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INFORMACION GENERAL

1. La 4° reunion del CCCF decidié establecer un Grupo de trabajo por medios electronicos bajo la
direccion de los Paises Bajos para desarrollar un Documento de debate sobre los alcaloides de pirrolizidina
(AP) en los alimentos y los piensos, y las consecuencias para la salud humana, a fin de recopilar informacion
sobre la quimica de los AP, su toxicidad, los métodos de analisis de que se dispone, presencia en las plantas,
alimentos y piensos, y transferencia de los piensos a los alimentos.

2. El grupo de trabajo por medios electronicos fue establecido y sus miembros son: Apimondia,
Australia, Brasil, la Union Europea, la FAO, Francia, Alemania, Hungria, Indonesia, Japon, Jordania, Nueva
Zelandia, Suecia, Suiza y Togo (véase el Anexo VII). Se han recibido observaciones de Apimondia,
Australia, Brasil, la FAO, Francia, Alemania, Japon, Nueva Zelandia y Suiza. Se ha preparado un documento
de debate siguiendo las instrucciones del CCCF para su contenido. Al documento se le ha afiadido también
informacion sobre practicas de gestion.

INTRODUCCION

3. Los alcaloides de pirrolizidina (AP) son toxinas que se encuentran de forma natural en una amplia
variedad de especies de plantas. Los AP son probablemente las toxinas naturales de mayor distribucion, que
afectan a la fauna silvestre, el ganado y el ser humano. Los brotes de toxicidad en animales de granja
provocan graves pérdidas econdmicas para los granjeros y comunidades rurales, y existen posibles riesgos
para el ser humano por la ingesta de alimentos de origen vegetal o animal contaminados con AP. Los casos
de envenenamiento humano directo estan bien documentados, como en el empleo directo y deliberado de
especies de plantas toxicas, como tés de hierbas o medicinas tradicionales, que en algunos casos han
provocado la muerte. El consumo de cereales o productos de cereales (harina o pan) contaminados con
semillas que contienen AP también ha intervenido en brotes de envenenamiento, que han afectado a
poblaciones rurales en Afganistan, la India y Sudafrica, y la anterior URSS. No se conocen casos citados de
envenenamiento debido a productos de origen animal que contengan AP (OMS 1988, FAO, 2010).

4. La FAO (2010) senal6 que las principales familias de plantas que contienen AP son las Asteraceae
(Compositae), las Boraginaceae y Fabaceae (Leguminosae). De las Asteraceae, los géneros de Senecio y
Eupatorium son los mas conocidos que contienen AP, mientras que la mayoria de los géneros de las
Boraginaceae que se sabe que contienen AP son, p.ej., especies de Heliotropium o Echium. De las
Fabaceae, el género Crotalaria alberga la mayoria de las especies que contienen AP. Las expectativas son
que mas de 6 000 especies de plantas contengan AP, si bien el envenenamiento directo del hombre y los
animales parece estar asociado solamente con unas pocas especies. El envenenamiento producido por estas
toxinas estd asociado con dafio crénico y agudo del higado, en algunos AP con hipertension arterial
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pulmonar (en animales), y pueden provocar la muerte. En el ANEXO I del presente documento se presenta
una lista de plantas con sus nombres comunes que contienen AP, basada en referencias encontradas.

QUIMICA DE LOS AP

5. Los AP son compuestos heterociclicos y la mayoria de ellos se deriva de cuatro bases necina:

retronecina, heliotridina, otonecina y platinecina; los AP del tipo platinecina se consideran no tdxicos
(Hartmann y Witte, 1995, véase también la figura 1). La retronecina y heliotridina son diasterémeros en la
posicion C7. Se conocen mas de 350 estructuras diferentes de AP en aminas terciarias (Hartmann y Witte,
1995). La mayoria de los AP que se dan de forma natural en las plantas son necinas esterificadas o N-6xidos
de alcaloides (excepto los alcaloides del tipo otonecina), mientras que los AP no esterificados son menos
frecuentes en las plantas (como en Crotalaria medicaginea y Crotalaria aridicola australianas, cuyos
nombres comunes se desconocen). Los ésteres pueden dividirse en monoésteres, diésteres no-macrociclicos y
diésteres macrociclicos de una base necina. Los diésteres macrociclicos se encuentran con mayor frecuencia
en especies de Senecio (que incluye la hierba cana) y Crotalaria (que incluye el alacrancillo). Los AP
encontrados en las especies Eupatorium y Boraginaceae son en general del tipo mono y diéster (Hartmann y
Witte, 1995).
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Figura 1: estructura bésica de los cuatro tipos de base necina que se encuentran en la gran mayoria de los
alcaloides de pirrolizidina. Los AP del tipo retronecina, heliotridina y otonecina son téxicos, los AP del tipo
platinecina se consideran no toxicos (Hartmann y Witte, 1995).

6. Los requisitos estructurales minimos para la toxicidad son:

1. un anillo de A*-pirrolina (3,4-didehidropirrolidina);

2. un grupo de hidroxilo o preferiblemente dos, cada uno unido al anillo de pirrolina a través de un atomo de
carbono;

3. al menos uno de los hidroxilos esta esterificado;

4. la mitad 4cida tiene una cadena ramificada (Autoridad Alimentaria de Australia y Nueva Zelandia, 2001)".

7. En general se puede decir que los AP macrociclicos son mas toxicos que los AP diésteres, que a su
vez son mas toxicos que los AP monoéster. Las enzimas del higado pueden convertir el anillo otonecino de
los AP del tipo otonecino en un anillo de retronecina a través de N-demetilacion oxidativa.

REGULACION DE LOS AP EN LOS ALIMENTOS Y PIENSOS

8. Las normas para el control de los AP se concentran en el control de las plantas toxicas y partes de las
plantas. La situacion normativa con respecto a los AP en los alimentos y piensos ha sido resumida por la
FAO (2010) y Kempf et al. (2010). A continuacion se exponen especificamente las normas vigentes y
recomendaciones.

CODEX ALIMENTARIUS

9. Para cereales y legumbres, el Codex Alimentarius sefiala que las semillas toxicas en el trigo no
estaran presentes en cantidades que representen un peligro para la salud y menciona especificamente la
presencia de crotalaria. Esas normas son (FAO, 2010):

- Maiz CODEX STAN 153-1985

"El 1 de julio de 2002 la Autoridad Alimentaria de Australia y Nueva Zelandia (ANZFA) se convirtié en Normas
Alimentarias de Australia y Nueva Zelandia (FSANZ).
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- Determinadas legumbres CODEX STAN 171-1989
- Sorgo en grano CODEX STAN 172-1989

- Trigo y trigo duro CODEX STAN 199-1995

- Avena CODEX STAN 201-1995

Australia

10. En Australia consuelda (Symphytum spp.) esta en el Apéndice C (sustancias distintas a las que
figuran en la Lista 9, de tal peligro para la salud que se aprueba la prohibicion de venta, suministro y
utilizacion) de la Norma de Sustancias Venenosas de 2010, para utilizacion terapéutica o cosmética, excepto
para uso dermal, para lo cual estd incluida en la Lista 5 de la Norma para Sustancias Venenosas (DOHA,
2010).

11. El Codigo Conjunto sobre Normas Alimentarias (ANZJFSC), que es de aplicacion tanto para
Australia como para Nueva Zelandia, enumera las especies de plantas que contienen AP bajo la Lista 1:
"Plantas y hongos prohibidos de la norma 1.4.4. Las plantas mas importantes son las siguientes: Borago
officinalis; Crotalaria spp; Echium plantagineum; Echium vulgare; Heliotropium spp; Senecio spp;
Symphytum asperum; Symphytum officinale; y Symphytum x uplandicum. No se anadira intencionadamente a
los alimentos ninguna planta ni hongo, ni parte ni derivado de ninguna planta ni hongo que se enumera en la
Lista 1, ni ninguna sustancia de los mismos, ni se ofrecera a la venta como alimento.

12. Hay también distintas normas estatales australianas que establecen un limite para semillas de
Heliotropium spp; Echium spp; Amsinckia spp; y Crotalaria spp en los piensos.

13. En 2001 las Normas Alimentarias de Australia y Nueva Zelandia (FSANZ) establecieron una ingesta
diaria tolerable provisional (IDTP) para los AP de 1 pg/kg de pc por dia. En 2004 FSANZ aconsejo a los
procesadores de miel de Australia/Nueva Zelandia que prosiguieran con su practica de mezclar mieles que
provienen principalmente de buglosa o flor morada (Echium plantagineum) con otras mieles para reducir los
AP a un nivel inocuo (FSANZ, 2004).

Austria

14. En Austria solamente estan autorizadas unas pocas plantas que contienen AP como remedios de
hierbas. Esas plantas o preparaciones de ellas solamente pueden comercializarse si son analizadas mediante
un ".. método avanzado de deteccion" que demuestre que ".. el producto final no contiene alcaloides de
pirrolizidina." (Bundesgesetzblatt, 1989, segun citado por Kempf et al., 2010).

Bélgica

15. En Bélgica el uso de borraja (Borago oSfficinalis) en los alimentos esta prohibido. El aceite de
borraja puede utilizarse en suplementos alimenticios si puede demostrarse que esta exento de AP, utilizando
un método adecuado de deteccion con suficiente LOD (Real Decreto, 1997). Recientemente se aprobo el
nivel maximo de 1 pg/kg como esta regulado en los Paises Bajos, pero el método de deteccion y LOD deben
indicarse también.

Canada

16. Sanidad de Canada ha aconsejado a los consumidores canadienses no utilizar ni ingerir consuelda
(Symphytum officinale) ni ningin producto sanitario que contenga consuelda. Como precaucion se aconseja a
los consumidores no aplicar localmente a la piel abierta productos que contengan consuelda. Estos consejos
son de aplicacion tanto para productos aprobados como no aprobados (Sanidad de Canada, 2003).

UE

17. La UE ha regulado los alcaloides en los piensos fijando un contenido maximo de 3 000 mg de
semillas de malas hierbas y frutos no molidos ni triturados que contengan alcaloides, glucésidos u otras
sustancias toxicas y frutas/kg en el total de piensos (relativos a un producto de pienso con un contenido de
humedad del 12 %). El contenido maximo relacionado con Crotalaria spp. es 100 mg de semillas/kg del total
de pienso (UE, 2010).
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Alemania

18. Desde 1992 los productos fitofarmacéuticos que contienen AP estan regulados en una Ordenanza
Farmacéutica Federal. Segun esa norma solamente se pueden comercializar unas pocas plantas que se ha
probado que tienen AP activos y preparaciones de las mismas, que se indican por el nombre. Con respecto al
contenido de AP se establecieron los limites siguientes: en la ingesta habitual oral la cantidad total de AP
1,2-insaturados (incluyendo los n-6xidos de los AP (NOAP)) no debe exceder de 1 pg al dia. Si la aplicacion
es superior a 6 semanas, el limite se reduce a 0,1 pg al dia. Ademas en el envase de los productos que se
utilizan por via oral se debe insertar el aviso "no utilizar durante el embarazo o la lactancia”
(Bundesgesundheitsambt, 1992, citado por Kempf et al. 2010).

Japon

19. En Japon la comercializacion de consuelda (Symphytum spp.) y sus productos esta prohibida
conforme al Articulo 6.2 de la Ley de Sanidad Alimentaria. La decision de prohibir la venta de toda
consuelda y alimentos de consumo que contengan consuelda fue adoptada por el Ministerio de Sanidad,
Trabajo y Bienestar en junio de 2004 por precaucion, debido a incidentes de efectos adversos sefialados en el
extranjero.

Nueva Zelandia

20. El Cédigo sobre Normas Alimentarias de Australia y Nueva Zelandia (ANZFSC) regula tanto para
Australia como para Nueva Zelandia los contaminantes de los alimentos descritos bajo el capitulo de
Australia.

Paises Bajos

21. En los Paises Bajos los AP estan regulados para preparaciones de hierbas o extractos de hierbas. El
contenido total de AP (incluidos NOAP) de estos productos no debe exceder de 1 pg/kg 6 1 pg/L,
respectivamente (Decreto sobre productos para preparados de hierbas, 2001). En el Anexo del citado decreto
se presenta una lista general de todas las plantas y hongos que se supone que contienen AP.

Sudéafrica

22. El Ministerio de Agricultura, Bosques y Pesca de Sudéfrica reiter6 en 2008 que la venta de
consuelda (Symphytum spp.) como alimento habia sido prohibida por las Normas relativas a la Prohibicién
de la Venta de Consuelda, Productos Alimenticios que contienen Consuelda y Dulces de Jalea que Contiene
Konjac, publicadas en la Gaceta Gubernamental el 10 de octubre de 2003, para prohibir el uso de consuelda
como alimento (DAFF, 2008). En aquel momento se estaban desarrollando normas para los productos que
contienen consuelda que se afirma que tienen propiedades medicinales.

Suiza

23. En Suiza estan en vigor las mismas normas para productos fitofarmacéuticos que en Alemania.
(Ordenanza sobre productos medicinales de hierbas y productos complementarios (SR 812.212.24), Anexo 6;
http://www.swissmedic.ch/produktbereiche/00445/00454/index.html?lang=en&download=NHzLpZeg7t.Inp
6I10NTU0421276In1ad11Zn472qZpn0O2Yuq2Z62pJCDAIR3gGym162epYbg2c JiKbNoKSn6A--).

Reino Unido

24. De forma similar a la norma alemana para remedios herbaceos, en el pasado en el Reino Unido la
consuelda (Symphytum spp.) y preparaciones de ella estaban prohibidas (Kempf et al., 2010, no se han
encontrado referencias originales).

EE.UU.

25. La Administraciéon de Medicamentos y Alimentos (FDA) publicé en 2001 una carta para la industria
en que comunicaba la preocupacion sobre la inocuidad de productos suplemento que contienen consuelda
(Symphytum spp.) debido a sus AP. El FDA recomendo6 también que las empresas detuvieran de inmediato la
comercializacion de suplementos que contengan consuelda y avisaran a los consumidores para que dejaran
de utilizar los productos. Por tultimo, el FDA instdo a los fabricantes a identificar y comunicar todo
acontecimiento adverso, incluidos trastornos de higado que se hubieran asociado con consuelda y otros
ingredientes que contengan AP (FDA, 2001).
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26. En los Estados Unidos los animales llevados al matadero que muestran signos de enfermedades
relacionadas con AP son desaprobados y no se permite que entren en el suministro de alimentos (USDA,
2007).

I1ISO

27. Ademas de estas normas/recomendaciones, ISO ha puesto en practica una condicion para los AP: la
Especificacion ISO para el trigo permite que las semillas contengan un maximo de 0,05 % de AP y ofrece un
método de ensayo para semillas tdxicas en muestras de trigo para el consumo humano (ISO, 2000, citado por
la FAO, 2010). Esa tolerancia parece ser proxima al limite de determinacién del método.

TOXICIDAD

28. En este capitulo se han resumido por tema evaluaciones del IPCS y otros 6rganos de evaluacion de
riesgos. Ademas se resumen estudios que se han puesto a disposicion recientemente para dar una vision
general de la informacion fuera del ambito de aplicacion de este documento de debate con respecto a las
evaluaciones de riesgos anteriores. La validez de dichos estudios se evaluara por separado, lo cual es una
labor de evaluacion de riesgos y por tanto fuera del ambito de aplicacion de este documento de debate.

Toxicidad aguda

29. El IPCS (OMS, 1988) concluyé que "en el hombre, el envenenamiento por AP se manifiesta
normalmente como una enfermedad veno-oclusiva (VOD) aguda caracterizada por un dolor continuo sordo
en la parte superior abdominal derecha, ascitis con rapida acumulacion de liquido dando lugar a distension
abdominal pronunciada y a veces asociada con oliguria y efusion pleural masiva. También puede
manifestarse como enfermedad subaguda con sintomas imprecisos y hepatomegalia persistente. Los nifios
son especialmente vulnerables. Muchos casos progresan a cirrosis y en algunos casos se ha demostrado que
un so6lo episodio de enfermedad aguda progresa a cirrosis, pese a que se ha eliminado del paciente la fuente
de exposicion toxica y se le ha administrado tratamiento sintomatico. La mortalidad puede ser elevada
debido a insuficiencia hepatica en la fase aguda o hematemesis por varices esofagicas quebradas producidas
por cirrosis.

30. El IPCS (OMS, 1988) y el COT (2008) enumeraban los valores LD50 disponibles de varios AP en
las ratas tras inyeccion intraperitoneal (ip). Los valores LD50 orales no estan disponibles. Pese a que la
pertinencia de la inyeccion ip para la exposicion oral es baja, esos valores LD50 de ip se presentan a
continuacion en el Cuadro 1. Los LD50 de ip indican que entre los AP hay una gran diferencia en cuanto a
toxicidad aguda cuando se administran por inyeccion ip, si bien cabe sefialar que entre distintas clases de
ratas se han indicado diferencias importantes en la susceptibilidad a los AP.

Cuadro 1: valores LD50 de varios AP en ratas tras inyeccion intraperitoneal (OMS, 1988, COT, 2008)

AP LD50 (mg/kg)
Equimidina 200

Equinatina 350

Europina >1 000

Heleurina 140

Heliosupina 60

Heliotrina 300

Heliotridina 1200

Intermedina 1 500

Jacobina 77 (ratones)
Jaconina 168 (ratas hembra)
Lasiocarpina 77

N-6xido de lasiocarpina 547

Licopsamina 1500
Monocrotalina 175

Retrorsina 34

N-6xido de retrorsina 250

Riddelliina 105 (ratones)
Senecionina 50 (citado también como 85)
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Senecifilina 77

Senkirkina 220

Espectabilina 220

Supinina 450

Simfitina 130 (citado también como 300)

31. A fin de determinar si una tUnica dosis elevada o pequefias dosis repetidas pueden producir

envenenamiento y evaluar si mediante dosis reiteradas mas pequefias, con el tiempo podria producirse
resistencia, Anjos et al. (2010) investigaron los efectos toxicos de las semillas de cascabelillo fétido
(Crotalaria retusa, que contiene 6,84 % de monocrotalina) en las ovejas. Comprobaron que las ovejas son
muy susceptibles a la intoxicacion aguda (y cronica) tras una sola dosis de aproximadamente 205 mg de
monocrotalina/kg. Por otra parte, las ovejas que ingirieron dosis no toxicas de 136,8 mg/kg al dia se
volvieron resistentes a las dosis toxicas de 273 mg/kg v 342 mg/kg. En base a otros estudios los autores
sugirieron como posibles explicaciones de esa resistencia que la produccion del metabolito
dehidromonocrotalina por enzimas microsomales podia reducirse, o que la desintoxicacion de AP por
microbios del rumen podia aumentar. Los autores sefialaron también que las ovejas pueden adquirir
resistencia mediante una rapida adaptacion de los microbios ruminales a la monocrotalina que se metaboliza.

