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Resumen

El potencial uso de una variedad de especies herbaceas del género Echium, endémicas de
Canarias, como forraje para la alimentacion del ganado caprino y aviar supondria un avance en
la obtencion de recursos ya que pueden ser explotadas en las islas. No obstante, como aparece
en la literatura cientifica, el consumo de especies vegetales o de productos derivados de éstas,
que puedan contener alcaloides pirrolizidinicos (PAs, del inglés pyrrolizidine alkaloids) que,
en ocasiones, tienen efectos adversos para la salud de humanos o animales. Por ello, se evaluo
y cuantificd la presencia de PAs en muestras de diferentes especies herbaceas de Echium
tomadas en diversos estadios fenoldgicos mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC, del inglés high performance liquid chromatography) para asi, determinar si las
concentraciones presentes pudieran generar efectos negativos en los animales alimentados con

estos forrajes.

Palabras clave: Alcaloides pirrilizidinicos, Boraginaceae, cuantificacién, Echium, HPLC,

echimidina.
Abstract

The potential use of a variety of herbaceous species of the genus Echium, endemic to the Canary
Islands, as a forage for feeding goats and poultry would mean an advance in obtaining resources
because they can be exploited on the islands. However, as it appears in the scientific literature,
the consumption of plant species or products derived from them, that may contain pyrrolizidine
alkaloids (PAs) that, sometimes, have adverse effects on the health of human or animals.
Therefore, the presence of PAs in samples of different herbaceous species of Echium taken in
different phenological stages by high performance liquid chromatography (HPLC) was
evaluated and quantified, in order to determine if the concentrations present can generate
negative effects in animals that may be fed with these forages.

Keywords: Pyrrylizidine alkaloids, Boraginaceae, quantification, Echium, HPLC, echimidine.



Introduccién

La gran mayoria de las plantas sintetizan metabolitos secundarios que, en muchos casos, sirven
como mecanismos de defensa ante determinadas amenazas, como por ejemplo herbivoros
(Pechi Santana and Ferndndez Bonino 2018). Los PAs y sus formas N-O0xidos (PANO, del
inglés pyrrolizidine alkaloids N-oxides) son una muestra de ello pues actlan generando
toxicidad, generalmente a nivel hepatico, en aquellos animales que ingieren este tipo de
sustancias. También se han descrito como cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos y
neumotdxicos (He et al. 2020; Rizzo et al. 2023; Wei, Ruan, and Vrieling 2021). En algunas
ocasiones incluso llegando a provocar la muerte (Casado, Morante-Zarcero, and Sierra 2022).
Su presencia se ha determinado en una variedad de especies pertenecientes a diferentes familias
boténicas, principalmente Asteraceae, Boraginaceae y Fabaceae (Casado et al. 2022; El-
Shazly, Abdel-Ghani, and Wink 2003).

En particular, el género Echium (Boraginaceae) conformado por 66 especies distribuidas entre
Africa, Europa, los archipiélagos macaronésicos, la Peninsula lbérica y el Mediterraneo
oriental. De ellas, 27 especies son endémicas de los archipiélagos macaronésicos (Madeira,
Azores, Canarias y Cabo Verde): dos en Madeira, tres en Cabo Verde y las veinte y dos restantes
en Canarias. Varias especies fuera del &mbito macaronésico han sido estudiadas y se ha visto
que contienen PAs tdxicos, como Echuim plantagineum (Carvalho et al. 2013). Sin embargo,
existen escasos estudios de la presencia y evaluacion de PAs en especies canarias (Dominguez
et al. 2008; Roeder, Liu, and Bourauel 1991).

En la literatura cientifica se han reportado numerosos casos de intoxicacion en humanos y
ganado. Asi entre 1903 y 1904 se determind que Senecio jacobea (Asteraceae) provocaba una
enfermedad hepatica crénica en el ganado. Posteriormente, en 1956, dos investigadores dieron
a conocer otro genero que también producia PAs, Crotalaria (Bull and Dick 1959). En 1920
una enfermedad hepatica generalizada fue diagnosticada como consecuencia del consumo de
pan contaminado con semillas de Senecio. El caso més grave se dio en Afganistan y Tayikistan
en 1975, donde 8000 personas enfermaron tras el consumo de cereales contaminados por
Heliotropium popovii y de ellas, 3000 fallecieron (Helmut Wiedenfeld 2011). Asi, en el afio
1989 en el Programa Internacional sobre Seguridad Quimica (IPCS), organizacion compuesta
por la OMS, la FAQO y la OIT se dictd que “el consumo de granos contaminantes o el uso de

plantas que contienen PAs como hierbas medicinales, bebidas, o el pastoreo de animales en



pastos contaminados, pueden causar enfermedades agudas o cronicas” (Helmut Wiedenfeld
2011).

Por ello, la produccién animal debe llevar un seguimiento del alimento que se le administra al
ganado, pues se ha comprobado que también la leche, huevos y carnes pueden contener PAs
toxicos si el animal se alimenta de vegetacion que contenga estos alcaloides (Ma et al. 2018).
En humanos también se han dado casos de intoxicacion en recién nacidos alimentados con leche
materna. La miel suele ser uno de los principales focos de PAs en alimentos, debido al origen
del polen que usan las abejas para producirla (De Jesus Inacio et al. 2020; Wang et al. 2019).
Finalmente, también se han dado casos en el ganado aviar con huevos contaminados por los
granos de cereal, que contenian otros restos vegetales que contenian PAs (Helmut Wiedenfeld
2011).

