium
arachnoideum, como materia prima para obtener el Patrén Pterosina B, helecho que en la actualidad
representa para el pais un problema ambiental, por ser una planta invasiva que cubre las dreas de
pastoreo de los animales, en especial las zonas donde hay humedad y otras condiciones para su
presencia, que propician cambios negativos en los ecosistemas nacionales y representan un alto riesgo
para la salud humana y animal. Con el uso de esta planta estariamos mitigando en cierta forma el
problema de la maleza, llegando a un equilibrio, es decir, preservando el medio ambiente.

El desarrollo del proyecto conlleva también la utilizacion de reactivos y solventes quimicos orgdnicos a
nivel de laboratorio, los mismos que se pueden reciclar para otros fines inherentes a las tareas de
laboratorio hasta su agotamiento y que trabajados en las condiciones apropiadas no generan ningin
riesgo ambiental.

0. ASPECTOS BIOETICOS Y SOCIALES

En el aspecto social de las personas involucradas se estd proporcionando con la ejecucion de este
proyecto el conocimiento necesario del principio activo carcinogénico del helecho macho para que estos
traten de controlar o erradicar esta maleza que es un sustento de alimento que esta mas al alcance de los
animales por falta de disponibilidad de alimentos apropiados para suplir sus requerimientos y por ello las
pérdidas econdmicas para el productor ganadero; por consiguiente repercute en la salud animal y humana
a través de la cadena alimentaria por consumir productos contaminados de animales enfermos
convirtiéndose en un problema social de gran riesgo para la salud y seguridad alimentaria.

Por otro lado, en el aspecto bioético, al generar este patron de Pterosina B para la determinacion del

Ptaquilésido en diferentes matrices, debe por tanto ser utilizado para el fin propuesto y no hacer usos
inadecuados de este metabolito que atente con la vida y el bienestar de la poblacion en general.
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ANEXO 4

APORTES UEB
RUBROS EFECTIVO
Aifio 1 Afio 2
1. Remuneracién recursos humanos
(Director, Investigadores, Pasantes)
2. Viajes Técnicos 4490
3. Capacitacién (cursos, seminarios)
4. Equipos
5. Recursos Bibliograficos y Software. 500
6. Materiales y Suministros 11000
7. Transferencia de resultados 7500
8. Subcontratos y servicios 2510
Total 26000
Porcentajes 100