Toxicidad crénica

Declaraciones sobre toxicidad cronica

32. Con respecto a toxicidad crdnica, el IPCS (OMS, 1988) concluyod que la "megalocitosis, presencia de
hepatocitos agrandados que contienen grandes nucleos hipercromaticos, es un rasgo caracteristico de la
hepatotoxicidad cronica inducida por alcaloides de pirrolizidina en animales experimentales". Los
hepatocitos agrandados se producen por la poderosa accién antimidtica de los metabolitos de pirrol de
alcaloides de pirrolizidina. Este cambio no se ha observado en el higado humano, si bien los cultivos in vitro
de células de higado fetales humanas se agrandan cuando se exponen a los AP, indicando susceptibilidad al
efecto antimidtico de los alcaloides.

33. El IPCS concluy6 que en el ser humano una ingesta diaria de AP tan baja como el equivalente a 0,01
mg/kg de heliotrina puede producir enfermedad. A tal efecto se basé en datos de Ridker et al. (1985), que
indicaban que 0,015 mg/kg de equimidina y alcaloides afines (equivalente a 0,009 mg/kg de pc/dia de
heliotrina utilizando los datos de LD50) producian envenenamiento por consuelda. Ademas, si se expresa
desde el punto de vista de dosis equivalentes de heliotrina, las dosis totales estimadas en los brotes conocidos
o indicaciones de casos variaban entre 1 mg/kg y 167 mg/kg de pc. Al comparar estas cifras con la dosis letal
total de varios AP en las ratas, el IPCS sefiald que esto podria parecer indicar que el hombre es notablemente
mas sensible al envenenamiento por AP que las ratas. No obstante, sefiald que "cabe observar que esas
estimaciones estan basadas en datos globales limitados y una serie de supuestos, y por tanto su fiabilidad es
insegura". Con todo, se recomend6 minimizar la exposicion cuando fuera posible (OMS, 1988).

34, ANZFA (2001) concluyé que el 6rgano objetivo para la toxicidad de los AP, tanto en animales
experimentales como en el ser humano, es el higado. En los animales esa toxicidad se manifiesta como
actividad antimiotica que da lugar a fibrosis general, regeneracion nodular, parenquima y céncer, mientras
que en el ser humano los principales efectos son dafio hepatocelular, cirrosis y enfermedad veno-oclusiva.
Propuso una ingesta diaria tolerable de 1 pg/kg al dia en base a la enfermedad veno-oclusiva de higado como
el principal efecto toxicologico de la exposicion cronica. Segin ANZFA, "los datos disponibles sobre casos
de enfermedad veno-oclusiva en el ser humano sefialan que se puede establecer un nivel sin efectos
observados (NOEL) provisional de 10 ug/kg de pc/dia. Si a ese NOEL se le aplica un factor de incertidumbre
de 10 para explicar la variabilidad humana, la ingesta diaria tolerable provisional (IDTP) de AP para el ser
humano es 1 pg/kg de pc/dia". Una caracterizacion ulterior del potencial de riesgo para la salud humana por
la exposicion a los AP en los alimentos no se considero posible debido a la insuficiente informacion sobre la
exposicion alimentaria.

35. En 2007 la EFSA concluyé que los principales sintomas de toxicidad observados en animales
comprenden varios grados de dafio progresivo del higado y enfermedades veno-oclusivas asociadas con un
efecto directo de los metabolitos toxicos en las células endoteliales. Ademas se sefialé con regularidad
proliferacion de vias biliares, megalocitosis hepatica y fibrosis de higado, dafio renal, hipertensiéon pulmonar
e hipertrofia cardiaca secundaria en el ventriculo derecho (solamente en un reducido niimero de AP), asi
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como pérdida de peso, anorexia y depresion. En el ser humano se sefialé que el punto de valoracion mas
sensible de la toxicidad de AP es enfermedad veno-oclusiva. Ademas indicé que se habian observado
diferencias importantes en la sensibilidad a los AP de una especie especifica. Es decir, generalmente se
reconoce que los roedores, asi como los cerdos, las aves, el ganado y los caballos son muy sensibles a
intoxicacion por AP, mientras que las ovejas, las cabras y los conejos no lo son (EFSA, 2007).

36. El Instituto Federal de Evaluacion de Riesgos (Bundesinstitut fiir Risikobewertung, BfR, Alemania)
realizd en 2007 una evaluacion de riesgos del senecio comun (Senecio vulgaris) como contaminante de
mezclas para ensalada. Sefialdé que casos de envenenamiento habian mostrado que los AP pueden producir
dafio en el higado mortal en el ser humano y los animales. En base a una evaluacion de la exposicion se
concluyé que no podia descartarse dafio agudo en el higado a medio plazo debido a la ingesta de mezcla para
ensalada contaminada con senecio comun. Indicé que en base a los datos disponibles no habia podido
determinarse un tamafio de porcion por debajo del cual los AP genotoxicos 1,2-insaturados no constituyen un
riesgo para la salud y por tanto tampoco habia podido derivarse una ingesta tolerable. Como medida
preventiva, la ingesta de AP deberia evitarse todo lo posible. Para un adulto de 60 kg de peso, la ingesta a
largo plazo supondria una estimacion de 220 pg a 349 pg de AP insaturados al dia y por tanto excederia
considerablemente la ingesta diaria tolerada de 0,1 pg de AP 1,2-insaturados para los productos medicinales
sin indicaciones terapéuticas o sin restriccion de ingesta a 6 semanas. La posible ingesta de AP insaturados a
través de otros alimentos no se tuvo en cuenta debido a falta de datos, pero aconsejo realizar un examen del
posible aumento de la exposicion de los consumidores a AP insaturados que podia entrar en alimentos como
la miel, la leche, la carne y los huevos a través de los piensos (BfR 2007a).

37. El Comité sobre Toxicidad del Reino Unido (COT, 2008) concluydé que se sabia que los AP
producen enfermedad veno-oclusiva en el ser humano. Concluyé que no cabia esperar que 0,1 pg de
riddelliina’kg de pc/dia diera lugar a efectos no cancerigenos. Habida cuenta que no se disponia de estudios
fidedignos en el ser humano, derivé dicho valor de NOAEL de 0,01 mg/kg de pc/dia para citomegalia de los
hepatocitos en las ratas, resultante de la exposicion oral a riddelliina (NTP, 2003), y aplicando factores de
incertidumbre de 10 para la variabilidad entre especies y 10 para variabilidad en una especie. Sefial6 que la
proporcidon de valores LD50 podia utilizarse para convertir otros AP a equivalentes de riddelliina a fin de
compararlos con esa dosis. Asimismo concluyé que no es probable que los AP en la leche sean una
preocupacion para la salud humana, y que se necesita mas informacion sobre los niveles de AP en los
cereales y la miel. Al no disponer de datos sobre concentraciones de AP en los cereales, huevos o carne en el
mercado del Reino Unido no pudo llevarse a cabo una evaluacion de la exposicion de los consumidores del
Reino Unido a estos alimentos (declaracion de COT, 2008).

38. En 2005 el Instituto Nacional para la Salud Publica y Medio Ambiente de los Paises Bajos (RIVM)
concluy6 que los efectos toxicos de los AP se manifiestan generalmente en el higado, pero también en los
pulmones y los rifiones, y son un resultado de las propiedades reactivas de los metabolitos de pirrol. Calculo
una ingesta diaria tolerable (IDT) para efectos no cancerigenos para riddelliina de 0,1 pg/kg de pc al dia,
basada en un NOAEL para lesiones neoplasticas en las ratas de 0,01 mg/kg por dia (NTP, 2003), utilizando
un factor de incertidumbre de 100. La Autoridad sobre Inocuidad Alimentaria y Productos para
Consumidores de los Paises Bajos (VWA) concluy6 en 2007 que los altos consumidores con una ingesta
prolongada de tipos de miel con altos niveles de AP tenian un riesgo elevado de desarrollar cancer y posibles
efectos agudos. No obstante, indicd que se desconocia en qué medida se produce realmente esa situacion, y
concluy6 también que cuando los consumidores de miel consumen distintos tipos de miel no hay un riesgo
extra de cancer.

39. A continuacion se presenta en el Cuadro 2 una lista de los valores de referencia identificados para
puntos de valoracion no cancerigenos. En general no pudieron derivarse valores de orientacion basados en la
salud de alcaloides individuales debido a falta de buenos datos sobre toxicidad oral. Solamente se derivo un
valor de orientacion aparte basado en la salud para riddelliina. Asimismo, la disponibilidad de datos
farmacocinéticos de AP y datos firmes comparativos de toxicidad animal es limitada.
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Cuadro 2: valores de referencia identificados de puntos de valoracidon no cancerigenos de 6rganos de
evaluacion de riesgos

Valor de referencia | Valor HBGV Referencia

basado en la salud | (ug/kg pc/dia)

(HBGV)
Total AP IDTP 1 FSANZ/ANZFA, 2001
Riddelliina IDT 0,1 RIVM, 2005
Riddelliina** IDT 0,1 COT, 2008
AP 1,2-insaturados IDT 0,1* (>6 semanas) BfR, 1992

1* (<6 semanas)

* en pg/persona/dia

** El COT concluy6 que la proporcion de valores LD50 podia utilizarse para convertir otros AP a
equivalentes de riddelliina a fin de compararlos con esa dosis.

Estudios recientes sobre hepatotoxicidad

40. Copple et al. (2006) demostraron que en el higado de ratas tratadas con monocrotalina (300 mg/kg)
se producia hipoxia. Dado que esa hipoxia sucedia antes de producirse un dafio importante de las células
parenquimas hepaticas (CPH), esto podria indicar que la hipoxia contribuye al dafio de esas CPH. La hipoxia
y dafio de las CPH se redujeron aproximadamente un 70% tras administrar warfarina, sugiriendo que la
deposicion de fibrina podria ser un factor causal en el desarrollo de la hipoxia. No obstante, como la
warfarina no pudo evitar por completo la hipoxia influiran otros factores. Por otra parte un inhibidor no
especifico de sintasas de 6xido nitrico potencié la hipoxia inducida por monocrotalina y también el dafio de
las CPH. Los autores sefialaron que estos resultados sugieren que hay una relacion entre la hipoxia y el dafio
de las CPH.

41. Mingatto et al. (2008) comprobaron que en ratas alimentadas, la monocrotalina increment6 la
glicogenolisis y glicolisis, mientras que en el higado de ratas sin alimentar redujo la gluconeogénesis y
sintesis de urea. Estas alteraciones metabolicas solamente se observaron tras tratamiento previo con
fenobarbital, un inductor del metabolismo, que indica que los efectos se deben a metabolitos de
monocrotalina. Dado que la monocrotalina puede influir en el metabolismo hepatico relacionado con la
energia y por tanto en varios procesos mas, los autores concluyeron que esto puede contribuir a
hepatotoxicidad por monocrotalina.

42. Tang et al. (2007) compararon los efectos de isolina, clivorina y monocrotalina en el higado de
ratones con un inhibidor de esterasa o sin él, o un inhibidor P450. Incluso a la dosis mas elevada sometida a
prueba (164 mg/kg de pc durante 3 dias consecutivos), la monocratalina no tuvo efecto en el higado de los
ratones. Por otra parte la clivorina era letal a esa dosis, al igual que la isolina que ya era letal tras 2 dias.
Cuando el inhibidor de esterasa se administré al mismo tiempo, la isolina resultd ya letal a la dosis media
(100 mg/kg de pc) y mostro efectos en enzimas del higado incluso a la dosis mas baja sometida a prueba (50
mg/kg de pc). También aumento la toxicidad de la clivorina, mientras que la de la monocrotalina no fue
afectada. En combinacion con el inhibidor P450, los aumentos en las enzimas de higado, inducidos por
isolina fueron eliminados por completo o suprimidos parcialmente dependiendo de la dosis aplicada. Los
autores concluyeron que esos resultados muestran que, en los ratones, la isolina es mas hepatotoxica que la
clivorina o monocrotalina, y que los efectos toxicos de la isolina dependen de la activacion metabolica por
enzimas P450.

Toxicidad pulmonar

43, Se ha demostrado que los AP producen hipertension pulmonar (HP) con cambios vasculares en la
circulacién pulmonar relacionados, tanto directa como indirectamente, en varias especies animales asi como
en primates no humanos. En el informe de 1988 de la OMS (OMS, 1988) se han resumido varios estudios y
el informe de un caso humano. En determinadas circunstancias también puede producirse HP sin tener
efectos importantes en el higado. La monocrotalina es uno de los AP que se sabe que produce HP primaria
en las ratas.
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44, Recientemente Shimzu et al. (2008) examinaron el efecto del tratamiento con hemina en la HP
inducida por monocrotalina (60 mg/kg de pc) y concluyeron que la hemina mejoraba significativamente la
HP asi como la inflamacién pulmonar. Los autores senalaron que posiblemente fue transmitido por la
induccion de hemo-oxigenasa-1 1 pulmonar que puede producir la atenuacion de la inflamacién pulmonar.

Cardiotoxicidad

45. La toxicidad pulmonar puede dar lugar después a hipertrofia cardiaca del ventriculo derecho tal
como describen, entre otros, Burns (1972, citado por la OMS, 1988), Allen y Chesney (1972, 1973, citados
por la OMS, 1988) que comunicaron sintomas de HP y cor pulmonale en las ratas y primates no humanos.

46. Recientemente Akhavein et al. (2007) indicaron que la administracion de monocrotalina (50 mg/kg)
a ratas tenia un efecto cardiotoxico directo, independiente del grado de HP, tal como se demuestra por la
disminucion de la funcion del ventriculo izquierdo, miocarditis y espesamiento medial coronario arterioral.

Genotoxicidad y carcinogenia

47. Muchos AP pertenecientes a los AP tipo retronecina, heliotridina u otonecina muestran
genotoxicidad. Ejemplos son riddelliina, retrorsina y monocrotalina (tipo retronecina), clivorina y
senquirquina (tipo otonecina), y lasiocarpina y heliotrina (tipo heliotridina) (Fu et al., 2007).

Declaraciones sobre la carcinogenia de los AP

48. En 1998 el IPCS publicé su evaluacion de los AP (OMS, 1988). Con respecto a la carcinogenia
concluy6 que, dado que se ha demostrado que varios AP son mutagénicos en varios sistemas de cultivos
celulares y cancerigenos en animales experimentales, deberia considerarse seriamente un posible riesgo de
cancer para el ser humano. No obstante, comprob6 que no se disponia de informacién sobre seguimiento a
largo plazo de seres humanos expuestos a AP y que sufran toxicidad de AP. Debido a esta falta de
conocimientos, no habia sido posible hacer una evaluacion del riesgo de cancer de los AP para el ser
humano.

49. La Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer (IARC) ha evaluado varios AP. La
lasiocarpina, monocrotalina y riddelliina se han clasificado como grupo 2B (posiblemente cancerigenos para
el ser humano) mientras que la hidroxisenquirquina, isatidina, jacobina, retrorsina, senecifilina, senkirkina y
simfitina se han clasificado como grupo 3 (no clasificables con respecto a su cancerosidad para el ser
humano, IARC, 1976, 1983, 2002).

50. ANZFA (2001) concluydé que habia pruebas convincentes de que la exposicidon cronica a AP es
cancerigena en ratas y algunas especies de animales de laboratorio diferentes, pero sefialé que habia también
informes no conocidos de cancer en animales domesticados producidos por exposicion a AP en su dieta. En
base a un analisis de Culvenor (1983) de la ingesta alimentaria estimada de AP por seres humanos durante
brotes comparados con el alcance de la dosis de efecto cancerigeno en las ratas, concluy6 que de los brotes
importantes de envenenamiento conocidos no se tenia evidencia de que los AP produzcan cancer de higado
en el ser humano.

51. En 2007 la EFSA concluy6 que los datos epidemiologicos no proporcionaban ninguna evidencia de
un aumento del riesgo de cancer en poblaciones humanas expuestas a AP. Datos de animales experimentales,
en que se utilizaron concentraciones muy elevadas, sefalaron la capacidad de algunos AP para producir
aductos de ADN, enlaces cruzados de ADN y enlaces cruzados de proteinas-ADN, asi como efectos
mutagénicos y genotdxicos. Concluyeron que en ensayos con roedores se ha demostrado que varios AP son
cancerigenos a dosis experimentales elevadas.

52. En 2007 el BfR reevalud el principio de tolerancia cero de la UE para determinados compuestos y
clases de compuestos en alimentos y piensos. Con respecto a la presencia de compuestos genotoxicos como
ingredientes naturales de alimentos tradicionales en general, el BfR recomendoé realizar una evaluacion de
riesgos caso por caso que pueda conducir a una recomendacion de ingesta reducida de productos alimenticios
especiales. Con respecto a la posible adicion de ingredientes botanicos genotoxicos aislados al alimento o
con respecto a contaminantes genotoxicos de origen vegetal, refiriéndose especificamente a la contaminacion
de la ensalada por partes de Senecio vulgaris que contienen explicitamente AP, generalmente recomienda
aplicarles una tolerancia cero (BfR, 2007).
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53. En base a un estudio de NTP de riddelliina administrada oralmente a ratas, el Instituto Nacional de
Salud Publica y Medio Ambiente de los Paises Bajos (RIVM) calcul6 una dosis virtualmente segura (DVS)
de 0,00043 ng/kg de pc/dia, que conduce a un riesgo incrementado de que como mucho una persona entre un
millon desarrolle cancer (RIVM, 2005). Esta DVS esta basada en la dosis mas baja que da lugar al desarrollo
de un tumor en el estudio de NTP, que fue 1 mg/kg/dia (Chan et al., 2003).

54. El Comité sobre Carcinogenia de las Sustancias Quimicas en los Alimentos, Productos para
Consumidores y Medio Ambiente (COC) del Reino Unido examino en 2008 la mutagenicidad y carcinogenia
de 7 AP y 2 metabolitos propuestos. EIl COC concluy6 que la riddelliina era genotoxica y cancerigena, y que
seria prudente suponer que al menos parte del efecto cancerigeno se producia a través de un mecanismo
genotoxico. Del mismo modo concluyd que la lasiocarpina era posiblemente un carcinégeno genotdxico y
que se disponia de suficientes datos para concluir que la monocrotalina es cancerigena. Habia evidencia
limitada de la carcinogenia de la clivorina, petasitenina y simfitina mientras que la evidencia de la
carcinogenia de la senquirquina era insuficiente. Se ha realizado un nimero limitado de estudios utilizando
vias de administracion no orales sobre los dos metabolitos, dehidroretronecina y dehidroheliotridina.
Globalmente no indicaron actividad cancerigena de los metabolitos (COB, 2008, citado por COT, 2008). El
Comité decidi6 ademas que un enfoque de "grupo de evaluacion acumulativa", que se describe en el
dictamen del Panel Cientifico de EFSA sobre metodologias para la evaluacion de riesgos acumulativos y
sinérgicos de los plaguicidas, podria ser apropiado para los alcaloides de pirrolizidina dada la evidencia de
un modelo comun de tumor para varios de estos compuestos (COC, 2008).