La intoxicacion del ganado por granos contaminados se ha intentado disuadir de multiples
maneras, por ejemplo, eliminando completamente las semillas que contengan PAs (método no
tan interesante para las grandes productoras ganaderas); o mezclando los granos que contengan
PAs con los que no para diluir el contenido de PAs. No obstante, cualquier contenido de PAs
por muy bajo que este pueda ser, puede provocar efectos toxicos en el organismo, por ello, se
hace necesario que las concentraciones de estos compuestos en granos con los que luego se

alimenta a animales sea minimo o incluso ausente (Casado et al. 2022).
Estructura quimica de PAs

Los PAs son un grupo de alcaloides derivados de la ornitina. Estos com(inmente se encuentran
como ésteres (mono-, di- o macrociclicos diésteres) formados por una base de necina
(aminoalcohol) y uno o mas acidos nécicos (acidos alifaticos mono o dicarboxilicos) (Figura 1)
con una longitud de 5 a 10 atomos de carbono. Estos acidos son derivados de aminoacidos

ramificados como valina, treonina, leucina o isoleucina (Hartmann and Ober 2000).

Figura 1.- Estructura de un PA vy sus diferentes formas. R1 y R2 corresponden a &cidos nécicos
(Moreira et al. 2018).
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A su vez, las bases de necina derivan de la pirrolizidina. EI nicleo de ésta consta de dos anillos
saturados de cinco miembros con un atomo de nitrégeno entre ellos, pudiendo a veces tener un

doble enlace en la posicion 1,2, lo que da como resultado una mayor toxicidad (Moreira et al.
2018) (Figura 1).

Por ende, existen tres tipos de PAs segun el grado de saturacion y la estereoquimica de la base
de necina: los de tipo retronecina, tipo heliotridina, tipo otonecina y tipo platinecina. Los tres
primeros con un doble enlace en las posiciones C1y C2 (Figura 2) por lo que se cree que son
altamente toxicos, mientras que los de tipo platinecina con la base de necina saturada podria ser
débilmente toxica o no serlo (Ma et al. 2018; Moreira et al. 2018; Wei et al. 2021).

Figura 2.-Estructura de PAs segun el grado de saturacién y la estereoquimica de la necina (Moreira
et al. 2018)
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La combinacién de las estructuras mencionadas anteriormente da como resultado una gran
diversidad estructural en PAs. Asi, dentro de los acidos monocarboxilicos por ejemplo,
caracteristicos de la familia Boraginaceae, algunos tienen un grupo hidroxilo en C-9

esterificado por un acido hidroxiisopropilbutanoico, como intermedina (Figura 3). En otros,



tienen un segundo acido nécico, normalmente en el grupo hidroxilo del C-7, como un &cido

angélico o &cido tiglico, como por ejemplo la echimidina (Figura 3).

Figura 3.-Estructura quimica de Intermedina y Echimidina. (Moreira et al. 2018)

A
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A. Ester de acido monocarboxilico. B. Diéster de acido monocarboxilico

Metabolismo de PAs

Los alcaloides pirrilizidinicos se pueden encontrar en dos formas moleculares, como bases de
necina libre o como sus formas N-Oxidos, estos Ultimos no tdxicos. En las plantas, los PAs se
encuentra como N-Oxidos (Hartmann and Ober 2000), que se reducen cuando llegan al intestino
de herbivoros y se absorben por difusion como base libre. Estas se metabolizan por las oxidasas
del citocromo P-450 de los hepatocitos, generando como resultado una bioactivacién mediante

la formacion de intermedios de pirrol reactivos (Orantes-Bermejo et al. 2013).

Sin embargo, cabe destacar la variacion en la sensibilidad a PAs entre los distintos animales.
Por ejemplo, se sabe que aquellos que son rumiantes poseen unos microorganismos en el rumen
que destruyen los PAs. Hecho que hace que sean mas resistentes que aquellas especies
monogastricas. Asi, los caballos suelen ser sensibles a la intoxicacion mientras que el ganado
caprino y bovino no, tolerando dosis de PAs mucho maés altas (Pechi Santana and Fernandez
Bonino 2018).

Toxicidad de PAs

El incremento del envenenamiento por PAs en los ultimos afios llevd a que estos compuestos
se regularizaran en muchos paises: en EEUU, la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) prohibié aquellos medicamentos naturales que contenian PAs. Analogamente, en
Europa, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) establecié una asociacion
entre padecer una enfermedad veno oclusiva o cancer con la ingesta de PAs toxicos; Alemania

fue uno de los pioneros en establecer los valores limites que no serian perjudiciales para la



salud, siendo 1 pg/dia o tomar PAs cada 6 semanas son los parametros definidos. Sin embargo,
si la dosis se prolonga en el tiempo, el valor limite disminuye a 0.1 pg/dia. En el embarazo no
se permite el consumo de PAs. Paises Bajos establecio la dosis limite en medicamentos y
alimentos como 1 pug PAs/kg o 1 pg PAs/L (Helmut Wiedenfeld 2011). El Instituto Federal
Alemén para la Evaluacion de Riesgos (BfR) y el Comité sobre Toxicidad de Productos
Quimicos en Alimentos, Productos de Consumo y Medio Ambiente de Reino Unido (COT) han
sugerido un limite de exposicion de diferentes alimentos de 0,007 pg de PA/kg de peso corporal
al dia (Sixto, Niell, and Heinzen 2019).

Sin embargo, en aquellos aspectos como la produccién de leche, carne o huevos no existen
niveles maximos establecidos para alcaloides de pirrolizidina (EFSA-European Food Safety
Authority 2016). No obstante, segun datos cientificos recabados donde se evalud la presencia
de PAs y PANO en productos derivados de animales como la miel, cereales, harinas, leche y
productos lacteos, huevos, carne y productos carnicos se ha determinado que no es frecuente
encontrar contaminacion de PAs en productos de origen animal, y si se da el caso los niveles
de concentracion encontrados son tan bajos que no suponen un riesgo para el ser humano
(Casado et al. 2022).



Objetivos

En base a lo anteriormente expuesto, se ha propuesto como objetivo general del presente trabajo
el analisis del contenido de PAs en diversas muestras herbaceas de Echium (E. bonnetii, E.
callithyrsum, E. hiérrense, E. lancerottense y E. plantagineum), para determinar su posible
utilizacion como alimento funcional para el ganado aviar y caprino sin acarrear los posibles

problemas de toxicidad.
Para la consecucion del mismo, se abordaran los siguientes objetivos especificos:
1. Laevaluacion y determinacion de PAs en las muestras objeto de estudio.

2. La cuantificacion de PAs mediante HPLC en las muestras de diferentes especies del

género Echium cultivadas y tomadas en diversos estudios de desarrollo.

3. Consultar el posible efecto toxico de dichos alcaloides en animales, asi como identificar
con los datos de la literatura cientifica los limites de concentracion tolerables.

4. Definir la posible capacidad de estas especies forrajeras como alimentacion animal.



Material y Métodos

Recoleccion y preparacion de muestras

Las muestras estudiadas de Echium lancerottense, Echium callithyrsum, Echium hierrense,
Echium bonnetti y Echium plantagineum fueron tomadas de plantas cultivadas en diferentes
parcelas de la finca El Pico del ICIA. Cada una fue recogida en diferentes etapas fenologicas y
se le asigno un cddigo para identificarlas. De este modo, para E. lancerottense se recogio la
planta entera (cddigo EL); para E. callithyrsum se tomaron hojas (codigo ECH); de E. hierrense
se seleccionaron tanto las hojas (cédigo EHH), como tallos (cddigo EHT); para E. bonnetti se
obtuvo la planta entera (codigo EB); finalmente E. plantagineum (no endémica) se identifico

como EPL.

Asimismo, para cada muestra se le asigno las letras EP de Echium Project junto al nimero de

muestra estudiandose un total de 16 (ver Tabla 1).
Extraccion de alcaloides

Las extracciones del material vegetal objeto de estudio ya habian sido realizadas previamente

a mi asignacion del trabajo experimental, por lo que no se realizaron de primera mano.

Se probaron tres métodos diferentes empleando por su abundancia y disponibilidad biomasa de
E. plantagineum con el objetivo de determinar cual de ellos era el méas adecuado para cuantificar
los PAs en el resto de las especies endémicas. Todas presentan porte herbaceo interesante para

su potencial uso como forrajera.

Método 1: se pesaron 25 g de material seco para la extraccion, se trituraron y se pasaron a un
matraz Erlenmeyer de 500 mL de capacidad. Se prepard una solucién 2% de acido férmico
(CH202) en 75% metanol (MeOH), es decir, 750 mL MeOH, 230 ml H,0 y 20 mL CH;0z. De
esta solucion se afiadieron 300 mL al material vegetal seco triturado (12-15 mL de solucion
organica por gramos del material seco). Se agito durante 1 hora en un agitador magnético y
seguidamente se almacendé a - 20°C durante 24 horas. Al dia siguiente se filtro el extracto a
través de papel de filtro con el uso de un Kitasato. De dicho filtrado se tomé el residuo y se
repitié el proceso de extraccidon. Luego, se combinaron los dos extractos resultantes que se
evaporaron con el uso de un rotaevaporador. Al extracto — residuo seco se le afiadieron 400 mL

de solucion 1% CH.O> (16-18 mL por gramo de materia seca) y se ajusto el pH a 2 usando
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acido clorhidrico (HCI) 6M. A continuacion, se realizd la extraccion liquido - liquido
empleando un embudo de decantacion, para ello se afiadieron dos veces seguidas 100 mL de
diclorometano (DCM) y una vez con 50 mL de DCM. Posteriormente, se elimino la fase de
DCM vy se procedio con la fase acuosa. Dicha fase se centrifugo y se tomo el sobrenadante, al
cual se le adicion6 una solucion de metabisulfito sodico (Na2S20s) 1M en H20 (10 mL/100 mL
de fase acuosa). Posteriormente, se agito y se dejo reposar 1-2 horas. A continuacion, se elevd
el pH a 10 utilizando una solucion de hidréxido de amonio (NH4+OH) al 20-25%. Se repitieron
los pasos de la extraccion liquido — liquido dos veces con 100 mL de DCM y luego 50 mL. Tras
los tres pasos se separaron las fases mostrando una fase inferior de DCM Yy una superior de
H-0, toméndose en todos ellos la fraccion de DCM. Posteriormente, para retirar los posibles
restos de agua del DCM se afiadieron 8-10 g de sulfato sddico anhidro (Na2S0Os), se agitd y
decanto el exceso de sulfato. Finalmente, la solucion de DCM se filtrd a través de papel de filtro
y se evapord el disolvente con el uso de un rotaevaporador sobre un bafio de agua a 40°C. Se
tomo la muestra final tras resuspenderla en 1-2 mL de metanol de grado HPLC que se traspasé

a viales de HPLC pesados para conocer los mg extraidos, se almacena a -20°C hasta su uso.

Meétodo 2: se tritur6 el material vegetal seco (25 g), se le afiadié 300 mL de MeOH (entre 12 -
14 mL por gramo de material seco). La mezcla se agitd en un agitador orbital durante 24 horas
a temperatura ambiente. Luego, la solucién se filtr6 a través de papel de filtro empleando un
Kitasato. Se recupero0 el residuo solido y se repitio la extraccion pero esta vez con 150 mL de
MeOH. Se combinaron ambas extracciones que se secaron empleando un rotaevaporador sobre
un bafio de agua a 45-50°C. Seguidamente, el extracto se resuspendié con 100-150 mL de DCM
y posteriormente se le afiadieron 150 mL de H>SO4 0.5M. Se pasé a un embudo de decantacion,
se agité obteniendo dos fases sacando la de DCM. Repetimos este proceso 3 veces para lavar
la fase acuosa. Luego se continu6 con la fase acuosa, ajustando a pH 9 afiadiendo unas gotas de
NHsOH al 20-25%. Se extrajeron los PAs lavando y agitando tres veces con 150 mL de DCM
que se secaron con un rotaevaporador. Igualmente, la fase acuosa ya lavada, se extrajo tres
veces utilizando n-butanol (CsHio). Para ambas fracciones, se elimind el exceso de agua
afiadiendo sulfato sédico anhidro, se filtraron y secaron, calculando los mg extraidos. Se
observo que el n-butanol disolvia el sulfato sédico afiadido quedando una solucion blanguecina
y generando una alta cantidad de mg extraidos que no correspondian a los PAs presentes.
Finalmente, los PAs se resuspendieron en 1 - 2 mL de MeOH de grado HPLC y se guardaron a
— 20°C hasta su uso (Dominguez et al. 2008).