55. En su Declaracion sobre Alcaloides de Pirrolizidina en los Alimentos en 2008 el Comité sobre
Toxicidad (COT) del Reino Unido ratificoé la recomendacion del COC de evaluar todos los AP como un
grupo de evaluacion acumulativa utilizando el BMDL10 con un margen de exposicion (MOE) adecuado,
reconociendo la naturaleza preventiva de este enfoque. Un BMDL10 de 0,073 mg/kg de pc/dia se derivo de
un estudio de 2 afios sobre la carcinogenecidad de la lasiocarpina y deberia utilizarse para apreciar la
exposicion a todo AP. Permitiendo un MOE de al menos 10 000 indicé que no era probable que dosis de AP
hasta 0,007 pg/kg de pc/dia fueran preocupantes en cuanto a riesgo de cancer. Tampoco cabria esperar que
esas dosis dieran lugar a efectos no cancerigenos (COT, 2008).

56. A continuacion se presenta en el Cuadro 3 una lista de los valores de referencia identificados para
puntos de valoracion cancerigenos.

Cuadro 3: valores de referencia identificados de puntos de valoracion cancerigenos de 6érganos de
evaluacién de riesgos

Limite de referencia basado en la salud | Valor HBGL Referencia
(HBGL) (ug/kg pc/dia)
Riddelliina DVS 0,00043 RIVM, 2005
Total AP "no es probable que sea preocupante en | 0,007 COT, 2008
cuanto a riesgo de cancer"

Mecanismo de carcinogenia

57. Hace tiempo que se sabe que los AP son cancerigenos para animales (OMS, 1988). Los alcaloides
matriz son no reactivos quimicamente, pero tras la ingesta los AP sufren metabolismo hepatico dando lugar a
metabolitos (geno)toxicos. El paso critico para la toxicidad es la formacion de los derivados pirrdlicos
bifuncionales reactivos, 6,7-dihidro-7-hidroxi-1-hidroximetil-SH-pirrolizidina (DHP). La DHP reacciona con
proteinas celulares y ADN para formar aductos de ADN, enlaces cruzados de ADN y enlaces cruzados
proteinicos de ADN. Esto ha sido bien demostrado en las ultimas décadas (OMS, 1988, ANZFA, 2001).
Ademas Yang et al. (2001) confirmaron que la riddelliina produce tumores de higado transmitidos por
formacion de aductos de ADN derivados de DHP. Es decir, la riddelliina se metaboliza por microsomas del
higado de ratas macho y hembra (méas en las ratas macho que en las ratas hembra, metabolismo
especificamente por CYP3A4 que se encuentra tanto en ratas como en el ser humano) para formar DHP, que,
debido a su fuerte capacidad de union al ADN, da lugar a un conjunto de ocho aductos de ADN derivados de
DHP, produciendo el dafio en el ADN. Asimismo obtuvieron una clara relacion dosis-respuesta entre la dosis
y el nivel total de aductos de ADN. En 2005 Wang et al. (2005b) subrayaron que los NOAP podian ser
genotoxicos debido a la formacion de aductos de ADN-DHP a través de conversion reductiva del compuesto
parental.
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Estudios recientes sobre genotoxicidad o carcinogenia

Potencia genotoxica relativa

58. Los mismos aductos de ADN derivados de la DHP inducidos por riddelliina se formaron por
activacion metabolica de lasiocarpina, heliotrina, retronecina, N-6xido de retronecina, N-6xido de retrorsina,
N-oxido de riddelliina, monocrotalina y N-6xido de monocrotalina encontrados in vitro e in vivo por Xia et
al. (20006), Xia et al. (2008), Yan et al. (2008) y Wang et al. (2005a, 2005b), pero en menor medida que
riddelliina. De estos cuatro estudios se puede deducir el siguiente orden de potencia para la formaciéon de
aductos de ADN: riddelliina ~ lasiocarpina > retrorsina > monocrotalina =~ N-6xido de retrorsina > N-6xido
de riddelliina > heliotrina ~ retronecina > N-6xido de retronecina. En el ANEXO II se dan detalles de estos
estudios.

Potencia genotdxica relativa de materiales vegetales

59. Se ha comprobado que el extracto de raiz de consuelda (comtn) (Symphytum officinale) presenta un
potencial mutagénico comparable a la riddelliina en el higado de ratas in vivo tal como sefialaron Mei et al.
(2005), Mei et al. (2006) y Guo et al. (2007). Ambos muestran un espectro mutacional similar con
transversion G:C-> T:A como mutacion predominante. Chou y Fu (2006) investigaron la formacion in vivo
de aductos de ADN derivados de la DHP de consuelda (Symphytum officinale), gordolobo (Tussilago farfara
L.) y flor de tusilago (Flos farfara) en el higado afiadiéndolos a compuestos diferentes de AP que pudieran
estar implicados.

Carcinogenia en el ser humano

60. Tal como indican las declaraciones de los 6rganos de evaluacion de riesgos, no se ha demostrado
todavia de forma inequivoca que los AP sean cancerigenos en el ser humano. No obstante, en 1988 el IPCS
sefald que esto debia examinarse muy a fondo. A continuaciéon se resumen estudios recientes que
proporcionan indicaciones sobre la posible carcinogenia en el ser humano.

61. En 2003 Xia et al. informaron que la riddelliina puede ser metabolizada por microsomas de higado
humano para formar DHP y N-6xido de riddelliina. Este estudio demostrd también que cuando la enzima
humana CYP3A4 es inhibida por el inhibidor CYP troleandomicina (TAO), la formacion de DHP y N-6xido
de riddelliina se reducia considerablemente. Ademas, los parametros cinéticos V.x y K,y del metabolismo
microsomal del higado humano eran comparables a los del metabolismo microsomal del higado en ratas. Los
autores concluyeron que esto indica que en la formaciéon de DHP en el ser humano interviene la misma
enzima metabolica del higado que en las ratas, lo cual podria ser una indicacién de que pueden producirse
procesos cancerigenos similares.

62. Accion enzimatica similar se vio también en los estudios de Wang et al. (2005b) y Xia et al. (2006)
con retrorsina, N-o0xido de retrorsina, N-6xido de riddelliina, N-6xido de monocrotalina y lasiocarpina. En
dichos estudios los inhibidores humanos CYP3A ketoconazol y TAO inhibieron significativamente la
formacion de DHP, mientras que Xia et al. mostraron también que el inductor CYP3A dexametasona
produjo un incremento en la formaciéon de DHP.

Inmunotoxicidad

63. La dehidroheliotridina (DHH), un metabolito pirrdlico, tiene una importante actividad
inmunodepresora en la respuesta primaria de ratones jovenes, cuando se inyecta ip poco antes del estimulo
antigénico (Percy y Pierce, 1971, citado por la OMS, 1988). La respuesta secundaria a estimulos
antigénicos, segin medida por la reduccion del nimero de células especificas del bazo sintetizadoras de
anticuerpos 7S y 198, fue suprimida cuando se administré DHH en el momento de estimulo secundario, pero
no cuando se administré 24 6 36 h. después del estimulo antigénico. Se sugirié que la dehidroheliotridina
destruye o desactiva selectivamente las células que participan en las fases iniciales de reconocimiento y
procesado de antigenos.

64. Recientemente Hueza et al. (2009) investigaron la inmunotoxicidad de la monocrotalina. A las ratas
que se les administro 3,0 mg/kg de pc de monocrotalina mostraron disminuciéon de la celularidad de la
médula dsea, pero no afectd a ninglin pardmetro mas, como indices esplénico y timico. Ademas, se midid
una reduccién en la produccion de 6xido nitrico (NO) por macréfagos (tras 1,0 mg/kg, 3,0 mg/kg y 5,0
mg/kg de pc de monocrotalina) que segiin los autores podria ser un factor esencial subyacente al riesgo
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incrementado de hipertension pulmonar y respuestas inflamatorias anomalas. Si bien sefialan que se
necesitan mas estudios para aclararlo.

Toxicidad reproductiva

65. En 1988 el IPCS concluy6 que se habia demostrado la capacidad de los AP para cruzar la barrera
placentaria en las ratas e inducir parto prematuro o muerte de las camadas. Concluy6 que el embrion en el
utero parecia mas resistente a los efectos toxicos de los alcaloides de pirrolizidina que el neonato y que se
sabia que los AP habian pasado a través de la leche materna a los animales lactantes. El IPCS desconocia los
datos sobre los efectos teratogénicos/fetotoxicos de los AP en el ser humano y por tanto no pudo evaluar el
potencial de esos efectos en la exposicion a AP (OMS, 1988).

66. El COT (2008) sefial6 en base a informacion proporcionada al Comité por dos centros pediatricos
para el higado que en el Reino Unido la enfermedad veno-oclusiva pediatrica es extrafia y que los casos eran
casi siempre atribuibles a otras causas, y por tanto no era probable que estuvieran relacionados con la
exposicion a los AP.

67. En la seccion siguiente "informes de casos recientes en el ser humano" se describe un caso
humano (Rasenack et al., 2003) que indica efectos de los AP en el feto.

Informes de casos recientes

68. En este apartado se resumen informes de casos que no se han incluido en evaluaciones anteriores de
riesgos. Los informes de casos de intoxicaciones de animales sefialan fuentes posibles de contaminacion por
AP y posibles especies de ganado que podrian ser pertinentes para el consumo humano de productos de
origen animal contaminados.

Animales - ganado

69. En 12 granjas de avestruces del distrito agricola de Pomona, 35 km al norte de Harare (Zimbabwe),
se comunico el envenenamiento de avestruces (Cooper, 2007). Entre otras plantas toxicas, parte del
envenenamiento fue producido por la ingestion de senecio de Rhodesia (Senecio sceleratus) que dio lugar a
hemorragias cutaneas y sangrado en las membranas mucosas de la traquea, el pericardio, diafragma y
membrana interperitoneal. Ademas, el higado estaba agrandado, blando e ictérico, y los pulmones y
cavidades toracicas y abdominales estaban llenas de un fluido claro.

70. En Inglaterra cuatro de trece caballos con acceso al mismo lote de heno mostraron sintomas de
diarrea tras comer heno durante seis meses en 2007. Analisis de sangre mostraron que la actividad
enzimatica en el higado de estos caballos habia aumentado. Dado que los problemas de higado estan
asociados con el envenenamiento por AP, se examinoé el contenido de AP de muestras del lote de heno y se
compararon con muestras de heno de una granja de control. Mientras en las muestras de control no se
detectaron AP, las concentraciones aproximadas de AP medidas en las muestras de heno alcanzaron hasta 10
mg/kg (Crews y Andersen, 2009).

71. En Sierra Norte, Sevilla (Espaiia), fallecieron diez toros de un afio de una manada de 700 animales
(Moyano et al. 2006). Todos los animales habian pastado en la misma dehesa que contiene grandes
cantidades de viborera (Echium vulgare 80%) y senecio comun (Senecio vulgaris 15%), y fueron
alimentados también con un ligero suplemento de heno de alfalfa. El agua potable procedia de riachuelos que
discurrian por la granja. Los sintomas, datos bioquimicos y lesiones observados encontrados eran similares a
los encontrados por otros autores en casos de envenenamiento bovino por AP, si bien en Espafia no se
dispone de mucha informacion sobre envenenamiento espontaneo bovino por Echium spp. o Senecio spp.

72. En junio de 2006 se presentd al Colegio de Veterinarios de Ontario un toro cruzado rojo de 5 afos
que suftria letargo 4 semanas (Walsh y Dingwell, 2007). Tras someterlo a reconocimiento fisico, en el que,
entre otras cosas, se sefiald hinchazéon abdominal ventral, el diagnodstico incluia peritonitis, efusion
pericardial, parasitismo gastrointestinal e infeccion con virus de la diarrea viral bovina. Dos dias después se
encontré6 muerta en la misma granja una vaca cruzada de cara bicolor amarilla. La vaca no tenia historial
previo de enfermedad, pero el propietario inform6 que parecia tener un letargo y depresion similares a los del
toro. En base a examen post mortem, el diagndstico fue envenenamiento por algas verde-azuladas y se
enviaron muestras de varios 6rganos para examen histopatoldgico. Una segunda vaca fallecio 4 dias después
y se envié para examen, pero no pudo ser diagnosticada. Entre tanto, los resultados del examen
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histopatoldgico revelaron que la primera vaca habia fallecido por hepatotoxicidad téxica lo cual coincidia
con alcaloidosis pirrolizidinica. La dehesa en la granja en que pastaba la manada result6 contener hierba de
Santiago o senecio comun (Jacobaea vulgaris, anteriormente conocida como Senecio jacobaea) en
prefloracion. La planta estaba extendida en las zonas bajas del pasto a una densidad aproximada de 3 a 5
plantas/m®. El toro fue sacrificado y el examen post mortem mostrd en ambos animales y en otro animal que
también fallecio, hepatopatia y lesiones graves coincidentes con la toxicidad de los AP.

73. A principios de 2010 se produjo la muerte de 35 caballos en el centro-oeste de Queensland
(Australia) (Williamson, 2010). En estos casos la necrosis hepatica estaba acompanada de una respuesta
inflamatoria predominantemente neutrofilica, megalocitosis hepatica y regeneracion nodular en algunas
zonas del higado. Esto junto con elevada bilirrubina y enzimas de higado concordaba con la ingesta de
alcaloides de pirrolizidina. Se halla en curso una investigacion de las plantas responsables.

Ser humano

74. Desde 1974 se han comunicado varios brotes de enfermedad veno-oclusiva (VOD) en Afganistan,
con el ultimo en febrero de 2008 en el distrito de Gulran de la provincia de Herat en Afganistan Occidental
(Kakar et al. 2010). El consumo de pan elaborado con trigo contaminado con semillas de una hierba local
denominada charmac (Heliotropium popovii) parece estar muy asociado con los brotes. En el brote de 2008
se detectd heliotrina, lasiocarpina y N-6xido de heliotrina en todas las muestras de harina, encontrando
niveles mas altos de heliotrina en muestras de las casas de los casos comparados con los de casas sin ningun
caso. Una probable fuente secundaria, si bien menor, fue el qurut (un producto del suero de la leche de
cabras que al pastar ingieren plantas que contienen AP). En el qurut se encontré también heliotrina,
lasiocarpina y N-6xido de heliotrina pero en una proporcion inversa. También se encontrd tricodesmina, si
bien no presente en las muestras de charmac. También se investigaron muestras de agua pero su contenido
de AP fue cero.

75. En China dos personas fueron hospitalizadas tras uso prolongado de decocciones orales de Gynura
segetum (el nombre comun se desconoce, 3 g/dia) como medicina tradicional (Dai et al. 2006).
Reconocimientos fisicos revelaron en ambos casos ascitis y hepatomegalia. En base a biopsia hepatica que
reveld espesamiento de las paredes venulares hepaticas, dilacion de sinusoides y necrosis de hepatocitos, se
pudo establecer el diagnostico de enfermedad veno-oclusiva (VOD).

76. En enero de 2006 una mujer de 62 afios fue ingresada en un hospital en Hangzhou (China) (Dai et al.
(2007). Presentaba distension abdominal después de comer, hepatomegalia y ascitis. En base a resultados
clinicos e histoldgicos, se diagnostic6 HVOD. Resulté que antes de ser ingresada la mujer habia ingerido
durante 3 meses raiz de gynura a dosis de aproximadamente 2 g/dia. Cada dia colocaba 3 rodajas de raiz de
gynura a remojo en vino de arroz y después lo cocia al vapor. Seguidamente se comia la raiz y se bebia el
vino. La raiz se identifico como Gynura segetum (nombre comun se desconoce), y en esa especie se
identificaron senecifilina y AP afines (Qi et al., 2009a y 2009b).

77. Trece casos con HVOD producidos por medicina tradicional china fueron analizados
retrospectivamente y el analisis reveld que 11 de los 13 casos habian sido provocados por raiz de gynura, a
dosis entre 150 gy 1 800 g entre 10 dias y 4 meses (Wang et al., 2008, del resumen). Uno de los 13 casos fue
producido por Qian li guang (Senecio scandens), una hierba china, y otro por tea-thirsty (no esta claro a qué
especie se refiere). Los principales sintomas eran distension y dolor abdominales, ascitis, hepatomegalia e
ictericia. La funcion del higado resultd anormal y GGT y ALP habian aumentado. De todos los casos, 2
pacientes mejoraron después del tratamiento médico, 2 recibieron un trasplante de higado y 5 fallecieron.

78. En noviembre de 2006 una mujer de 66 afos con hipertension arterial conocida, diabetes no
dependiente de insulina, adiposidad moderada y débil insuficiencia renal fue ingresada en un hospital en
Suiza debido a disnea progresiva (Gyorik y Stricker, 2009). Al ser reconocida se vio que presentaba
taquidisnea y el andlisis de gases en sangre mostré grave insuficiencia respiratoria parcial. Ecocardiografia
revel6 que sufria una hipertension pulmonar moderada. Pese a amplias investigaciones, no pudo encontrarse
ninguna explicacion para la HP. Posteriormente, cuando se pregunt6 a la mujer especificamente sobre el uso
de medicinas alternativas, comunicé que durante los meses anteriores a su hospitalizacion habia utilizado una
mezcla de varias hierbas para hacer té de la que habia bebido entre un litro y litro y medio al dia. Esas
hierbas fueron comprobadas en cuanto a su relacion con HP y consuelda (Symphytum officinale) y pese a que
no se ha demostrado, los autores creen que la HP fue posiblemente producida por el uso prolongado de
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grandes cantidades de remedios de hierbas hervidas que contienen consuelda. No obstante, la mujer se negod
a dejar de utilizar las hierbas como ingrediente para el t¢ y en marzo de 2008 fue hospitalizada de nuevo con
grave insuficiencia cardiaca derecha. Tras ser sometida a tratamiento, se le pudo dar de alta.