Método 3: proceso similar al método Il con extraccion repetida con MeOH. Sin embargo, una
vez secadas ambas extracciones iniciales en el rotaevaporador, se resuspendio y acidificé el
extracto con 225 mL de acido sulfdrico (H2SO4) 0.1N. Se agitd durante 15 minutos.
Seguidamente, se llevo a cabo la extraccion de esta solucion acidificada utilizando para ello
150 mL de DCM, repitiendo la extraccion 3 veces. A continuacion, se evapor6 el DCM a una
presion reducida con un rotaevaporador sobre bafio de agua a 40°C, fraccidn guardada aunque
no debe presentar PAs. La fase acuosa acida anterior se ajusté a pH 10 con la adicién de unas
gotas de NH4OH al 25%. Seguidamente se realizo la extraccion liquido - liquido con 150 mL
de éter dietilico 3 veces, se evapord y conservo la muestra hasta su utilizacion en el HPLC.
Ademas, la fase acuosa a pH 10 también se extrajo tanto con 150 mL de DCM como con 150
mL de n-butanol, 3 veces para ambos casos, para luego combinar los extractos separadamente,

secarlos con el rotaevaporador, pesarlos y conservarlos a - 20°C (Carvalho et al. 2013).

Tras probar con Echium plantagineum cada uno de los métodos de extraccion, se selecciono el
método 2 para extraer los PAs en el resto de especies endémicas objeto de estudio, como se

puede observar en la Tabla 1.

Tabla 1.- Peso de las muestras antes y después de las extracciones

Peso  Peso Método Rendimiento

Muestra Cddigo identificativo seco extracto extraccion extraccion (%6)
(99  (mg)
EP13 EPL M1 DCM_F w. PA 25 18.5 M1 0.07
EP14 EPL M1 butanol w. PA 25 37.2 M1 0.15
EP16 EPL M2 DCM_F w. PA 25 6.0 M2 0.02
EP17 EPL M2 butanol w. PA 25 45.3 M2 0.18
EP19 EPL M3 DCM_F w. PA 25 4.9 M3 0.02
EP20 EPL M3 butanol w. PA 25 17.8 M3 0.07
EP21 EPL M3 diethyl ether w. PA 25 9.0 M3 0.04
EP25 EL DCM_F w. PA 25 7.39 M2 0,03
EP26 EL butanol w. PA 25 162.7 M2 0.65
EP28 ECH DCM_F w. PA 25 3.8 M2 0.02
EP29 ECH butanol w. PA 25 82.5 M2 0.33
EP31 EHH DCM_F w. PA 25 63.49 M2 0.25
EP34 EHT DCM_F w. PA 25 63.0 M2 0.25
EP35 EHT butanol w. PA 25 169.6 M2 0.68
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EP37 EB DCM_F w. PA 25 12.2 M2 0.05
EP38 EB butanol w. PA 25 347.7 M2 1.39

Nota: Datos cedidos por el Dr. Rafael Zarate Méndez.

Empleo y uso del equipo de HPLC

Previamente a la inyeccion de las muestras en el equipo de HPLC (Thermo Scientific modelo
Accela UHPLC, equipado con detector PDA = photodiodo array) se realizaron una serie de

tareas preliminares tanto para el equipo como para las muestras.
Preparacion de los disolventes para la fase movil

La fase movil estaba formada por mezcla en gradiente de acetonitrilo grado HPLC (ACN) y
tampdn fosfato monopotasico (KH2PO4) 0.05M ajustado a pH 3 con la adicion de unas gotas
de &cido fosférico. Ambos se sonicaron separadamente durante 6-8 minutos para eliminar

burbujas de aire que pudieran afectar al equipo de HPLC.

Comprobacion de la columna de HPLC

La columna es una de las partes mas importante en un cromatdgrafo liquido de alta resolucién,
por ende, es necesario el buen cuidado y mantenimiento de ésta para evitar dafios y resultados
irreales en el andlisis. En este estudio se empled una columna de fase reversa Xbridge Premier
BEH C18 de 4,6x100 mm, empaquetada con particulas de 2,5 um y 130 A (Waters, Espaiia).
Se comprobd el comportamiento de la columna siguiendo las indicaciones del fabricante
empleando 3 estandares preparados a una concentracion de 1 mg/mL (acenaphthene,
naphthalene, thiurea, Sigma - Aldrich) evaluados a un flujo de 1 mL/min de una fase mavil
isocratica compuesta de 70% ACN y 30% H-0O, se inyectaron 5 pL de cada estandar y se registro

con una deteccion a 254 nm.

Comprobacion del flujo de fase movil

Antes de cada sesion de analisis se comprobo el flujo de la fase mévil confirmando el correcto
funcionamiento de las bombas del equipo HPLC. Para ello se pas6 un flujo de 1 mL/min
comprobado mediante uso de una probeta de 10 mL situada en la salida de la manguera y
cronometrd. Se verificd que el volumen de fase movil en la probeta coincide con 1 mL por

minuto.
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Preparacion de estandares de PAs

Los estandares de tres PAs, heliotrina, echimidina y echimidina N-oxide se prepararon a una
concentracion de 1 mg/mL disueltos en etanol (EtOH) para el caso de heliotrine, y en MeOH

para los otros dos PAs. Estos se conservaron en viales de HPLC a - 20°C hasta su uso.

Inyeccion de estandares y ajuste de método cromatogréafico

Se evaluaron diferentes métodos cromatogréaficos tomados de diferentes publicaciones, asi
como modificaciones de éstos para conseguir una adecuada separacion de los picos registrados
en los cromatogramas (Avula et al. 2015; Madge et al. 2020; These et al. 2013). Antes de
realizar las mediciones de las muestras tuvimos que configurar el método cromatogréafico de
forma que los picos del cromatograma en la medida de lo posible estuvieran lo méas separado
posible unos de otros. De esta manera el método finalmente empleado en el estudio tuvo una
duracion de 21 minutos y un flujo de 600 puL/min. EIl gradiente llevado a cabo fue una
proporcion inicial de 5% ACN (solvente A) y 95% 50 mM de KH2PO4 (solvente C) a un flujo
de 600 pL/min durante los cuatro primeros minutos, al 4 minuto pas6 a 15% A y 85% C hasta
los 6 minutos que varié a 25% y 75% respectivamente. En el minuto 8 se modificdé nuevamente
la proporcién a 30% Ay 70% C. Desde los 10 hasta los 14 minutos se mantuvo a 35% A y 65%
C, luego se cambi6 a 40% A y 60% C durante 2 minutos. A los 16 minutos 35% A 'y 65% C.
Luego, en el minuto 18 fue de un 20% A y 80% C. Al minuto 19 cambié a 10% Ay 90% C.
Finalmente, a partir del minuto 20 los porcentajes variaron a las condiciones de partida 5% A
y 95% C (Tabla 2).

Tabla 2.- Gradiente empleado en el método cromatografico
Tiempo (min) A% B% C% D% Flujo (uL/min)

0.00 5.0 0.0 95.0 0.0 600.0
2.00 5.0 0.0 95.0 0.0 600.0
4.00 15.0 0.0 85.0 0.0 600.0
6.00 25.0 0.0 75.0 0.0 600.0
8.00 30.0 0.0 70.0 0.0 600.0
10.00 35.0 0.0 65.0 0.0 600.0
12.00 35.0 0.0 65.0 0.0 600.0
14.00 40.0 0.0 60.0 0.0 600.0
16.00 35.0 0.0 65.0 0.0 600.0
18.00 20.0 0.0 80.0 0.0 600.0
19.00 10.0 0.0 90.0 0.0 600.0
20.00 5.0 0.0 95.0 0.0 600.0
Se usaron como solventes A: ACN grado HPLC y C: KH2PO4 0.05M ajustado
apH 3.
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Cuantificacion de PAs empleando la técnica de HPLC
Inyeccidn de estandares para generar una recta de calibrado

Una vez se ajusto el método y comprobado el buen estado del equipo y columna se procedié a
inyectar la secuencia de los estandares a una concentracion de 1 mg/mL y a diferentes
volimenes (3, 5y 10 pL) con dos repeticiones para cada uno de ellos. En este estudio se conto
con un total de 3 estandares: heliotrina, echimidina y echimidina N-oxide (Phytolab, Alemania).

Se registraron todos los cromatogramas, que se procesaron como se indica mas abajo.

Finalmente, de forma rutinaria tras cada sesion de analisis, la columna se lavé corriendo MeOH

grado HPLC durante unos 30 minutos.
Integracion de estandares

Una vez inyectados los estandares, el software nos expresa los cromatogramas
correspondientes, sobre los cuales debemos identificar el pico que corresponda al compuesto
de interés e integrarlo, conociendo asi el valor del area de los picos presentes en el
cromatograma. Ademas, del registro del tiempo de retencion y el espectro de absorbancia UV.
Asi, con estos datos y la concentracidn conocida del estandar inyectado se elaboro6 una recta de
calibrado en Excel que fue empleada para calcular la concentracion de PAs de las nuestras de

estudio.
Espectros UV-Visible estandares

El detector PDA del equipo HPLC permite obtener el espectro de absorbancia de cada pico
registrado en el cromatograma, herramienta Util para ayudar en la identificacion de los
compuestos sobretodo cuando se dispone de estandares de éstos. De los datos registrados, se
extrajeron los espectros UV-Visible de cada estdndar para posteriormente compararlo con los

gue aparezcan en las muestras problemas e identificar los compuestos presentes en la misma.
Rectas de calibrado

Se elaboré una curva de calibrado para cada uno de los estandares inyectados. En este sentido,
para cada uno de los estandares. en una hoja Excel se represento graficamente los valores de la
concentracion conocida frente a los del area media obtenida de las repeticiones. Ademas, se

calcul6 la desviacion estandar para cada concentracion.
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Subsiguientemente se definid la ecuacién de la recta, necesaria para determinar la concentracion
de PAs de las muestras objeto de estudio; y el coeficiente de determinacion (R?), en todos los
casos con valor cercano a 1, es decir, el modelo se ajusta significativamente bien al conjunto

de datos estudiados (Figura 4).