79. Cien kilometros al suroeste de Johannesburgo, unos gemelos de un mes fueron ingresados en el
hospital con un historial de tres semanas de heces sin color, orina oscura y distension abdominal gradual
(Conradie et al. 2005). A ambos gemelos se les habia administrado medicina tradicional. Ultrasonografia
mostrd ascitis grave y cambios de grasa en el higado. Biopsia de higado confirmé VOD. Ambos gemelos
fueron tratados y dados de alta. Otro par de gemelos de un mes fue ingresado en el hospital en
Johannesburgo con ictericia después de administrarles un remedio tradicional 48 horas antes. Uno de los
gemelos fallecio en el plazo de 24 horas debido a problemas respiratorios. Una semana después, el gemelo
sobreviviente mostro distension abdominal con esplenomegalia pero no hepatomegalia. Seguidamente este
nifio fallecio, tras lo cual una autopsia confirmé que era un caso de VOD con necrosis secundaria.

80. En ambos casos, los padres proporcionaron muestras de las medicinas tradicionales utilizadas que
fueron analizadas por GC/MS. Esto reveld que ambas suspensiones de los remedios de hierbas tenian
retrorsina, con niveles mucho mas bajos en la muestra del caso mortal que en el del caso superviviente. Pese
a que estos resultados parecen contradictorios, indicaron que al gemelo que fallecié podian haberle
administrado dosis mas altas o mas frecuentes. No se examin6é ningun fluido ni 6rgano por no tener
consentimiento.

81. Existe un informe de un caso de una incidencia de VOD en un feto humano producido por ingesta de
AP por la madre. Un neonato prematuro que presentaba sintomas de hepatomegalia y ascitis nacid por
cesarea debido a riesgo de asfixia fetal y fallecido poco después. Examen post mortem reveld enfermedad
veno-oclusiva tipica de envenenamiento por alcaloides de pirrolizidina. El contenido de alcaloides de
pirrolizidina en el higado fue confirmado. Analisis de una mezcla de hierbas que la familia utilizaba para
cocinar reveld elevadas cantidades de los alcaloides respectivos aclarando la fuente del veneno y la relacion
causal. Los autores estimaron una ingesta diaria media entre 20 ug y 30 ug de AP (Rasenack et al., 2003).

82. Una mujer de 55 afios padecia respiracion entrecortada y tos improductiva (De et al., 2005). Biopsia
pulmonar revelo una reaccion pulmonar granulomatosa compatible con la inhalaciéon de materias extrafias.
Aproximadamente un aflo antes de presentar los sintomas, habia retirado hierba cana negra humeda (no esta
claro a qué especie se hace referencia) en haces para proteger a sus caballos y fue expuesta al polen
maloliente podrido de la misma. En unos dias desarrollé una tos seca, que posteriormente se convirtio en
respiracion entrecortada al esforzarse. Segln los autores, este es el primer caso sefialado que se sospecha que
la hierba cana (no esta claro a qué especie se hace referencia) afecta a los pulmones humanos. Se desconoce
si se han investigado otras causas posibles.

METODOS DE TOMA DE MUESTRAS Y DE ANALISIS
Toma de muestras

83. La distribucion de la concentracion de AP en los alimentos y piensos es un factor importante a
considerar al tomar muestras para analizarlas. Si bien en la UE existen limites oficiales para impurezas
boténicas en el pienso (que varian entre 0,01 % y 0,3 % para semillas de malas hierbas y frutos no molidos ni
triturados que contengan alcaloides, Directiva 2002/32/CE), no se mencionan especificamente
procedimientos de toma de muestras efectivos ni se ofrece orientacion al respecto (UE, 2010). En general,
cuanto mayor sea el tamafio de la muestra, mejor sera su representatividad. En la toma de muestras de fluidos
(véase a continuacion) la posible heterogeneidad parece menos un problema.

Analisis

84. Roeder (1999), la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2007) y recientemente
Crews et al. (2010) han examinado métodos de analisis de los AP en los alimentos y piensos, y fluidos
biologicos (leche, plasma sanguineo, bilis, orina). La EFSA (2007) sefiala que pueden utilizarse varias
técnicas analiticas, en particular métodos cromatograficos junto con espectrometria de masas, para detectar
AP en las plantas o productos derivados de las plantas. No obstante, ninguno de esos métodos ha sido
validado para el analisis de muestras (mezcladas) de alimentos y piensos. La EFSA (2007) sefiala también la

investigacion en curso sobre el uso de las técnicas ELISA. No existen métodos oficiales para la deteccion o
determinacion de AP en los alimentos y piensos, y aparentemente no hay un analisis sistematico de AP en los
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cereales que entran en el suministro de alimentos (Autoridad Alimentaria de Australia y Nueva Zelandia,
2001, citado por la FAO, 2001). En la Especificacion ISO para el Trigo (ISO, 2000, citado por la FAO,
2010) se da un método para la determinacion de semillas toxicas en muestras de trigo para el consumo
humano. Than et al. proporcionan un 1til examen de métodos de cribado y desarrollo de ensayos de
confirmacion para toxinas asociadas a las plantas en los piensos (K.A. Than, 2005, citado por la FAO, 2010).

85. Un aspecto esencial en la evaluacion cuantitativa de la contaminacion por AP es la limitada
disponibilidad de estandares analiticos de los AP y NOAP (Raezke et al. 2010, Kempf et al., 2011). Los
resultados de la mayoria de los métodos mencionados a continuacion corresponden a la suma de los
resultados de compuestos individuales. Debido a la falta de estandares, el contenido total de AP se puede
subestimar. Recientemente Kempf et al. (2008) presentaron la determinacion de AP del tipo retronecina
como un parametro suma (reducido a su estructura esencial comtn). Zhang et al. (2007) describieron un
enfoque similar. No obstante, estos métodos no incluyen bases otonecinas.

Método para la extraccion de AP

86. Para el analisis de AP en (partes de) plantas y productos de hierbas, el material de la planta se suele
secar al aire o congelarse, molerse y homogeneizarse. Los AP son compuestos relativamente polares con una
naturaleza bésica. En el pasado se ha utilizado con frecuencia extraccion Soxhlet, pero requiere tiempos de
extraccion relativamente largos y puede dar lugar a descomposicion parcial de los NOAP (Hartmann y
Toppel, 1987, Hosch et al., 1996). Cuando el material se extrae con disolventes organicos polares, como
metanol, o con soluciones acuosas acidicas o mezclas de las mismas, se obtienen buenas recuperaciones de
extraccion de aminas terciarias de AP y NOAP (Crews et al., 2010). En el ANEXO III se presenta una
relacion general de los métodos de extraccion utilizados para AP de distintas plantas y alimentos.

Métodos de limpieza del extracto

87. Antes de poder analizar el contenido de AP del extracto de muestra generalmente se necesita una
fase de limpieza y/o concentracion. Extraccion liquido/liquido (LLE) y extraccion en fase solida (SPE) son
las técnicas mas comunmente aplicadas (Crews et al., 2010). SPE suele utilizarse en la preparacion de
muestras de miel. Las columnas de intercambio cationico fuerte (SCX) se utilizan mas a menudo para captar
aminas terciarias de AP y sus N-6xidos. En el ANEXO IV se presenta una relacion general de los métodos
de limpieza utilizados.

Métodos de separacion v deteccion

Cromatografia en capa fina

88. La cromatografia en capa fina (TLC) en adsorbentes de silice y aluminio se utiliza para analisis
cualitativo (Molyneux y Roitman, 1980; Roeder 1999, Crews et al. 2010). El reactivo de Erlich suele
utilizarse para visualizar los AP (Mattocks, 1967). Es dificil encontrar datos especificos sobre limites de
deteccion (LOD) pero probablemente son superiores a 1 pg/g.

Cromatografia de gases

89. La cromatografia de gases (GC) en combinacion con deteccion de ionizacién de llama (FID),
deteccion de fosforo-nitrogeno (NPD) y espectrometria de masas (MS) son métodos analiticos utilizados con
frecuencia (Roeder, 1999; Crews et al., 2010). Ventajas de la separacion por GC son la alta resolucion de las
columnas de GC y la disponibilidad de indices de retencion y espectros de masas por impacto de electrones
para un gran conjunto de AP (Witte et al., 1993). Una limitacion importante es que los NOAP son
compuestos demasiado polares e inestables térmicamente para ser analizados por técnicas de GC. Por tanto
los NOAP solamente pueden analizarse de forma indirecta mediante reduccion de las aminas terciarias
correspondientes. Los limites de deteccion son del orden de 10 ng/g y 100 ng/g. En el ANEXO V se presenta
una relacion general de los métodos de GC utilizados.

Cromatografia liquida

90. La cromatografia liquida (LC) en combinacioén con deteccion UV es en cierta forma dificultada por
la ausencia de cromoforos en la mayoria de los AP. Ello requiere deteccion a longitudes de onda bajas no
especificas (Crews et al., 2010). Zhang et al (2007) y Xiong et al (2009) han efectuado derivatizacion
precolumna de los AP para mejorar las caracteristicas UV y limites mas bajos de deteccion. La ventaja del
método de Zhang et al. (2007) es que proporciona analisis cuantitativo del total de AP de retronecina como
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un derivado comun producido a partir de todos los RET-AP diferentes. Este método se puede utilizar tanto
en combinaciéon con HPLC-UV como con LC-MS.

91. Una importante ventaja de la LC en comparacion con la GC es que las bases terciarias y N-oxidos se
pueden analizar de forma simultanea (Hosch et al., 1996; Brown et al., 1994). De los numerosos mono y
diéster AP, se han identificado varios enantiomeros y diastereoisomeros. Pawar et al. (2010) indicaron una
separacion de los enantidmeros licopsamina e intermedina por HPLC quiral. Se comunicaron limites de
deteccion (LOD) en extractos superiores a 100 ng/mL.

Cromatografia liquida - espectrometria de masas

92. La LC en combinacion con espectrometria de masas ofrece muchas posibilidades para la separacion
y deteccidn, y en nuestros dias es la técnica mas utilizada. Los espectrometros de masas mas utilizados
normalmente son los de triple quadrupolo (LC-MS/MS) y el tipo trampa ionica (IT) (Crews et al., 2010). Las
aplicaciones de MS tiempo de vuelo (ToF) son todavia relativamente escasas (Crews et al. 2009, 2010). La
mayoria de los investigadores utiliza ionizacidon por electrospray (ESI) positiva para generar iones para
deteccion espectrométrica de masas. La separacion de AP y NOAP se obtiene bajo condiciones
cromatograficas en fase reversa (RP). Los LOD varian con la matriz y la aplicacion. Los LOD varian
normalmente de niveles (sub) ng/mL para deteccion en la leche y la miel hasta varios 100 ng/g en material
vegetal. En el ANEXO V se presenta una relacion general de los métodos LC-MS y referencias.

Métodos de cribado rapido para AP

93. Se han publicado varios estudios que describen el desarrollo de ensayos por inmunoabsorcion ligada
a enzimas (ELISA) para la deteccion de uno o mas AP. Roseman et al. (1992) desarrollaron un competitivo
ensayo ELISA para retronecina (como ensayo de clase especifico para AP). El ensayo se utilizo6 para el
analisis de hidrolizados alcalinos de plantas que contienen AP. Roseman et al. (1996) desarrollaron también
un ensayo ELISA para retrorsina, que mostraba un LOD en el nivel sub-ng/pocillo para retrorsina y N-6xido
de retrorsina. Langer et al. (1996) desarrollaron un sensible ensayo ELISA competitivo para senecionina. El
ensayo mostraba reactividad cruzada para integerrimina y senecifilina. E1 LOD para senecionina fue 23
pg/pocillo (equivalente a 0,45 ng/ml en el extracto de la muestra diluida). Lee et al. (2001) desarrollaron dos
ensayos ELISA diferentes para riddelliina. El primero mostré reactividad cruzada con respecto a otros AP
del tipo senecionina, como senecionina, retrorsina, senecifilina con LOD del orden de 18 pg/pocillo - 110
pg/pocillo (0,36 ng/ml - 2,2 ng/ml). El segundo ensayo mostré una buena reactividad cruzada con respecto a
N-o6xido de riddelliina, senecifilina y N-o6xido de senecifilina, con LOD del orden de 30 pg/pocillo - 530
pg/pocillo (0,6 ng/ml - 10,6 ng/ml). El ensayo se utilizé para analizar la riddelliina en sangre de bovinos y
material vegetal. E1 LOD obtenido en el plasma para riddelliina fue 25 ng/ml. Los anticuerpos monoclonales
que aumentaron con respecto a retrorsina (Ziindorf et al., 1998) mostraron también buena sensibilidad con
respecto a un conjunto de AP tipo senecionina relacionados estructuralmente. Cavallaro et al. (2004)
desarrollaron un competitivo ensayo ELISA para heliotrina. El ensayo mostré buena reactividad cruzada
para lasiocarpina, europina, heleurina y, en menor media, N-6xido de heliotrina y N-6xido de lasiocarpina.
Los LOD fueron del orden de 8 pg/pocillo - 300 pg/pocillo. El ensayo se utilizo para analizar la presencia de
AP en heliotropo en muestras de trigo.

94. Una de las actividades actuales en el desarrollo de métodos para AP es el proyecto CONffIDENCE
financiado por la UE. Este gran proyecto de colaboracién en el ambito de la alimentacion, la agricultura y
biotecnologia del 7° programa marco de la CE, abarca el periodo 2008-2012, bajo la coordinacion de
RIKILT, Instituto de Seguridad Alimentaria, Wageningen (Paises Bajos). El proyecto se concentra en el
desarrollo de deteccion multi-clase, multi-analitos, rapida y sencilla, incluidos los AP. En el paquete de
trabajo 4a del proyecto (alcaloides) se estan desarrollando métodos de tira reactiva (dipstick) basados en
anticuerpos. Para los AP, actualmente se concentra en la deteccion de jacobina y licopsamina en la miel y los
piensos. Los anticuerpos también reaccionan cruzadamente con varios AP diferentes que, en principio,
pueden detectarse también. Se espera que los prototipos de tiras reactivas se sometan ampliamente a prueba
en 2011 y sean validados entre laboratorios en 2011 y 2012. El proyecto finalizara en el curso de 2012. Los
ensayos con tiras reactivas son particularmente ttiles para ensayos de campo. El limite de deteccion objetivo
es 50 pg/kg.
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PRESENCIA EN LOS ALIMENTOS Y PIENSOS

95. Se cree que los seres humanos son expuestos a los AP a través de productos vegetales
(principalmente productos de hierbas y cultivos contaminados), o productos de origen animal, como la miel,
la leche, los huevos y despojos (ANZFA, 2001). A continuacion se resumen niveles de AP y otra
informacion sobre la presencia, recopilados para evaluaciones de riesgos. En el ANEXO VI se dan detalles
de estudios recientes.

Plantas en general

96. En general se ha sefialado que el contenido de AP en las plantas varia entre 100 mg/kg y 40 000
mg/kg de peso seco, si bien el contenido mas alto sefialado es 180 000 mg/kg de peso seco en senecio de
Riddell (Senecio riddelli). La cantidad de AP en una planta depende de la temporada y la ubicacion. Ademas,
varias partes de las plantas tienen niveles diferentes de AP, estando la mayoria de ellos presentes como
NOAP (OMS, 1988, ANZFA, 2001). En el ANEXO I se presenta una lista de plantas con sus nombres
comunes que contienen AP, basada en referencias encontradas para este documento.

Alimentos
Cereales

97. Los productos de plantas que contienen AP, generalmente semillas, pueden contaminar los alimentos
basicos y pueden consumirse durante largos periodos de tiempo (OMS, 1988). El IPCS no presentd datos
cuantitativos.

98. La principal fuente de intoxicacion por AP en paises subdesarrollados son los cereales, debido a la
contaminacioén con semillas de plantas que producen AP, incluyendo, por ejemplo, hierba cana de hojas
estrechas (Senecio inaequidens), Senecio ilicifolius (nombre comtn se desconoce), charmac (Heliotropium
popovii), verrucaria (Heliotropium europaeum) y especies de cascabel (Crotalaria) (EFSA, 2007).

99. En varios paises se ha registrado contaminacion importante de los productos de cereales debido a la
contaminacion por semillas de hierbas que contienen AP que se cultivan en el cultivo, y a fragmentos de
polvo en las plantas de las mismas plantas. Los niveles de AP encontrados en varios productos de cereales en
Australia varian entre <50 pg/kg y >6 000 pg/kg, pero no se ha realizado ningun analisis sistematico de los
niveles en los cereales que entran en el suministro de alimentos. No se disponia de datos para indicar si en
cultivos de semillas oleaginosas se dan AP (ANZFA, 2001).

Estudios recientes

100. Durante un brote de VOD en Afganistan Occidental (2008), muestras de harina de trigo tomadas de
hogares utilizados como caso tenian niveles de AP de 0,16 mg/kg de heliotrina, 5,4 mg/kg de N-6xido de
heliotrina y 0,045 mg/kg de lasiocarpina. Los niveles de AP en muestras de hogares de control eran dos
veces mas bajos que los hogares no afectados (Kakar et al. 2010).

101.  En un estudio en Iran se determinaron cualitativa y cuantitativamente AP en muestras de trigo y
harina de fincas de la provincia de Mazandaran. Senecio comun (Senecio vulgaris) era abundante en esas
fincas y se determiné que era la fuente de los AP detectados en las muestras de trigo y harina (Azadbakht y
Talavaki, 2003).

Preparaciones de hierbas

102.  EIIPCS elaboré una relacion general de algunas plantas que contienen (o se sospecha que contienen)
AP, que la gente utiliza como medicinas de hierbas o alimentos, pero no dio informacion sobre el contenido
de AP (OMS, 1988).

103. La exposicion a AP puede deberse también al consumo intencionado de productos medicinales de
hierbas, suplementos alimentarios, tés de hierbas u hojas de plantas que contienen AP que se utilizan en
ensaladas o de otra forma. Ejemplos son especies del género Cynoglossum (cinoglosa (Cynoglossum
officinale)), Heliotropium (verrucaria (Heliotropium europaeum)), Symphytum (consuelda (Symphytum
officinale)), Senecio spp. (senecio dorénico (Senecio doronicum)), hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris),
senecio comun (Senecio vulgaris), Adenostyles spp. (Adenostyles alliariae (calabacera)), Petasites spp.
(mosto pestilente (Petasites hybridus)), ruibarbo de ciénaga (Petasites albus) y Crotalaria spp. (cascabelillo
(Crotalaria retusa)). La planta que mas ampliamente se ha utilizado como agente terapéutico es consuelda.
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No obstante, al examinar su hepatotoxicidad, el uso de consuelda en aplicaciones médicas se ha restringido
en la mayoria de los paises y solamente esta permitido para preparaciones cutaneas locales. (EFSA, 2007).