Figura 4.- Rectas de calibrado obtenidas de los estdndares comerciales, se muestran los valores
medios y las desviaciones tipicas. Ademas, de las ecuaciones de la recta para cada compuesto con su
RZ,

Rectas de calibrado estandares

8000000
7000000
10; 5960713
6000000
Ei 5000000
=)
— 10; 4766432
B HN 5; 3004468
< 3000000
200 31342755 5; 2235695
1000000 10; 438834
3; 1260211 5; 181410
g = —9
0 2 4 6 8 10 12
Masa (pg)
® Heliotrina ® Echimidina ® Echimidina Noxide

Lineal (Heliotrina) Lineal (Echimidina) Lineal (Echimidina Noxide)

y = 51485x - 76014 y = 501900x - 257287 y = 646543x - 443280
R?=1 R? = 0,9999 R? = 0,9933

Inyeccion de las muestras en estudio

Se analizaron un total de 16 muestras que previamente habian sido preparadas en viales de
HPLC con inserciones para no sacrificar mucho volumen de muestra. En cada medida se
pincharon 10 pL, con tiempo de inyeccion y analisis de 21 minutos, un flujo de 600 pl/miny

empleo del método cromatografico descrito.
Integracion de las muestras.

Se integraron todos los picos presentes en los cromatogramas de las muestras para extraer los
valores de las areas y tiempos de retencion. Se siguié la misma sisteméatica que para la

integracion de los estandares comerciales.
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Espectros UV-Visible muestras problema.

Ademas, de cada pico se registro también el espectro UV-Visible, se contrasto con los espectros

de los estandares comerciales y se verifico si se trataba de alguno de ellos.

Cabe sefalar que, dado que solo habia fisicamente tres estandares, citados anteriormente, para
trabajar con las muestras, la misma casa comercial nos facilitd los espectros de absorbancia de
otros tres PAs: echiumina, intermedina y licopsamina (Phytolab, Alemania). Con ello, se pudo
comprobar si se registraron estos compuestos en las muestras en base a los espectros extraidos

de éstas y contrastando si pertenecian a alguno de estos compuestos.

Analisis de datos

Para todas las muestras de nuestros endemismos y E. plantagineum se examinaron y registraron
los tiempos de retencion, el area y los espectros de cada pico integrado y se compar6 con los

estandares, también con intermedine, licopsamine y echiumina.

Sin embargo, se observo que estos alcaloides solo se encontraron en las muestras extraidas con
DCM vy la de dietil éter. Las muestras de butanol no tenian el nivel de pureza requerido para la

cuantificacion de estas moléculas y, por ende, no se pudieron identificar PAs.

Seguidamente, con los picos identificados se calcul6 la cantidad de los compuestos en mg/g
peso seco de cada muestra. Para ello, se usé la ecuacion de la recta de calibrado sustituyendo el
valor de “y” por el del area de pico registrada obteniendo asi la masa del alcaloide en pg. Para
conocer la masa presente en los 10 pL de muestra inyectado se dividio el valor de la masa
obtenida mediante interpolacién entre 10. Seguidamente, como las muestras inyectadas
procedian a su vez de extractos tomados con 1 mL de MeOH se multiplicé el valor pg/uL por
1000. Finalmente, para conocer los pg originalmente presentes en los 25g de material vegetal

seco, empleados para iniciar la extraccion, se dividio entre los 25 g originales.

Veamos a modo de ejemplo el pico n° 1 de la Tabla 3. Como tenemos un area de 1679104 mAU

1679104 +257287, 3,858 ug

entonces: X (ug) = 01500 ; X = 3.858 ug; 0 oL inyectados = 0,3858 pg/uL; 0,3858
1000 uL _ . 385,8 pg _ Lo
Mg/uL X - 385.8 pg/mL; 75 g material vegotal 5600 15,432 g echimidina/g peso seco.
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Resultados

Se presentan los resultados de la fraccion final de DCM de las muestras donde mayormente
estan presentes los PAs extraidos. Igualmente, también se presentan los datos de la especie no
endémica E. plantagineum, misma fraccion de DCM y mismo método de extraccion, especie
que ha sido mas frecuentemente estudiada para poder realizar alguna comparacion con los

valores de las muestras endémicas obtenidos.

Cabe sefalar que, dado el nimero limitado de paginas para la elaboracion de esta memoria los
resultados se han tenido que sintetizar presentando en las tablas aquellos picos que se
consideraron mas relevantes, pues se trata posiblemente de los PAs de interés. No obstante, en
los cromatogramas figuran todos los picos con sus tiempos de retencion, areas y % de area

respectivamente.

Echium lancerottense (EL)

Figura 5.- Cromatograma de la muestra EP25 DCM_F a una A de 233 nm

mAU
mAU

75 80 85 9.0 95 100 105 1.0 15 120 125 130 135 14.0 145 150 155
Minutes

Tabla 3.- Resultados de la muestra EP25 DCM_F a una A de 233 nm

Vol. Tiempo de Area ) Masa Masa final
N° pico inyecién  retencion % Area inyectada  (ug/g peso Compuesto
) (mAU)
(uL) (min) (H9) seco)
1 10 8,683 1679104 2,72 3,858 15,432 Echimidine
2 10 8,797 2572436 4,17 4,664 18,666 E. Noxide
5 10 9,550 5244513 8,50 10,962 43,848 Echiumina

estimada
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Echium callithyrsum (ECH)

Figura 6.- Cromatograma de la muestra EP28 DCM_F a una A de 233 nm

mAU
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Minutes

Tabla 4.- Resultados de la muestra EP28 DCM_F a una A 233 nm

Vol. Tiempo de Area ) Masa Masa final
N° pico inyeccidn retencién % Area inyectada  (ug/g peso Compuesto
) (mAU)
(ML) (min) (H9) seco)
1 10 8,943 5223508 9,42 8,764 35,056 E. Noxide
2 10 9,052 6896408 12,43 14,253 57,012 Echiumine

estimada

Echium hierrense (hoja) (EHH)
Figura 7.- Cromatograma de la muestra EP31 DCM_F a una A de 233 nm

204

mAU
mAU

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Minutes

Tabla 5.1- Resultados de la muestra EP31 DCM_F a una A 233 nm
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Vol. Tiempo de Area ) Masa Masa final
N° pico inyeccién  retencion % Area  inyectada (Hg/g peso Compuesto
) (mAU)
(uL) (min) (H9) seco)
1 10 8,090 180749 8,14 0,872 3,488 Echimidina
2 10 8,900 184135 8,29 0,970 3,880 E. Noxide
Tabla 5.2- Resultados de la muestra EP31 DCM_F a una A 190 nm
Vol. Tiempo de Area ) Masa Masa final
N° pico inyeccién  retencion % Area inyectada (Hg/g peso Compuesto
) (mAU)
(uL) (min) (H9) seco)
1 10 16,765 866651 63,84 18,310 73,240 Licopsamina
estimada

Echium hierrense (tallo) (EHT)
Figura 8.- Cromatograma de la muestra EP34 DCM_F a una A de 233 nm
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Tabla 6.1 - Resultados de la muestra EP34 DCM_F a una A 233 nm

Vol. Tiempo de Area ) Masa Masa final
N° pico inyeccion  retencidn (MAU) % Area inyectada (Mg/g peso Compuesto
(uL) (min) (H9) seco)
1 10 8,552 311035 2,10 1,132 4,528 Echimidina
2 10 8,687 437650 2,95 1,362 5,448 E. Noxide
3 10 9,088 460053 3,10 1,429 5,716 Echiumine
estimada
Tabla 6.2- Resultados de la muestra EP34 DCM F a una A 190 nm
Vol. Tiempo de Area ) Masa Masa final
N° pico inyeccion  retencion (MAU) % Area inyectada (Hg/g peso Compuesto
(uL) (min) (H9) seco)
1 10 7,323 415950 6,73 9,555 38,220 Heliotrine

Echium bonnetti (EB)
Figura 9.- Cromatograma de la muestra EP37 DCM_F a una A de 233 nm
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Tabla 7.- Resultados de la muestra EP37 DCM_F a una A 233 nm

Vol.

N° pico  Inyeccion
(uL)

1 10

2 10

3 10

Tiempo de
retencion
(min)
8,297

8,848
9,377

Echium plantagineum (EPL)

Figura 10.- Cromatograma de la muestra

Area
(mAU)
2860361
8851080

5600642

i Masa
% Area  inyectada
(H9)
1,63 6,211
5,06 14,375
3,20 11,672

Masa final

(Mg/g peso Compuesto

Seco)

24,844 Echimidina

57,500 E. Noxide

46,688 Echiumine
estimada

EP13 DCM_F a una A de 233 nm
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Tabla 8.- Resultados de la muestra EP13 DCM_F a una A 233 nm

Vol.

N° pico  Inyeccién
(WL)

1 10

Tiempo de
retencion
(min)

9,028

Area
(mAU)

16139799

) Masa
% Area inyectada
(H9)
29,25 25,649
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Cantidad

final (ug/g Compuesto
peso seco)

102,596 E. Noxide



Echiumine

2 10 9,873 6947341 12,59 14,355 57,420 .
estimada

Figura 11.- Cromatograma de la muestra EP16 DCM_F a una A de 233 nm
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Tabla 9.- Resultados de la muestra EP16 DCM_F a una A 233 nm

Vol. Tiempo de Area ) Masa Masa final
N° pico  Inyeccién retencion % Area inyectada (Mg/g peso Compuesto
) (mAU)
(uL) (min) (H9) seco)
1 10 9,050 2825605 12,30 5,056 20,224 E. Noxide

Figura 12.- Cromatograma de la muestra EP19 DCM_F a una X de 233 nm
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Tabla 10.- Resultados de la muestra EP19 DCM_F auna A 233 nm

Vol. Tiempo de Area ) Masa Masa final
N° pico  Inyeccién retencién (MAU) % Area inyectada (1g/g peso Compuesto
(uL) (min) (H9) seco)

Sin
identificacion
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Con estos datos concluimos que, de las 16 muestras iniciales solo en 8 (50%) se pudieron
identificar PAs. A su vez, en éstas se vio que Echimidina y su forma Noxide fue el alcaloide
mas abundante, apareciendo en 7 de las muestras (43,75%); le sigue Echiumina presente en 5
muestras (31,25%); Licopsamine en 1 muestra (6,25%); Heliotrina también en 1 muestra

(6,25%); y finalmente Intermedina estuvo ausente en todas las muestras (0%) (Figura 13).

Figura 13.- PAs identificados en las muestras estudiadas.

PAs presentes en las muestras estudiadas

43,75%

31,25%

6,25% 6,25% 0%
7 5 1 1 0
Echimidinay E. Noxide  Echiumina Licopsamina Heliotrina Intermedina

El ndmero inferior indica el nmero de veces que aparecio el compuesto en las muestras. Arriba,
expresado en porcentaje.
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Discusion

Del total de las muestras finalmente analizadas, las 8 presentaban concentraciones de PAs que
oscilaron entre 3,488 - 73,240 pg/g peso seco para las especies endémicas, mientras que para
el caso E. plantagineum fue de 102,596 pg/g peso seco siendo de 1,4 a 29,4 veces més elevado
que la cantidad registrada para las especies endémicas. No obstante, a pesar de estas claras
diferencias, se reveld en todos los casos valores muy por encima de los limites de toxicidad
establecidos de 0,237 pg/g peso seco (Knutsen et al. 2017), resultados en concordancia con (De
Jesus Inacio et al. 2020). Por ello, podemos considerar que estas especies de Echium podrian

ser nocivas para la salud del ganado caprino, aviar y, por ende, del ser humano.