Ensalada

104. En Alemania se encontrd senecio comun (Senecio vulgaris) como contaminante de una mezcla para
ensalada. El BfR realizé su evaluacion de riesgos utilizando la cantidad detectada de 1,7 % de senecio comtin
en la mezcla para ensalada y un estudio en que se determinaron niveles de AP en los capitulos de senecio
comun. En base a la medicion de los niveles de AP en capitulos de 630 pug de AP/g a 1 000 pg de AP/g de
peso humedo, se calculd que la ensalada contenia entre 10,7 ug de AP/gy 17 ug de AP/g. La incertidumbre
estaba relacionada con el material vegetal, distinto a los capitulos, presente en la ensalada (BfR, 2007a).

Leche

105. Solamente se dispone de concentraciones de AP en la leche de experimentos de transferencia. La
leche de vaca tenia niveles de AP que varian entre 0,47 mg/L y 0,84 mg/L. cuando las vacas son expuestas a
hierba de Santiago (Jacobea vulgaris) con un contenido de AP de 0,16 % (peso seco) a un porcentaje de
dosis de 10 g/kg de peso corporal al dia durante 125 dias (Dickinson et al., 1976, citado por EFSA, 2007). La
leche de cabras con el mismo régimen de dosificacion tenia concentraciones medias de AP (total de AP no
especificado) de 381 pg/L (225 pg/L - 530 pg/L, Dickinson, 1980, citado por la OMS, 1988). En otro
experimento, la leche de cabra contenia una concentracién media de 7,5 ng de AP/g de peso seco durante la
exposicion de las cabras a una dieta que contiene 25 % (aproximadamente 123 g/dia por cabra) de hierba de
Santiago desecada. El contenido de sustancia seca de la leche era de 12 %, dando lugar a un contenido medio
de AP de 62,5 pg/kg de leche (Goeger et al., 1982, citado por la OMS, 1988). No obstante, este estudio no
menciona ninguna correccion del porcentaje de recuperacion normalmente bajo de aproximadamente el 20 %
de AP en la leche (EFSA, 2007).

Huevos

106. En huevos australianos se encontraron niveles de AP del orden de 5 pg/kg y 168 pg/kg debido a
pienso contaminado (Edgar y Smith, 2000; ANZFA, 2001).

Carne

107.  En la carne no se encontraron datos de presencia de AP y sélo se encontraron datos de experimentos
de transferencia (véase el parrafo 8.2).

108. No es probable que en la carne (tejido muscular) sean detectables niveles importantes de AP no
ligados libres, si bien es posible que haya presentes aductos de proteinas de AP. El metabolismo de los AP se
produce en gran medida en el higado, por tanto este 6rgano podria contener niveles importantes de aductos
de AP frente a proteinas y ADN. No se sabe si esos aductos pueden plantear un riesgo toxicoldgico para el
consumidor y si pueden ser liberados bajo condiciones fisiologicas o en el conducto intestinal. Se ha descrito
un método analitico para la deteccion de aductos de AP en la sangre y el tejido del higado (Mattocks y Jukes,
1990, 1992; Stegelmeier et al., 1996), y se ha aplicado a estudios limitados de animales (véase la seccion
8.2).

Miel

109.  En los Estados Unidos de América, Deinzer et al. (1977) informaron de la presencia de todos los AP
que contiene la hierba de Santiago (Jacobea vulgaris) en la miel secretada por abejas que se alimentan de la
planta. El contenido total de alcaloides estaba entre 0,3 mg/kg y 3,9 mg/kg. Se ha estimado que una ingesta
media anual humana de miel (600 g) al nivel més alto de alcaloides citado podria contener menos de 3 mg de
AP (Mattocks, 1986). Culvenor et al. (1981) y Culvenor (1983, 1985) prestaron atencion al mismo peligro
potencial en la miel de buglosa/flor morada (Echium plantagenium), una hierba que crece ampliamente en el
Sur de Australia. El principal componente de los alcaloides de Echium spp. es equimidina, que esta presente
en concentraciones que alcanzan hasta 1 mg/kg. Culvenor (1983) estim6 que las personas podian consumir
hasta 80 g de miel al dia con una ingesta correspondiente de alcaloides de 80 pg/dia, si sélo se utilizaba miel
de Echium. No se dispone de informes de toxicidad aguda en seres humanos a través de esta fuente (OMS,
1988). Es posible que exista un nimero pertinente todavia desconocido de plantas que contengan AP que sea
de importancia para la contaminaciéon de la miel con AP.
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110. En la miel australiana se han registrado niveles de alcaloides que llegan hasta 1 mg/kg de colmenas
donde las abejas se alimentaban exclusivamente de Echium spp. (Culvenor, 1983, citado por ANZFA, 2001).
En 2004 FSANZ senalo que muestras de miel australiana tenian niveles que alcanzaban hasta 2 mg/kg de AP
si bien se sefialé que si se mezclaban se podia reducir sustancialmente este nivel. Los niveles mas altos se
encontraron en la miel de buglosa/flor morada (Echium plantagenium) (ANZFA, 2001).

111.  En un estudio en 1994 en el Reino Unido se tomaron muestras de miel de colmenas colocadas cerca
de hierba cana (no esta claro a qué especie se refiere), o de productores de granjas y pequefios detallistas
independientes. Ocho de 23 muestras de miel contenian polen de hierba cana y seis de ellas tenian niveles
detectables de AP. Las dos muestras de miel con los niveles mas altos eran muestras oscuras, cerosas, que se
consideran insipidas y no se utilizarian para mezclarlas con otras mieles. Excluyendo estas dos muestras, el
nivel mas alto detectado de AP fue 0,06 mg/kg si bien no se comunicé el método utilizado para este analisis.
Utilizando datos del consumo maximo de miel en cualquier momento de adultos (93 g), nifios (60 g) y
lactantes (32 g), los autores concluyeron que el consumo de AP de miel producida localmente no era motivo
de preocupacion (MAFF, 1995, citado por COT, 2008).

112.  Un examen de 2002 de los AP en la miel sefialdé que el nivel mas alto identificado de 3,9 mg de
AP/kg en la miel era de senecio comtin (Jacobaea vulgaris) (Edgar et al., 2002 citado por COT, 2008).

113. El estudio de Edgar et al. (2002) fue utilizado también por la EFSA (2007) para examinar las
concentraciones de AP encontradas en la miel. En la miel derivada de senecio comun (Jacobaea vulgaris)
principalmente se encontr6 hasta 3,9 pg/g de AP (no corregido en cuanto a eficiencia de extraccion, que se
estima que es 50 % a 70 %). El nivel mas alto registrado (no corregido) comunicado de AP en la miel
derivada de buglosa/flor morada (Echium plantagenium) fue de 0,95 pg/g. Ademas se comprobd que los
géneros que contienen plantas que producen AP representan una parte importante de todas las plantas
utilizadas en la produccion de miel. En Europa, la miel que procede de los siguientes géneros de plantas es
importante: Borago, Cynoglossum, Echium, Myosotis, Petasites, Senecio y Tussilago. En paises fuera de la
Comunidad Europea, las plantas de los géneros Ageratum, Chromolaena, Crotalaria, Eupatorium y
Heliotropium son también fuentes posibles de contaminacion de la miel.

114. La Autoridad para la Seguridad Alimentaria y Productos de los Consumidores de los Paises Bajos
(VWA) analiz6 el contenido de AP en muestras de miel de las cuales 171 muestras eran de detallistas
holandeses o de importacion y 8 de colmenas colocadas deliberadamente en zonas con alta presencia de
senecio comun (Jacobea vulgaris). De las muestras de detallistas, el 28% contenian AP a niveles entre 0,001
mg/kg y 0,365 mg/kg. Cuatro de las ocho muestras que no procedian de detallistas tenian niveles detectables
de AP siendo el nivel mas alto 0,010 mg/kg. Los recuentos de polen sefialaron que las abejas se habian
alimentado de muchas plantas diferentes y no sélo de hierba cana (VWA, 2007).

Estudios recientes

115. Muy recientemente Kempf et al. (2010a,b) examinaron los datos disponibles sobre presencia de AP
en la miel y productos de la miel. Se detectaron AP en 17 de 55 productos comerciales de polen que fueron
analizados por el método suma de parametros HRGC-ESI MS (LOQ 10 pg/kg de equivalentes de
retronecina, igual a aproximadamente 22 pg/kg de AP). Las concentraciones detectadas variaban entre 1,08
mg/kg y 16,35 mg/kg de equivalentes de retronecina (igual a aproximadamente 2,2 mg/kg y 35 mg/kg de
AP) (Kempf et al. 2010a). Kempf et al. (2008) analizaron 216 tipos de miel recogidos en Europa y de tiendas
en Internet mediante el método suma de parametros. En 19 muestras se detectaron AP en el margen de 19
ng/kg a 120 pg/kg de equivalentes de retronecina (igual a aproximadamente 40 pg/kg v 250 ug/kg de AP).
Un conjunto seleccionado de mieles de Echium y Eupatorium se analizd mediante el método suma de
parametros y con un método HPLC-ESI-MS/MS en que los AP individuales se cuantificaron (Kempf et al.
2011). Entre ambos métodos se hallé una buena correlacion.

116. Ademas, analisis comerciales en Alemania de 8 000 muestras de miel importada sin elaborar,
(Raezke, 2010, véase el ANEXO VI), revelaron que la equimidina, licopsamina y N-oxido de licopsamina
son los AP mas encontrados en la miel. La cantidad media de AP en las muestras de miel sin elaborar fue de
36 pg/kg, mientras el maximo encontrado fue 3,3 mg/kg. En 4 estudios diferentes de mieles de minoristas
alemanes la cantidad media de AP detectada variaba entre 9,1 pg/kg y 22,9 pg/kg, mientras el maximo
encontrado variaba entre 31 pg/kg y 150 pg/kg.



CX/CF 11/5/14 20

Piensos

117. El IPCS no presentd en su evaluacion ninguna informacion sobre niveles de AP en los piensos
(OMS, 1988).

118. En la evaluacion de la EFSA, los datos disponibles de especies de animales de granja no permitian
que se establecieran niveles de tolerancia para AP individuales en sustancias de piensos. El nivel de
exposicion exacto del ganado no pudo estimarse debido a la alta variabilidad en el contenido de alcaloides de
las plantas, asi como a la variabilidad en las dietas animales (EFSA, 2007).

Estudios recientes

119. Mulder et al., (2009) realizaron un estudio sobre la presencia de alcaloides de pirrolizidina en forraje
animal producido en los Paises Bajos, en el periodo 2006-2008. Las categorias de forraje sometidas a
muestreo fueron ensilado de hierba, heno, hierba secada (artificialmente) y alfalfa. En total se analiz6 el
contenido de AP de 147 muestras por LC-MS/MS. Se concentraron en AP tipicos de hierba de Santiago
(Jacobaea vulgaris), hierba cana de hojas estrechas (Senecio inaequidens) y senecio comun (Senecio
vulgaris). Para la alfalfa las cantidades detectadas de AP oscilaban entre inferiores al limite de deteccion (10
ug/kg) hasta 5 401 pg/kg. Las concentraciones medias oscilaban entre menos del limite de deteccion y 476
ug/kg. En la alfalfa se encontraron altas concentraciones de AP, con una media de 455 ng/kg, que es 30
veces 0 mas la concentracion media obtenida para el ensilado, hierba seca y heno.

120. Una comparacion con muestras de plantas de referencia reveld que en la mayoria de los casos las
muestras de forraje estaban contaminadas con senecio comun (Senecio vulgaris). S6lo en dos ocasiones se
obtuvieron pruebas de otras especies de hierba cana (Senecio spp.) presentes en el forraje. La muestra de
heno contaminada contenia AP que no pudo relacionarse directamente con una de las tres especies de hierba
cana incluidas en este estudio, pero parecia una especie de hierba cana afin. La muestra de hierba desecada
contaminada contenia mayoritariamente una mezcla de senecio comun junto con una cantidad mas pequefia
de hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris).

Andlisis de los datos de presencia

121.  Se hizo un primer analisis de las principales plantas y AP documentados en estudios, principalmente
en trabajos recientes, sobre la contaminacion por AP en los piensos y en las diferentes categorias de
alimentos. Los resultados se resumen a continuacion en el Cuadro 4. Cabe sefialar que este analisis tiene en
cuenta la disponibilidad limitada antes mencionada de estandares analiticos de referencia. Puede ser que
hubiera también otros AP importantes de los cuales no hubo estandares de referencia (o no se utilizaron).

Cuadro 4: Plantas y sus AP observados en diferentes productos de alimentos y piensos.

Alimentos/ Productos Género / | Principales AP Referencias (seleccion)
Piensos especies
vegetales
Alimentos (o | Remedios y tés | Symphytum Acetil-licopsamina Roeder, 1995
medicamentos | herbales Tussilago Acetil-intermedina Roeder, 2000
tradicionales) Senecio Sinfitina Coulombe, 2003
Crotalaria Equimidina Fuetal., 2007
Heliotropium Adonifolina Wiedenfeld and Edgar,
Monocrotalina 2010
Fulvina
Senecionina
Senkirkina
Heliotrina
Alimentos Trigo, cereales Heliotropium Heliotrina Stewart and Steenkamp,
Crotalaria Lasiocarpina 2001
Senecio Europina Coulombe, 2003
Monocrotalina Wiedenfeld and Edgar,
Tricodesmina 2010
Senecionina
Alimentos Hortalizas para Senecio vulgaris | Senecionina BfR, 2007
ensaladas Senecifilina
Retrorsina
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Alimentos Leche Senecio jacobaea | Jacolina Dickinson et al., 1976
Hoogenboom et al., 2011
Alimentos Huevos Senecio Senecionina Edgar and Smith, 2000
Heliotropium Heliotrina
Alimentos Miel Echium Acetil-licopsamina Edgar et al., 2002
Polen de abejas Cynoglossum Acetil-equimidina VWA, 2007
Borago Senecionina Kempfetal., 2008
Eupatorium Senecifilina Raezke et al., 2010a
Symphytum Retrorsina
Senecio
Piensos Paja, pastos, Senecio Senecionina EFSA, 2007
piensos Echium Senecifilina Mulder et al., 2009
compuestos Heliotropium Retrorsina Wiedenfeld and Edgar,
Crotalaria Jacobina 2010
Amsinckia Erucifolina Fletcher et al., 2011
Licopsamina
Equimidina
Heliotrina
Monocrotalina
Retusamina
Piensos Alfalfa Senecio vulgaris | Senecionina Mulder et al., 2009
Senecifilina
Retrorsina

122. La combinacion de los datos arriba presentados permite formular una lista de los AP mas detectados,
que figura a continuacién.” Cabe sefialar que los AP importantes varian de acuerdo al pais o region y al
predominio de plantas que contengan AP. Gran parte de los datos del cuadro anterior son de Eruopa, lo que
puede ser poco pertinente para otras regiones. Ademads, esta lista puede estar incompleta ya que otras
regiones importantes productoras de cereales y de carne no aportaron datos. También cabe sefalar que esta
lista s6lo se basa en la presencia y que no se tuvo en cuenta la toxicidad.

En alimentos: En piensos:
Acetilequimidina Equimidina
Acetil-licopsamina Erucifolina
Europina Heliotrina
Heliotrina Jacobina
Jacolina Licopsamina
Lasiocarpina Monocrotalina
Monocrotalina Retrorsina
Retrorsina Retusamina
Senecionina Senecionina
Senecifilina Senecifilina
Tricodesmina

CONTAMINACION DE LOS ALIMENTOS A TRAVES DE ANIMALES
Leche

123.  Casi todos los estudios de transmisién de AP desde los piensos a la leche son de hace mas de 20
anos. Las evaluaciones de los organos de estimacion de riesgos citan principalmente los estudios de

2 Si bien en este documento de debate se incluyen las hierbas medicinales con fines informativos, esas plantas se

consideran aplicaciones medicinales y, por lo tanto, quedan fuera del ambito de trabajo del Codex y los AP
correspondientes no figuran en la lista de los AP que se evaluaran.
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Schoental, 1959, Dickinson et al., 1976, Eastman et al., 1982, Goeger et al., 1982, Panter and James, 1990, y
Molyneux and James, 1990.

124.  El Programa internacional de seguridad de las sustancias quimicas (IPCS) concluy6 en 1988 que los
AP se transmiten de los piensos a la leche, a partir de estudios en ratas, cabras y vacas, y que por esta via
pueden causar dafios toxicos a la cria lactante. Sin embargo, establecieron que "el grupo de accién no contd
con informacién de casos de toxicidad aguda por consumo de lacteos contaminados" (WHO, 1988).

125. A partir de estudios de la transmision de AP desde piensos a los tejidos comestibles de animales de
granja (vacas lecheras y ovejas lactantes), es probable que no mas de alrededor del 0,1% del alcaloide basico
ingerido se excrete en la leche. Se sabe que los se excretan AP y NOAP en la leche de vaca, por lo tanto, la
leche puede ser una fuente importante de AP cuando se obtiene de un tnico animal que haya ingerido
cantidades considerables de AP. Debido al acopio de leche en abundancia, es poco probable que de esta
fuente se produzcan exposiciones significativas. Respecto a la leche humana, se han encontrado AP durante
epidemias de envenenamiento de AP y se han producido casos de enfermedad venooclusiva en neonatos y
otros lactantes por esta via (ANZFA, 2001, EFSA, 2007).

126. En un estudio realizado en el Reino Unido se analizaron 21 muestras unificadas de leche del
mercado minorista. Las muestras de leche se tomaron de una zona donde se habia documentado la frecuencia
mas elevada de intoxicacion por hierba cana en el ganado en los dos afios anteriores al estudio. No se
encontraron senecionina, senecifilina ni jacobina en ninguna de las muestras y se concluy6é que no era
probable que hubiera presentes concentraciones detectables en ninguna otra parte del Reino Unido. E1 COT
indicé que era una practica comercial comun en el Reino Unido reunir muestras de leche de todas las vacas
de una granja y después también en la lecheria, lo que da por resultado la dilucion de los AP, si es que los
hay presentes (MAFF, 1988, citado en COT, 2008).

127.  En un estudio que no se utilizd en las evaluaciones de riesgos arriba citadas, se investigd la
transferencia de AP radioetiquetados a la leche de vaca. Una vaca lechera recibié una tnica dosis oral de
1 mg/kg pc de senecifilina radioetiquetada. La concentracion en sangre de senecifilina llegd a un valor
maximo de 120 ng/ml en una hora (calculado por los niveles de radioactividad), se mantuvo en este margen
unas 20 horas y disminuyd después rapidamente a 11 ng/ml después de 54 horas. Se observd una
concentracion en la leche de 11 g/ml después de dos horas y llegd a un maximo de 102 ng/ml 14 horas mas
tarde. A 64 horas de haberse suministrado, todavia se detectaron 5 ng/ml. El total calculado de senecifilina
observado en la leche fue de 900 ug o 0,16% de la dosis suministrada. A las 16 horas, el 11,3% de la
radioactividad se podia extraer como alcaloides libres y el 2,9% como 6xidos de Nitrogeno. A las 27 horas,
estos valores eran de 15,1% y 11,2%, respectivamente (Candrian et al., 1991).

Estudio reciente

128. Hoogenboom et al. (2011) estudiaron la posible transferencia de AP desde piensos contaminados a la
leche en vacas. A fin de investigar esta posible transferencia, se suministro a las vacas durante tres semanas
una racidn con cantidades cada vez mayores (de 50 a 200 g/dia) de hierba cana seca. Se recogi6 la leche y se
tomaron muestras dos veces al dia; y dos veces a la semana de heces y orina. En la leche se encontrd
presencia de AP relacionada con la dosis. El principal componente observado en la leche fue la jacolina, no
obstante que era un componente menor en el material de hierba cana. Practicamente no se observaron 6xidos
de nitrégeno en la leche, a pesar de que representaban mas de un 80% de los AP presentes en la hierba cana.
Se estim6 que la transferencia general de los AP so6lo fue de un 0,1%, pero de 4% en el caso de la jacolina.
Los autores informaron que el analisis de las muestras de heces y orina indicé que se estaba produciendo un
metabolismo sustancial de los AP.

Carne y 6rganos

129. Se habia evaluado anteriormente la posible presencia de AP y sus metabolitos en la carne de
animales alimentados con materiales que contenian AP antes de la matanza (WHO, 1988, ANZFA, 2001,
EFSA, 2007 y COT, 2008), y se considerd baja la posibilidad de toxicidad causada por este medio.

130.  En higados y riflones de animales domésticos para consumo humano, se encontraron concentraciones
de AP (no se sabe si aductos de AP o sin ligar) de <0,010 a 0,073 mg/kg (ANZFA, 2001).
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131.  En el estudio de Candrian et al. (1991, presentado arriba bajo el subtitulo "Leche"), se sacrific una
vaca lechera 21 dias después de haberle suministrado senecifilina y se examino su higado. La radioactividad
medida correspondia a una concentracion de senecifilina de 40 ng/g en el higado fresco, que era el 0,06% de
la dosis (1 mg/kg pc) o 340 pg de AP. No se midio la radioactividad del agua que se retiro (LOD = 0,5
ng/mL).

Estudio reciente

132.  Fletcher et al. (2011) investigaron los riesgos que representan las plantas que contienen AP para el
ganado y la calidad de la carne en el norte de Australia. Observaron diferentes especies de fabaceas
(Crotalaria spp.), heliotropo azul (Heliotropium amplexicaule) y adelfilla (Senecio brigalowensis). Se
suministr6 C. novae-hollandiae subesp. novae-hollandiae (no se sabe su nombre comun) quemotipo 2 a
terneras destetadas (110-120 kg) durante seis semanas, en dosis de 5,5 mg/kg pc/dia. El total de AP
observado en la sangre en general se estabilizo entre los dias 7 y 28, con concentraciones de hasta 150 pg/kg.
El total de AP en los musculos y el higado fue paralelo a esta tendencia, con niveles maximos de hasta
250 pg/kg y 2 500 pg/kg, respectivamente. Ademas, todos los AP presentes en la planta se detectaron en los
tejidos, pero en niveles variables que no reflejaban el contenido relativo de alcaloides del material vegetal.
También se detectaron aductos de PA en tdoso los tejidos, en el siguiente orden:
higado > rifién = corazén > musculo.

133.  Se suministro heliotropo azul (Heliotropium amplexicaule) durante seis semanas a terneras
destetadas, en dosis de 15 mg/kg pc/dia. Los AP presentes en los tejidos estuvieron en el LOQ (limite de
cuantificacion) (1 pg/kg) o menos. Pero hubo aductos de AP detectables en el siguiente orden:
higado > rifion = corazéon =~ musculo. También se tomaron muestras de sangre de ganado que pastaba entre
plantas de heliotropo azul (Heliotropium amplexicaule) en propiedades participantes en un programa de
control. Se detectaron trazas de indicina y heliospatina (1-3 pg/kg) en sangre entera de cuatro a 10 animales
de una de estas seis propiedades. Se encontrdé N-oxido de indicina (2 pg/kg) en sangre entera de un Unico
animal de otra propiedad distinta, y se observaron aductos de AP casi en todas estas muestras de sangre. El
ultimo estudio relacionado con el heliotropo azul fue con 50 bovinos de 10 propiedades en las que esta planta
era considerada una plaga grave. Se encontraron trazas de aductos de AP en muestras de higado de nueve de
10 animales de una propiedad y uno de uno de una segunda propiedad, pero no se encontraron en los higados
de los animales de otras propiedades. Los autores consideran muy probable que en zonas como éstas donde
los animales estan constantemente expuestos al heliotropo azul los animales se adaptaran en cierta medida, p.
¢j., con destruccion mayor de la toxina en el rumen y el higado.

134. Se suministrd adelfilla (Senecio brigalowensis) a terneras destetadas durante seis semanas, en dosis
de 2,5 mg/kg pc/dia. Los alcaloides presentes en la planta detectados fueron esceleratina (predominante
presente como N-o6xidos), esenkirkina, otosenina, desacetildorinina, florosenina y dorinina. Se detectaron AP
libres en la sangre y el higado, que tendian a estabilizarse después de dos a tres semanas, con niveles de hasta
90 pg/kg en la sangre y de 400 pg/kg en el higado, pero después disminuyeron al final de la prueba a 30 y
40 ug/kg, respectivamente. Las cantidades encontradas en los musculos siguieron una tendencia analoga. Los
AP encontrados fueron todos del tipo otonecina, sin que se observaran en este tejido esceleratina ni su N-
oxido, si bien este fue el AP principal que habia en la planta. Se encontraron aductos de AP en todos los
tejidos, en el siguiente orden: higado > rifidén > corazoén = musculo. Ademads, se hizo un estudio de residuos
de AP en carne de ganado de zonas donde abundaba la adelfilla. Se encontraron concentraciones bajas de
aductos de AP en el higado del 80% de los animales estudiados, en concentraciones de alrededor de 1% a
10% del que se midi6 en el higado de las terneras en el estudio de suministro.

Huevos

135.  ElIPCS no present6 informacion de posible transferencia de AP de los piensos a los huevos (WHO,
1988).

136. Tanto la EFSA (2007) como el COT (2008) examinaron un estudio turco de posible transferencia de
AP de los piensos a los huevos. No se encontraron AP en los huevos de ponedoras alimentadas con hasta un
4% de una variedad oriental de hierba cana (Senecio vernalis). Los autores originales consideraron que podia
deberse a que los residuos estuvieran por debajo del limite de deteccion, establecido en 0,4 mg del residuo
disuelto/ml, o a que los AP estuvieran ligados a la proteina del huevo, pero observaron una reduccion de la
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ingestion de piensos y de la produccion de huevos en los niveles de piensos de 2% y 4% (Eroksiiz et al.
2003, citado en EFSA, 2007 y COT, 2008).

137. En otro estudio discrepante que encontr6 el COT (2008) se encontraron hasta 0,168 mg/kg de AP
(heliotrina, europina and lasiocarpina) en huevos de gallinas a las que se habia suministrado trigo
contaminado con 26 mg/kc de AP (Edgar and Smith, 2000, citado en COT 2008). Como no se pudo obtener
el estudio original, no se sabe si los AP estaban presentes como NOAP en los piensos y/o en los tejidos de
los animales.

Estudio reciente

138.  Eroksiiz et al. (2008) hicieron un estudio de transferencia de AP en codornices. En total, se
repartieron 160 codornices japonesas (80 machos y 80 hembras) en cuatro grupos (tres de analisis y uno de
control). Los grupos de analisis recibieron una alimentacion compuesta de las partes aéreas (hojas, tallos y
flores) de hierba cana oriental (Senecio vernalis, grupo SV), Heliotropium dolosum (grupo HD, no se sabe el
nombre comun), o Heliotropium circinatum (grupo HC, no se sabe el nombre comiin) en concentraciones del
30% durante seis semanas, y al grupo de control se suministrd el 0% para evaluar la toxicidad parental y
progenial, junto a la transferencia de residuos de alcaloides a sus huevos. El contenido de AP en los piensos
fue de 390 mg/kg en el grupo HD, 450 mg/kg en el grupo HC, y 420 mg/kg en el grupo SV. No se
presentaron manifestaciones clinicas ni muerte en los grupos de andlisis; pero hubo una disminucion
considerable de la produccion y eclosion de huevos en todos los grupos de analisis, en comparacion con el
grupo de control. A pesar de la presencia de cambios bioquimicos e histopatologicos especificos en las
codornices paternas, no se observaron cambios extraordinarios en la progenie en los dias después de la
eclosion 0, 10, 20, 30 o 40. El analisis con cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS) de
los huevos indici¢ la presencia de 8,66 pug/g de AP europina en el grupo HD, 19,05 pg/g de europina y
1,46 pg/g de heliotrina en el grupo HC, y 3,21 pg/g de senecionina en el grupo SV al final del estudio. Los
autores concluyeron que los resultados del estudio ofrecian la comprobacion experimental de la transferencia
de alcaloides a los huevos de codornices que habian recibido dosis altas de materiales vegetales que
contenian AP.

Miel

139. Hay muchos datos que demuestran la presencia de AP en la miel (véase la Seccion 7.3.7). El IPCS
(WHO, 1988) concluyo de un caso de contaminacion en gran escala que la fuente de AP en la miel eran el
néctar y el polen de una hierba comun que tiene un gran contenido de AP, de la que se alimentaban las abejas
(WHO, 1988).

140. El numero de fuentes vegetales es un factor considerable en el contenido de AP en la miel. En la
miel obtenida de una sola especie vegetal la concentracion de AP puede ser de muchos pg por gramo, y en
particular las mieles de una flor corren el riesgo, mientras que en las de varias flores una cierta dilucion
reduce las concentraciones de AP en el producto final (Edgar et al., 2002, citado en EFSA, 2007). Esto lo
confirman los resultados sobre la miel australiana, en la que la concentracion de alcaloides de hasta 1 mg/kg
se han observado en colmenas de abejas que se alimentaban exclusivamente de Echium spp. (ANZFA,
2001).

141. El COT (2008) resend un proyecto TO1037 financiado por la Agencia de Normas Alimentarias
titulado "Recoleccion y andlisis de muestras de miel potencialmente contaminadas de alcaloides de
pirrolizidina de hierba cana y borraja". Este proyecto investigoé el potencial de la contaminacion de la miel
por AP si las abejas se nutren de flores de borraja (Borago officinalis) y hierba de Santiago (Jacobaea
vulgaris).” Si bien no fue posible cuantificar las concentraciones de AP presentes en la miel debido a la falta
de estandares analiticos, se pudieron comparar entre muestras de mieles y con la cantidad de AP en un peso
establecido de material vegetal. En la temporada de 2005 se tomaron muestras varias veces en seis lugares
donde habia hierba de Santiago o borraja. Respecto a la hierba de Santiago, se lleg6 a la conclusion de que
incluso en condiciones desfavorables esta planta no era motivo de preocupacion ya que el analisis del polen
ni los resultados analiticos revelaron cantidades significativas de AP. Las mieles de lugares donde

3 Cabe sefialar que la miel producida de borraja (Borago officialis) a veces se llama miel de borraja. No se debe
confundir con la miel producida en Nueva Zelandia de viborera (también llamada borraja alpina, Echium vulgare),
denominada miel de borraja, borraja azul o borraja alpina. Australia no se refiere a su miel de Echium plantagenium
como de borraja azul, sino de buglosa o flor morada.
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proliferaba la borraja revelaron conteos significativos de polen y podian relacionarse con la deteccion de AP
(licopsamina o intermedina). No se logr6 una cuantificacion fiable de los AP correspondientes, pero el COT
indico que "este es un proyecto preliminar para determinar si seria necesario un analisis cuantitativo ulterior
para la evaluacién de riesgos. Ya hay disponible en el comercio una norma para la licopsamina y la Agencia
de Normas Alimentarias tiene previsto financiar otros trabajos para evaluar las concentraciones de AP en la
miel de borraja" (LGC, 2007, citado en COT, 2008).

Estudio reciente

142.  En experimentos de alimentacion con abejas meliferas (Apis mellifera), se prob6 con una mezcla de
AP terciarios y los N-o0xidos correspondientes de hierba cana oriental (Senecio vernalis), monocrotalina pura
y 1,2-dehidromonocrotalina en concentraciones de 0,02%, 0,2% y 2,0%. Se determinaron el metabolismo de
los AP por las abejas, los efectos de disuasion y la transferencia horizontal de AP entre las abejas (Reinhard
et al., 2009). Las abejas no pudieron detoxificar los AP mediante N-oxidacion. Se encontraron NOAP en
concentraciones de >0,2%, y AP 1,2-insaturados terciarios toxicos en concentraciones elevadas. La
1,2-dehidromonocrotalina no mostrd efectos toxicos. Se toleraron bien las concentraciones de menos de
50 ug AP 1,2-insaturados terciarios, pero otras concentraciones mas altas resultaron mortales. Los autores
establecieron que como en este estudio no se observaron efectos en la repelencia ni en la mortalidad en los
experimentos con la alimentacion de 0,2% AP, las abejas no tienen problemas con las concentraciones de AP
que encuentran en su entorno (0,2% previsto en las corolas). Un experimento de transferencia horizontal
indico que las abejas que no tienen contacto directo con AP contenian aproximadamente un 4%
(alimentacion con 2% AP) y 15% (alimentacion con 0,2%) del contenido de AP que se encontrd en abejas
con contacto directo con AP. Los autores concluyeron que, por lo tanto, es posible la transferencia horizontal
de alimentos contaminados de AP

PRACTICAS DE GESTION

143. Para este documento de debate se hizo un estudio inicial de posibles practicas de gestion para
prevenir y reducir la contaminacion de alimentos y piensos por AP. A continuacion se resumen. En el Anexo
VII se presentan en detalle. Cabe sefalar que las practicas de gestion que aparecen en esta seccion y en el
Anexo VII se concentran en las especies de hierba cana. Se contd con esta informacién, que se pudo reunir
en el plazo limitado de este grupo de trabajo por medios electronicos. Se presenta para indicar unas posibles
medidas de gestion. Sin embargo, para tener un panorama general y completo de las posibles estrategias de
riesgo, deberan recogerse practicas de gestion para otras especies vegetales y de otros paises o regiones.

144. En algunos paises es obligatorio el control de la hierba de Santiago, que esta legislado. En el Reino
Unido, esta la Ley sobre hierbas de 1959 y la Ley de control de la hierba cana de 2003; en Irlanda, la Ley
sobre hierbas nocivas de 1936; en Nueva Zelandia la Ley de bioseguridad de 1993; y en Friesland, provincia
de los Paises Bajos, la Ordenanza de 2007 sobre la hierba de Santiago (Leiss, 2010). En Australia se han
promulgado diversas leyes federales, estatales y de los territorios para control de las plantas que contienen
alcaloides de pirrolizidina: la hierba de Santiago (Senecio jacobaea); la buglosa o flor morada (Echium
plantagineum); la viborera (Echium vulgare); los heliotropos azul y comtn (Heliotropium amplexicaule, H.
europaeum), el senecio de Madagascar (Senecio madagascariensis), la margarita africana (Senecio
pterophorus), la crotalaria (Crotalaria spp.) y/o la amsinckia (Amsinckia spp., DSEWPC, 2010).

145. Las practicas de gestion pueden constar de:

- medidas para prevenir la propagacion de plantas que contengan AP, a nivel regional (principalmente
para la hierba cana). Aqui es importante el conocimiento de ecologia, ya que se sabe que las diferentes
especies de plantas que contienen AP tienen ecologias diferentes, incluso en un género. Por ejemplo, en
la evaluacion de riesgos de las especies de hierba cana se mostré que la hierba de Santiago (Jacobaea
vulgaris) mas probablemente crece en pastizales dafiados. El senecio comtn (Senecio vulgaris) es una
hierba comtn de la agricultora encontrada en los cultivos de alfalfa (VWA, 2010), y como se indico
anteriormente en este documento de debate, también aparece en la lechuga (BfR, 2007a);

- medidas para prevenir el contacto de animales productores de alimentos con estas plantas, ya que los AP
se transfieren de los piensos a los alimentos. Esto incluye el transporte de polen con AP por las abejas;

- prevencion de la contaminacion de productos alimentarios (como las hortalizas para ensaladas) con AP;

- practicas para reducir los AP en piensos y alimentos contaminados.
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146. Cabe sefalar que la eficacia de estas medidas no se ha evaluado en este documento de debate ya que
desbordaba el ambito de accion de este grupo de trabajo por medios electronicos. Se requiere un analisis
completo de todas las practicas disponibles de gestion (también para otras plantas, productos alimentarios y
regiones), asi como una evaluacion de su eficacia. Su valor como componente de una posible estrategia de
gestion de riesgos podria evaluarse entonces.

INVESTIGACION EN CURSO

Métodos de muestreo v analisis

147. Como se describid en el capitulo sobre Métodos de muestreo y analisis, se estan creando nuevos
métodos de anélisis rapido para la deteccion de los AP, a través del programa Conffidence, financiado por la
UE.

148. En Alemania, el BfR estd creando métodos para la determinacion cuantitativa de los AP en los
alimentos y los piensos, dirigidos a producir datos de la presencia y a evaluar los distintos enfoques de
cuantificacion. El objetivo es que los métodos validados se utilicen para seguimiento.

Datos de presencia

149.  En los Paises Bajos el seguimiento de los AP en los piensos sera continuo y observara los AP de
analogos de la licopsamina, la equimidina y la heliotrina.

150. En los Paises Bajos se esta haciendo un estudio de las concentraciones de AP en estudios de la dieta
total. Se prevé que los resultados estaran listos en 2011.

Contaminacion de alimentos a través de los animales

151. Como se indico en el capitulo de Transferencia, la Agencia de Normas Alimentarias del Reino Unido
tiene previsto financiar mas trabajos de evaluacion del contenido de AP en la miel de borraja.