En lineas generales podemos concluir que E. hierrense es el endemismo con menos
concentracion de PAs (valor minimo 3,488 g/g peso seco). Le siguen E. lancerottense (15,432
Mg/g peso seco), E. bonnetti (24,844 pg/g peso seco) y E. callithyrsum (35,056 g/g peso seco).
Por su parte, E. plantagineum es la especie con mayor concentracion (102,596 pg/g peso seco).
Dato corroborado con el articulo de (Lorena et al. 2016) donde se comparan entre diversas
especies de Echium no endémicas de las islas y se afirma que aquellas de Espafia e Italia son
las que presentaban mayores concentraciones (media de 25 pg/kg y maxima de 225 pg/kg)

Hasta ahora no hay estudios similares contrastables para el caso exclusivo de Canarias.

Sin embargo, consultando la literatura cientifica existen amplios estudios, destacando entre
otros uno en Cabo Verde y otro en Canarias, donde las concentraciones de Echium eran
considerablemente més reducidas que las obtenidas en nuestro estudio (para Echium entre 0.01
- 0,07% y para Senecio spp entre 0,09 - 0,18%) (Carvalho et al. 2013; Dominguez et al. 2008;
Lorena et al. 2016). En otros estudios se obtuvieron para Senecio spp valores entre 0.09 y 4.63
mg/g (Zwerger, Zelger, and Ganzera 2023). Asi como investigaciones en mieles de E.
plantagineum con valores entre 45 - 56 pg/kg (Sixto et al. 2019; Wang et al. 2019).

Otros estudios sobre la resistencia de PAs al proceso de elaboracion de la miel muestran que
estos son capaces de mantener su estructura intacta, sobretodo echimidina, contaminando asi la
miel producida (Cao, Colegate, and Edgar 2013). En productos como leche, huevo o carne
también se vio esta resistencia (Casado et al. 2022). En consecuencia, se hace necesario un
control estricto por parte de las autoridades competentes de este tipo de compuestos en los

alimentos, asi como el desarrollo de mas estudios cientificos pues es un tema todavia en auge.
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No obstante, (H. Wiedenfeld 2011) estudi6 si el contenido de
PAs disminuia a través de proceso de conservacion de forraje (ensilaje), dando como resultado
que el contenido de PAs disminuia un 10% si se realizaba esta practica. Asi, este hecho practico
pudiera trasladarse a nuestro caso para que el contenido de PAs que reciban los animales
alimentados de estas especies vegetales sean algo inferiores. También hay que mencionar que
como forrajera o ingrediente para la fabricacion de piensos, el porcentaje de contenido de este
forraje cabe esperar que sea como las grasas que se afiaden en el estudio de (Varona Sanchez
2021), sobre un 2 - 7%. Por lo tanto, la toxicidad se veria notablemente reducida y, por ende,

los casos de intoxicacion en animales, o incluso no presentarse por este efecto de dilucion.

Por otro lado, se ha evidenciado que el aceite de las semillas de especies como Echium
plantagineum es rico en &cido estearidonico (SDA) e incluye en sus acidos grasos n-6 acido
gamma linoleico (GLA, 18:3n-6), este ultimo implicado en la produccion de eicosanoides
antiinflamatorios (Kitessa, Nichols, and Abeywardena 2011). Como resultado, se ha utilizado
el aceite de E. plantagineum para la elaboracién de piensos en los que son méas los efectos

positivos que los negativos inducidos por PAs

Igualmente, me gustaria sefialar como caso curioso a los insectos, estos invertebrados a lo largo
de su historia evolutiva han desarrollado mecanismos que les han conferido la capacidad
bioquimica de incorporar estos PAs toxicos en su organismo y usarlos como defensa frente a
depredadores. Escarabajos como los del género Oreina pueden llegar a concentrar en sus
secreciones defensivas hasta 0.3 mol/L (Hartmann 2004). Quién sabe si en el futuro, los
herbivoros sean capaces de poder asimilar estos PAs y usarlos para defenderse de sus posibles

depredadores.

Finalmente, con todo esto consideramos que el género Echium, sobretodo de aquellas especies
endémicas de Canarias, poseen el potencial para usarse como forrajeras en las dietas del ganado
caprino y aviar a pesar de los resultados obtenidos. Ya que utilizando las técnicas mencionadas
o aplicarlas a piensos como un ingrediente de su elaboracion disminuiria las concentraciones

de PAs solventando de esta manera que se de una intoxicacion
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Conclusiones:

1. Es posible la intoxicacion del ganado aviar y caprino al suministrarles exclusivamente
especies de Echium como alimentacién sin mezclarlas previamente con otras especies

vegetales ausentes en este tipo de toxicidad.

2. Probablemente, por los datos consultados en la literatura cientifica, el ganado caprino
sea mas tolerante a una posible contaminacion por su doble estbmago y flora microbiana

y su efecto, pues comprometen la estabilidad de los PAs.

3. El tratamiento del forraje mediante ensilado previamente a la administracion en

animales reducira el efecto toxico del contenido de PAs.

4. A lavista de estos resultados iniciales, es necesario continuar investigando la presencia
de estos PAs empleando diferentes metodologias como GC-MS que permitieran recabar
mas informacidn relevante de todos o la mayoria de los picos registrados. Ademas, se
puede conseguir mejoras en los métodos de extraccion para el aislamiento de PAs. Asi
como mejoras en la accesibilidad a estandares comerciales que permitan el avance en

este aspecto.
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Conclusions:

1. Poisoning of poultry and goats is possible by feeding them exclusively Echium species

as feed without first mixing them with other plant species absent in this type of toxicity.

2. Probably, according to the data consulted in the scientific literature, goats are more
tolerant to possible contamination due to their double stomach and microbial flora and

their effect, as they compromise the stability of PAs.

3. Treatment of forage by silage prior to administration to animals will reduce the toxic
effect of the content of PAs.

4. In view of these initial results, it is necessary to continue investigating the presence of
these PAs using different methodologies such as GC-MS that would allow collecting
more relevant information from all or most of the peaks recorded. In addition,
improvements in extraction methods for PA isolation can be achieved. As well as
improvements in accessibility to commercial standards that allow progress in this

aspect.
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