152. En los Paises Bajos, se esta haciendo un segundo estudio con vacas sobre la transferencia de AP de
los piensos a la leche (fines de 2010). Se estan estudiando la transferencia y el metabolismo de los AP
presentes en la hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris), el senecio comun (Senecio vulgaris) y la viborera
(Echium vulgare). Se produciran quesos con leche con metabolitos de AP para estudiar su transferencia a los
lacteos.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones
Toxicidad

153. Los AP tienen un perfil de toxicidad comun; el principal érgano que ataca la toxicidad es el higado.
Los principales sintomas de toxicidad en todas las especies animales son varios grados de dafio progresivo al
higado (necrosis hepatocelular centrolobular) y la enfermedad venooclusiva. Ademas se documentan
proliferacion del ducto biliar, megalocitosis hepatica y fibrosis hepatica. También se observan efectos en
otros 6rganos, como los pulmones (hipertension pulmonar), el sistema cardiovascular (hipertrofia venticular
derecha) y lesiones degenerativas en los rifiones. Se han registrado casos de intoxicacion aguda en ganado y
en personas y se han observado casos fatales en el ganado. Los AP pueden variar en potencia, las potencias
relativas no se conocen actualmente por falta de datos sobre toxicidad oral de los distintos AP, lo que
obstaculiza la evaluacion de los AP.

154. Todavia hay cierto debate sobre la posible carcinogenicidad de los Ap en seres humanos, el CIIC
ha clasificado tres AP: lasiocarpina, monocrotalina y riddellina, como "posiblemente carcinogénicos para los
seres humanos" (Grupo 2B).

155. El IPCS concluyd en 1988 que la exposicion alimentaria a los AP deberia ser lo mas baja que
fuera posible, y otros érganos de evaluacion de riesgos llegaron en los afios siguientes a la misma conclusion.
Se han determinado sélo unos cuantos valores de referencia sanitarios, que figuran en el siguiente cuadro.
Varios casos documentados recientemente sobre humanos y animales indican que hoy en dia los AP siguen
planteando un riesgo sanitario.
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Valor de orientacion basado en | Valor HBGV Referencia
la salud (HBGV) (ug/kg pc/dia)
AP 1,2-insaturados IDT 0,1* (>6 semanas) BfR, 1992
1* (<6 semanas)
Total de AP IDTP 1 FSANZ/ANZFA, 2001
Riddellina IDT 0,1 RIVM, 2005
Riddelliina IDT 0,1** COT, 2008
Riddelliina dosis inocua virtual 0,00043 RIVM, 2005
Total de AP "poco probable que sea motivo de | 0,007 COT, 2008
preocupacion  por riesgo de
céncer"

* en ug/personal/dia
** E| COT concluy6 que la relacion de los valores LD50 se podria utilizar para convertir otros AP a
equivalentes de riddelliina para compararlos con esta dosis.

156. Los datos de la toxicidad de cada AP y su potencia relativa siguen siendo muy limitados, lo mismo
que los datos de farmacocinética y toxicidad animal comparativa (especies).

Métodos analiticos

157. Hay disponibles varios métodos analiticos, pero la LC-MS es el método predominante de uso actual.
Los limites de deteccion de la LC-MS comunmente van de niveles (inferiores) ng/ml para la deteccion en la
leche y la miel, hasta varios 100 ng/g en material vegetal.

158. La falta de disponibilidad de normas de referencia esta limitando la creacion y validacion de
métodos. Debido a la falta de estas normas, hay muchos documentos sobre equivalentes u otras normas de
referencia, pero su fiabilidad no siempre es clara.

159. Se estan creando métodos nuevos y rapidos. Se estan generando datos nuevos sobre presencia en
piensos, miel de borraja y estudios de la dieta total.

Presencia

160. Se ha prohibido el uso humano de plantas que contienen AP, principalmente la consuelda, ya sea en
alimentos o productos medicinales. Se han establecido algunos limites maximos regionales o nacionales para
los AP en productos alimentarios, 1 pg/kg en hierbas (Paises Bajos y Bélgica).

161. Hay disponibles datos recientes de presencia de diferentes alimentos y piensos. Los alimentos que
pueden estar directamente contaminados de AP son los cereales, las hortalizas para ensalada (y posiblemente
otros cultivos) y los medicamentos herbales en los que se utilicen plantas que contengan AP.

162. Los productos alimentarios para seres humanos que pueden estar indirectamente contaminados son la
miel, la leche, los huevos y posiblemente la carne y los despojos. Los animales que estan en contacto con los
AP ya sea por consumo de plantas que los contengan o por piensos contaminados (ganado) o polen (abejas),
pasan los AP a sus productos. En los piensos hay limites maximos regionales para las semillas que contienen
AP y que forman parte de los piensos, p. ej. de 3 000 mg (100 mg para la Crotalaria spp.) por kg (EU, 2010).

163. Datos experimentales y de un primer analisis de la presencia indican que los AP mas detectados en
los alimentos y los piensos son:*

En los alimentos: En los piensos:
Acetil equimidina Equimidina
Acetil licopsamina Erucifolina
Europina Heliotrina
Heliotrina Jacobina
Jacolina Licopsamina
Lasiocarpina Monocrotalina

* Si bien en este documento se incluyen hierbas medicinales, con fines de informacion, se consideran aplicaciones
medicinales y, por lo tanto, quedan fuera del ambito de accion del Codex y los AP relacionados no figuran en la lista de
AP que deberan evaluarse.



CX/CF 11/5/14 28

Monocrotalina Retrorsina

Retrorsina Retusamina

Senecionina Senecionina

Senecifilina Senecifilina

Tricodesmina

164. Cabe destacar que esta lista solo se refiere a la presencia, no se tuvo en cuenta la toxicidad.

Ademas, influye en este analisis la disponibilidad limitada de normas de referencia analiticas. Puede haber
otros AP importantes de los que no hubo normas de referencia (o no se utilizaron). Ademas, hay que senalar
que la importancia de los AP varia de acuerdo al pais, la region y la frecuencia de plantas que los contengan.
La lista que figura arriba se basa en datos de Europa que pueden ser poco pertinentes para otras regiones,
hacen falta mas datos de otras regiones para obtener un panorama mas preciso.

Préacticas de gestion

165. Se han aplicado muchas practicas de gestion para reducir la posible exposicion, como controlar la
proliferacion de hierba cana y prevenir que el ganado ingiera plantas que contienen AP. Las practicas de
gestion observadas se concentran mucho en las especies de hierba cana y se deberian reunir practicas
adicionales con otras especies de plantas, productos alimentarios y paises o regiones para obtener un
panorama mas completo. Cabe destacar que la eficacia de las practicas contempladas en este documento de
debate no se evalud ya que no incumbia a las tareas de este grupo de trabajo por medios electronicos. Es
necesario un analisis completo de todas las practicas disponibles de gestion (también para otras plantas,
productos alimentarios y regiones), asi como una evaluacion de su eficacia. Su valor como elemento de una
posible estrategia de gestion de riesgos podria evaluarse entonces.

166. Las practicas de gestion pueden ser

e medidas para prevenir la proliferacion de plantas que contengan AP, en el &mbito regional (sobre
todo en la hierba cana spp. (Senecio spp.)). Aqui es importante el conocimiento ecoldgico ya que
se sabe que las especies de plantas que contienen AP tienen ecologias diferentes, incluso en un
mismo género;

e medidas para prevenir el contacto de animales productores de alimentos con estas plantas,
directamente o a través de piensos secos, ya que los AP se transfieren de los alimentos a los
piensos. Esto incluye a las abejas;

e prevencion de la contaminacion de AP en productos alimentarios (como las hortalizas para
ensalada);

e practicas para reducir los AP presentes en piensos y alimentos contaminados.
Recomendaciones

Normas de referencia analitica

167. Para profundizar el conocimiento de los AP en los alimentos y los piensos, el grupo de trabajo
recomienda que el CCCF invite a los miembros y observadores del Codex a crear mas normas de referencia
analitica para los AP y a generar mas datos de la presencia en los alimentos y los piensos.

Evaluacion de riesgos

168. Como se han hecho muchos estudios sobre los AP desde la evaluacion del IPCS de 1988, algunos
muy recientes, se recomienda que el JECFA ponga al dia la evaluacion de los AP.

169. Por lo tanto, el grupo de trabajo recomienda que el CCCF pida al JECFA que evalte cuales AP en
los alimentos y los piensos (a través de transferencia a los productos animales) son de gran interés para la
salud humana, teniendo en cuenta la lista de AP resumida en las recomendaciones del parrafo 163, y que se
haga una evaluacion completa de riesgos para los AP resultantes. Si no fuera posible hacer una evaluacion
completa de riesgos, se pide al JECFA que senale las lagunas de datos que es necesario subsanar.

Codigo de practicas

170. Si bien hubo lagunas en la informacion disponible sobre la toxicidad y la potencia relativa de cada
AP, el IPCS concluyd en 1988 que la exposicion alimentaria a los AP deberia ser todo lo baja que fuera



CX/CF 11/5/14 29

posible. Otros organos de evaluacion de riesgos llegaron a la misma conclusion en afios posteriores. Si bien
se reconoce que los resultados que produzca el JECFA darian mayor orientacion sobre la eficacia de las
practicas de gestion, el grupo de trabajo recomienda al CCCF que ya comience a trabajar en la elaboracion
de un codigo de practicas recomendado por el Codex para prevenir y reducir la contaminacion de productos
alimentarios con alcaloides de pirrolizidina. Para este trabajo serd necesario un examen ulterior de las
practicas actuales de gestion de todas las regiones y de otras plantas que contienen AP ademas de la hierba
cana. Queda por debatirse el tema exacto del trabajo en la plenaria del CCCF, que podria variar desde la
gestion de maleza hasta praticas de gestion en la produccion de la miel.

Niveles maximos (NM)

171.  El IPCS recomendd en 1988 que "En algunas situaciones podria ser necesario que se establecieran
niveles reglamentarios de tolerancia para algunos productos alimentarios"”, pero como no hay evlauacion
reciente del JECFA disponible, y todavia hay poca informacion sobre concentraciones de AP en productos
alimentarios, el grupo de trabajo recomienda que no se comience el trabajo de establecer NM para los AP en
los alimentos y los piensos.
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Familia Género Especie Nombre comun Alcaloides de pirrozilidina |Productos Reference:
Asteraceae Adenostyles Adenostyles alliariae Calabacera senecionina productos o tés de hierbas | Langel et al., 2011
(Compositae) integerrimina (medicinales) Roder, 1995 cited by EFSA,
acetilsenecifilina complementos alimentarios | 2007
espartioidina
Ageratum miel Edgar et al., 2002
EFSA, 2009
Brachyglottis Brachyglottis repanda Rangiora senecionina productos de hierbas WKB, 2001
Bushman’s friend senkirkina medicinales Langel et al., 2011
Chromolaena acetilrinderina miel Edgar et al., 2002
Erechtites Erechtites hieracifolia Tabaquillo senecionina WKB, 2001
senecifilina Langel et al., 2011
Eupatorium Eupatorium aromaticum Ageratina aromatica WKB, 2001
Eupatorium cannabinum Canamo silvestre intermedina miel Boppré et al., 2008
licopsamina polen Kempfet al., 2010a, 2010b
amabilina Roder, 1995 cited by EFSA,
supinina 2007
rinderina WKB, 2001
equinatina EFSA, 2009
Eupatorium purpureum Eupatoria parpura WKB, 2001
(Eutrochium purpureum) EFSA, 2009
Gynura Gynura segetum senecionina alimentos Dai et al., 2006, 2007
Sin. Gynura japonica acetilsenecifilina productos de hierbas Qi etal., 2009
senecicannabina WHO, 1988
Langel et al., 2011
Petasites Petasites albus Ruibarbo de ciénaga senecionina productos o tés de hierbas | Langel et al., 2011
senkirkine complementos alimentarios
Petasites hybridus Mosto pestilente senecionina productos o tés de hierbas | Chizzola et al., 2000 cited by
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sin. Petasites vulgaris integerrimina complementos alimentarios | EFSA, 2007
sin. Petasites officinalis senkirkina Roder, 1995 cited by EFSA,
sin. Tussilago petasites 2007
WKB, 2001
EFSA, 2009
Langel et al., 2011
Petasites spurious Mosto pestilente espurio | senkirkina Langel et al., 2011

(y AP no toxicos)

Réder, 1995 cited by EFSA,
2007

jacozina

Senecio Senecio adonidifolius Senecio con hojas de | senecionina WKB, 2001
sin. Jacobaea adonidifolia Adonis senecifilina Langel et al., 2011
adonifoline
Senecio alpinus Senecio alpino senecionina piensos Langel et al., 2011
sin. Jacobaea alpina integerrimina
acetilsenecifilina
jacobine
jacozine
jaconina
jacolina
Senecio aquaticus Senecio de pantano senecionina piensos Christov et al., 2002 cited by
sin. Jacobaea aquatica senecionina EFSA, 2007
integerrimina Kirk et al., 2004 cited by
senecifilina EFSA, 2007
acetilerucifolina WKB, 2001
otosenina Langel et al., 2011
florosenina
Senecio aureus Senecio aureo senecionina WKB, 2001
sin. Packera aurea otosenina Langel et al., 2011
floridanina
Senecio bicolor Senecio cineraria senecionina Roder, 1995 cited by EFSA,
sin. Senecio cineraria integerrimina 2007
sin. Jacobaea maritima senecifilina WKB, 2001
sin. Cineraria maritima retrorsina EFSA, 2009
jacobina Langel etal., 2011
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jaconina
jacolina
otosenina
Senecio brigalowensis Adelfilla esceleratina piensos Fletcher et al., 2011
senkirkina alimentos (carne y
otosenina organos)
deasacetildoronina
florosenina
Senecio doronicum Senecio dordnico doronenina productos herbales o tés Roder, 1995 cited by EFSA,
bulgarsenina alimentos 2007
WKB, 2001
Langel et al., 2011
Senecio erucifolius Senecio grisaceo senecionina Langel et al., 2011
sin. Jacobaea erucifolia integerrimina Witte et al.,, 1992 cited by
acetilsenecifilina EFSA, 2007
espartioidina
retrorsina
acetierucifolina
senecivernina
jacobina
jaconina
Senecio ilicifolius senecionina alimentos (cereales) EFSA, 2007
integerrimina Langel et al., 2011
senecifilina WHO, 1988
retrorsina
Senecio inaequidens Hierba cana de hojas |senecionina piensos EFSA, 2007
sin. Senecio burchellii estrechas integerrimina Mulder et al., 2009
senecifilina WHO, 1988
espartioidina Langel et al., 2011
retrorsina
senkirkina
otosenina
florosenine

floridanina
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doronina
Senecio incanus Senecio alpino gris senecionina Langel et al., 2011
sin. Jacobaea incana integerrimina WKB, 2001
senecifilina
jacobina
jacozina
jaconina
jacolina
Senecio jacobaea Hierba de Santiago senecionina productos herbales o tés COT, 2008
sin. Jacobaea vulgaris Senecio comtn integerrimina piensos (orina, heces de | Crews etal., 2009
senecivernina bovino) Deinzer et al., 1977
acetilsenecifilina alimentos (leche de bovino, | Dickinson et al., 1976, 1980
espartioidina de cabra) (milk)
retrorsina miel Edgar et al., 2002
usaramina polen Kempfet al., 2010a, 2010b
riddellina Kirk et al., 2004 cited by
jacobina EFSA, 2007
jacozina Macel et al., 2004 cited by
jacolina EFSA, 2007
jaconina Mulder et al., 2009
acetilerucifolina Pelser et al., 2005 cited by
EFSA, 2007
Roder, 1995 cited by EFSA,
2007
Vrieling and Derridj, 2003
cited by EFSA, 2007
Walsh and Dingwell, 2007
WKB, 2001
WHO, 1988
Witte et al., 1992 cited by
EFSA, 2007
EFSA, 2009
Langel et al., 2011
Senecio longilobus Senecio flacido senecionina alimentos Anonymous, 1988 cited by
sin. Senecio flaccidus integerrimina ANZFA, 2001
senecifilina Langel et al., 2011

espartioidina
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retrorsina
usaramina
riddellina
Senecio madagascariensis Hierba cana de senecionina piensos Gardner et al., 2006
Madagascar integerrimina Langel et al., 2011
Senecio de Madagascar | senecivernina
Adelfilla retrorsina
usaramina
acetilsenkirkina
otosenina
florosenina
doronina
Senecio nemorensis Senecio de Nemi senecionina polen de miel Boppré et al., 2008
sin. Senecio ovatus fuchsisenecionina Kempfet al. 2010b
triangularina EFSA, 2009
retroisosenina Langel et al., 2011
dororenina
nemorensina
Senecio riddellii Senecio de Riddell retrorsina piensos ANZFA, 2001
riddellina COT, 2008
Langel et al., 2011
Senecio scandens Qian li guang senecionina productos o tés de hierbas | Li et al., 2008
senecifilina miel Wang et al., 2008
usaramina Zhang et al., 2008
senkirkina Langel et al., 2011
jacobina
jacozina
erucifolina
adonifolina
Senecio sceleratus Senecio de Rhodesia senecifilina piensos Cooper, 2007
sin. Senecio latifolius retrorsina Langel et al., 2011
esceleratina
Senecio vernalis Hierba cana oriental senecionina alimentos (huevos) Eroksuz et al., 2003 cited by
integerrimina polen de miel EFSA, 2007
senecivernine Eroksiiz et al., 2008
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senecifilina Kempfet al., 2010a
riddellina Reinhard et al., 2009
retrorsina Skaanild et al., 2001 cited by
hidroxisenkirkina EFSA, 2007
Langel et al., 2011
Senecio vulgaris Senecio comun senecionina productos o tes de hierbas | BfR, 2007
integerrimina piensos Frischknecht et al., 2001 cited
senecifilina alimentos (hortalizas para | by EFSA, 2007
espartioidina ensaladas) Moyano et al., 2006
retrorsina Mulder et al., 2009
usamarina Roder, 1995 cited by EFSA,
riddellina 2007
WKB, 2001
EFSA, 2009
Langel etal., 2011
Solanecio Solanecio gigas senecionina producto herbal Asres et al., 2007
integerrimina (medicinal)
senecifilina miel
espartioidina
usaramine
neosenkirkina
bulgarsenina
Solanecio angulatus senecionina miel (polen) Asres et al., 2008
Senecio subscandens integerrimina Langel etal., 2011
retrorsina

Solanecio mannii
sin. Senecio mannii

no se encontraron AP

toxicos

producto herbal

Asres et al., 2008

Solanecio tuberosus

senecionina
integerrimina
eruciflorina
senecifilina
retrosina
jacobina
jaconina
bulgarsenina

producto herbal

Asres et al., 2008
Langel et al., 2011
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retroisosenina
Tussilago Tussilago farfara Gordolobo senkirkina Jiang et al., 2009
senecionina Roder, 1995 cited by EFSA,
2007
WKB, 2001
EFSA, 2009
Langel et al., 2011
Boraginaceae | Alkanna Alkanna tinctoria Palomilla de tintes triangularina WKB, 2001
sin. Anchusa tinctoria EFSA, 2009
Anchusa Anchusa arvensis Buglosa echinatina? WKB, 2001
Anchusa italica Buglosa italiana WKB, 2001
Anchusa officinalis Buglosa oficinal 7-acetil-licopsamina Roder, 1995 cited by EFSA,
intermedina 2007
WKB, 2001
EFSA, 2009
Borago Borago officinalis Borraja 7-acetil-licopsamina alimentos ANZFSC
7-acetilintermedina miel (polen) Edgar et al., 2002
supinina COT, 2008
Koninklijk besluit, 1997
Roder, 1995 cited by EFSA,
2007
WKB, 2001
Wretensjo and Karlberg, 2003
EFSA, 2009
Cynoglossum Cynoglossum officinale Cinoglosa 12-acetilheliosupina productos o tes de hierbas | Edgar et al., 2002

7-angeloilheliotridina
equinatina
viridiflorina

miel

Knight et al., 1984 cited by
EFSA, 2007
Roéder, 1995, 2000 cited by
EFSA, 2007
WHO, 1988
WKB, 2001
EFSA, 2009
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Echium Echium amoenum equimidina (isomero) productos herbales Mehrabani et al., 2006
7-angeloil retronecina
7-tigloilretronecina
Echium plantagineum Buglosa equimidina miel ANZFA, 2001
Flor morada equiumine polen ANZFSC, FSANZ 2004
equiuplatina alimentos (cereales) Beales et al., 2004
Betteridge et al., 2005
Boppré et al., 2008
Culvenor et al., 1981
Culvenor 1983, 1985
Edgar et al., 2002
Kempfet al., 2010b
EFSA, 2009
Echium vulgare Viborera equivulgarina miel ANZFSC
acetilvulgarina polen Beales et al., 2004, 2007
acetilequimidina alimentos Betteridge et al., 2005
leptantina Boppré et al., 2008
equimiplatina Edgar et al., 2002
uplandicina Edgar and Smith, 2005
equiuplatina Kempfet al., 2010a, 2010b
Moyano et al., 2006
EFSA, 2009
Heliotropium Heliotropium amplexicaule | Heliotropo azul indicina miel Beales et al., 2004
heliospatina piensos Fletcher et al., 2011
alimentos (carne y Kempfet al., 2010b
organos)
Heliotropium arborescens Heliotropo comtn (12-acetil)indicina Roder, 1995 cited by EFSA,
Heliotropium peruvianum 2007
WKB, 2001
Heliotropium circinatum europina alimentos (huevos) Eroksiiz et al., 2008
heliotrina
heulerina
lasiocarpina
Heliotropium dolosum europina alimentos (huevos) Eroksiiz et al., 2008
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Heliotropium europaeum Verrucaria lasiocarpina alimentos (cereales) Beales et al., 2004
europina productos o tés herbales Edgar and Smith, 2000
heliotrina miel EFSA, 2007
supinina Kempfet al., 2010b
heleurina WHO, 1988
WKB, 2001
EFSA, 2009
Heliotropium indicum Alacrancillo indicina WKB, 2001
echinatine EFSA, 2009
supinina Hartmann and Witte, 1995
heleurina
lasiocarpina
Heliotropium popovii Charmac heliotrina alimentos (cereales, trigo) | Kakar et al., 2010
lasiocarpina piensos (leche de cabra) WHO, 1988
Lithospermum | Lithospermum officinale Mijo de sol 12-acetil-litosenina Roder, 1995 cited by EFSA,
Granos de amor 2007
WKB, 2001
EFSA, 2009
Myosotis Myosotis palustris Nomeolvides de pantano | mioscorpina miel Edgar et al., 2002
sin. Myosotis scorpioides 7-acetilescorpioidina Roder, 1995 cited by EFSA,
simfitina 2007
Myosotis sylvatica Nomeolvides 3-acetilheliosupina Hartmann and Witte, 1995
Pulmonaria Pulmonaria officinalis Pulmonaria EFSA, 2009
Symphytum Symphytum asperum Consuelda del Caucaso asperumina productos o tés de hierbas | Hartmann and Witte, 1995
eluiumina alimentos
simlandina
simfitina
mioscorpina
echinatine
equimidina

Symphytum officinale

Consuelda

7-acetilintermedina
7-acetil-licopsamina
equimidina

productos o tés de hierbas
alimentos

ANZFSC
Couet et al., 1996 cited by
EFSA, 2007




CX/CF 11/5/14

49

simlandina Mei et al., 2005

simviridina Roder, 1995 cited by EFSA,

mioscorpina 2007

simfitina Oberlies et al., 2004 cited by
EFSA, 2007
WKB, 2001
EFSA, 2009

Symphytum tuberosum Consuelda menor amadolina EFSA, 2009

7-acetil-licopsamina
simfitina
equimidina

Hartmann and Witte, 1995

Symphytum x uplandicum
sin. Symphytum peregrinum

Consuelda rusa

equimidina
7-acetilintermedina
7-acetil-licopsamina
uplandicina
simlandina
simviridina
mioscorpina
simfitina

productos o tés de hierbas
alimentos

Roder, 1995 cited by EFSA,
2007

Fabaceae
(Leguminosae)

Crotalaria

Crotalaria alata

monocrotalina
fulvina

especies de pastizal

Fletcher et al., 2009

Crotalaria aridicola

no se encontraron AP
toxicos

especies de pastizal

Fletcher et al., 2009

Crotalaria brevis monocrotalina especies de pastizal Fletcher et al., 2009
fulvina

Crotalaria crispata monocrotalina especies de pastizal Fletcher et al., 2009
fulvina
crispatina

Crotalaria cunninghamii retusamina especies de pastizal Fletcher et al., 2009

Crotalaria dissitiflora

especies de pastizal

Fletcher et al., 2009

Crotalaria goreensis

no se encontraron AP
toxicos

especies de pastizal

Fletcher et al., 2009
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Crotalaria grahamiana

monocrotalina
grahamina

especies de pastizal

Fletcher et al., 2009

Crotalaria incana

integerrimina
usaramina

especies de pastizal

Fletcher et al., 2009

Crotalaria juncea.

senecionina
integerrimina
junceina
tricodesmina

especies de pastizal

Jietal., 2005

Crotalaria lanceolata

especies de pastizal

Fletcher et al., 2009

Crotalaria medicaginea

no se encontraron AP
toxicos

especies de pastizal

Fletcher et al., 2009

Crotalaria mitchellii

retusamina
crosemperina
de-etilretusamina

especies de pastizal

Fletcher et al., 2009

Crotalaria montana fulvina especies de pastizal Fletcher et al., 2009
Crotalaria nana crotananina alimentos Anonymous, 1988 cited by
cronaburmina ANZFA, 2001
Crotalaria novae-hollandiae retusamina especies de pastizal Fletcher et al., 2009
crosemperina food (meat and organs)
croaegiptina
monocrotalina
crispatina
tricodesmina
Crotalaria pallida usaramina especies de pastizal Fletcher et al., 2009
integerrimina
Crotalaria ramosissima fulvina especies de pastizal Fletcher et al., 2009
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monocrotalina
crispatina
Crotalaria retusa Cascabelillo monocrotalina productos o tés de hierbas | Anjos etal., 2010
espectabilina alimentos (cereales) Fletcher et al., 2009
retusina especies de pastizal Hooper and Scanlann, 1977
cited by EFSA, 2007
Crotalaria spectabilis monocrotalina especies de pastizal Fletcher et al., 2009
espectabilina Hooper and Scanlann, 1977
retusina cited by EFSA, 2007
Jietal., 2005
EFSA, 2009
Crotalaria verrucosa acetilcrotaverrina especies de pastizal Fletcher et al., 2009
fulvina
pumilina A
Crotalaria zanzibarica usaramina especies de pastizal Fletcher et al., 2009
integerrimina
Trichodesma Trichodesma incanum tricodesmina EFSA, 2009
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Substancia (pureza)

Anélisis

Concentracion

Resultados

Referenci

Riddellina (pureza
confirmada)

Consuelda (extracto de raiz,
aceite compuesto, hojas,
consuelda)

Tusilago (extracto de raiz,
tusilago)

Flos farfara

analisis de
2p-postetiquetado/HPLC de
aductos de ADN derivados de
DHP en higados de ratas
hembras

(Para confirmar los resultados
se hizo el metabolismo
microsomal de higado de rata
in vitro pero no se describe)

Riddellina: 1 nmol

Extracto de raiz de
consuelda: equivalente a 2.28
nmol riddellina

Aceite compuesto de
consuelda: eq. to 13.1 nmol
riddellina

Hoja de consuelda, tableta:
no AP

Hoja de consuelda, pepsina:
no AP

Extracto de raiz de tusilago:
eq. a 1,86 nmol riddellina

Tusilago: eq. a 2,66 nmol
riddellina

Flos farfara: eq. a 6,66 nmol

Riddellina (pos contr):1350+127
ad./10® nucl .

Extracto de raiz de consuelda:
22.0+3.8 ad./10® nucl.

Aceite compuesto de consuelda:
31.9+5.1 ad./10° nucl.

Extracto de raiz de tusilago:
12.9£7.3 ad./10° nucl.

Flos farfara: 7.443.2 ad./10® nucl.

Chou and Fu, 2006
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riddellina

(no se menciona la
consuelda)

No se detectaron aductos de ADN
derivados del DHP en las hojas de
consuelda, la consuelda o el
tusilago

(El metabolismo in vitro mostro
resultados analogos)

Riddellina

Consuelda

(no se conocen la pureza ni la
composicion exacta)

Se compararon la expresion
en los genes y procesos de
funciones bioldgicas en el
higado de las ratas con chips
de ADN vy andlisis
computarizado de datos,
respectivamente

1 mg/kg riddellina
(5x/semana) durante 12
semanas

alimentacion con 8% de raiz
de consuelda durante 12
semanas

Espectro comparable de mutacion
entre la consuelda y la riddellina

Fuerte correlacion entre la
expresion genética de
modificaciones causadas por la
riddellina y la consuelda,
especialmente en los genes
metabolizantes y los genes
relacionados con el cdncer

Guo et al. 2007

Consuelda (simfitina,
7-acetil-licopsamina,
7-acetilintermedina)

(no se conoce la composicion
exacta)

Determinacion de frecuencias
mutantes (MF) en el higado
de ratas machos

Comparacion del tipo de
mutaciones inducidas por la
consuelda con la riddellina
(Mei et al., 2004)

alimentacion con 2% de raiz
de consuelda durante 12
semanas

MF consuelda = 146 £ 15 x 10_6
MF contro1 = 30 £ 16 x 10_6

No se observaron diferencias
significativas entre los espectros de
mutaciones (principalmente
G:C~>T:A transversion) inducidos
por la consuelda y la ridelina

Strong indicd que las mutaciones
inducidas por la consuelda se deben
a la presencia en la misma de AP

Mei et al. 2005

Consuelda (no se conoce la

Determinacion de frecuencias

alimentacion con 8% de raiz

MF =139 +35x 10°

Mei et al. 2006
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composicion exacta)

mutantes (MF) y andlisis de
secuencias en el higado de
ratas machos (comparacion
con Mei et al., 2005)

Anadlisis con chip para
estudiar la expresion de las
modificaciones genéticas

de consuelda durante 12
semanas

(comparable con una alimentacion
con 2% de consuelda)

El espectro de mutacion de la
alimentacion de 8% fue
considerablemente diferente del de
control, pero no del espectro de
mutacion de la alimentacion con
2%

La exposicion a la consuelda
modifico la expresion de los genes
que particpan en el metabolismo,
lesion de las células edoteliales y
lesion hepatica y anormalidades
hepaticas, incluida fibrosis del
higado y cancer

Riddellina (>97%)

Analisis genético con chips
para estudiar los perfiles de
expresion genética del higado
de ratas hembras

1 mg/kg pc (5 dias/semana)
durante 12 semanas

Los genes modificados por la
riddellina participaron
principalmente en cancer, muerte
celular, desarrollo tisular,
movimiento celular, morfologia
tisular, sefialacion e interaccion de
célula a célula, y crecimiento y
proliferacion celular

Mei et al. 2007a

Consuelda (simfitina,
7-acetil-licopsamina,
7-acetilintermedina)

(no se conoce la composicion
exacta)

Determinacion de frecuencias
mutantes (MF) y andlisis de
secuencias en pulmon de ratas
machos

alimentacion con 8% de raiz
de consuelda durante 12
semanas

MPF consuetda= 47,7 = 8,9 x 10-6
MF control = 33,8 + 9,6 X 10_6

El espectro de mutacion de la
consuelda (principalmente

Mei and Chen 2007b




CX/CF 11/5/14

55

transversion G:C>T:A) fue muy
diferente del de control, pero
comparable al espectro de mutacion
de la riddellina y al de la consuelda
observados en el higado de las ratas

Sin embargo,se observaron otras
mutaciones también lo que inica
que otros compuestos que hay en la
consuelda pueden intervenir en la
mutagenicidad pulmonar

Retrorsina (pureza
desconocida)

Metabolismo in vitro de
retrorsina en microsomas de
higado, pulmon, rifién y bazo
de rata hembra en presencia o
ausencia de
triacetilolandomicina (TAO,
liver enzyme CYP3A
inhibitor) and dexamethasone
(liver enzyme inducer)

Analisis de
32p_postetiquetado/HPLC de
aductos de ADN derivados de
DHP en higado de rata
hembra (in vivo) y en
microsomas de higado de rata
(in vitro)

In vitro

Retrorsina: 2 pmol

Microsomas hepaticos

Tasa de formacion de DHP del
metabolismo de la retrosina en
presencia de 1,7 veces mas elevado
que en ausencia de dexametasona

Formacion de DHP de 67% (con
dexametasona) reducida en
presencia de TAO

Formacion de 29% de N-6xido de
retrorsina (con desametasona) y
reduccion del 30% (sin
dexametasona) en presencia de
TAO

Se encontraron los mismos aductos
de ADN derivados de DHP con
metabolismo microsomal de

Wang et al. 2005a
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In vivo

1.0 mg/kg/dia durante 3 dias
seguidos

retrorsina que con la riddellina
(control positivo)

Microsomas extrahepaticos

Las actividades de enzimas
metabolizadoras de la retrorsina
tanto inducidas por dexametasona
como en microsomas de ratas de
control, muy inferiores en
comparacion con miscrosomas
hepaticos

In vivo

Se encontraron los mismos aductos
de ADN derivados de DHP con
metabolismos de retrorsina in vivo
que con la riddellina (control
positivo)

Riddellina (N-6xido)

Retrorsina (N-6xido)

Monocrotalina (N-6xido)

(purezas confirmadas)

Metabolismo in vitro en
microsomas de rata hembra y
humanos en condiciones
oxidativas e hipdxicas y con o
sin troleandomicina (TAO,
inhibidor de enzima hepatica
CYP3A)

analisis
32p_postetiquetado/HPLC  de

In vitro

N-6xido de monocrotalina:
1.5 pmol

N-o6xido de riddellina y N-
oxido de retrorsina: 1.4 pmol

In vitro

Tanto el DHP como los AP
parentales correspondientes son
metabolitos mayores del
metabolismo microsomal de
N-o6xidos de AP de laratay los
seres humanos

En condiciones de oxidacion, se

Wang et al., 2005b




CX/CF 11/5/14

57

aductos de ADN derivados de
DHP en higados de ratas
hembras (in vivo)

In vivo

Riddellina, retrorsina y

N-6xido de monocrotalina:

2,9 umol/kg/dia durante 3
dias seguidos

Monocrotalina: 3,0
pmol/kg/dia

inhibe la reduccién de N-o0xido-AP
al compuesto parental, mmientras
que en condiciones hipdxicas
disminuye la formacion de DHP

La TAO inhibi6 la formacion de
DHP un >70%, meintras que no
intervino en la reduccion del
N-6xido

El nivel de actividad las enzimas
microsomales de las ratas y los
seres humanos es comparable

La tasa del metabolismo in vitro
presenta el siguiente orden:
riddellina > retrorsina >
monocrotalina

In vivo

Niveles de aductos de ADN (in
vivo) derivados de DHP:

Riddellina:118+17ad./10"nucl.

Retrorsina:110+18ad./10 nucl.

Monocrotalina:55,2+1ad./1 0’nucl.
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N-6xido de riddellina y
N-6xido de retrorsina: 2,7
umol/kg/dia

N-6xido de riddellina:
39,940.6ad./10"nucl.

N-o6xido de retrorsina:
11,5+0.1ad./10 nucl.

N-6xido de monocrotalina:
9,2+0,1ad./10"nucl.

Riddellina (pureza
desconocida)

Metabolismo de la riddellina
por microsomas del higado de
ratas y de seres humanos en
presencia o ausencia de
triacetiloleandomicina (TAO,
inhibidor de la enzima
hpeatica CYP3A)

analisis
32p_postetiquetado/HPLC de
aductos de ADN derivados de
DHP formados del
metabolismo microsomal
hepatico de ratas y humanos

0,1 mM

Los principales metabolitos de la
riddellina fueron N-6xido de
riddellina y DHP a consecuencia
del metabolismo microsomal
hepatico tanto de ratas como de
seres humanos

Los parametros cinéticos V. en
K, del metabolismo microsomal
hepatico humano fueron
comparables a los del metabolismo
microsomal hepético de la rata

Se detectd el mismo conjunto de
ocho aductos de ADN derivados de
DHP después del metabolismo
microsomal hepatico de ratas y
seres humanos

En presencia de TAO, se redujo la
formacion de DHP y N-oxido de
riddellina un 48% y 92%,

Xia et al. 2003
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respectivamente
Lasiocarpina (>99%) Metabolismo in vitro de 0,2 mM Se formaron los mismos aductos de | Xia et al. 2006
lasiocarpina en microsomas ADN derivados de DHP por
hepaticos de ratas hembras en metabolismo de lasiocarpina que
Riddellina (pureza presencia o ausencia de con riddellina (pos. control)
desconocida) ketoconazol o
troleandomicina (TAO)
(inhibidores ambos de la Nivel de aductos de ADN derivados
enzima hepatica CYP3A) y de DHP:
dexametasona (inductor de Riddellina:10,2+3 3ad./10°nucl.
enzima hepética)
Lasiocarpina:10,1+3,3d./1 0°nucl.
analisis
32p_postetiquetado/HPLC de La formacion de DHP por
aductos de ADN derivados de microsomas hepaticos después de
DHP formados por tratamiento con dexametasona 1,6
metabolismo microsomal veces mas y 3,47 veces mas para
hepatico de rata rata macho y hembra
Tanto el ketoconazol como la TAO
redujeron la formacién de DHP de
un 85% a un 92%
Heliotrina analisis 0,2 mM Se form¢ el mismo conjunto de Xia et al. 2008

Riddellina (N-6xido)

Retrorsina (N-6xido)

Monocrotalina

32p_postetiquetado/HPLC de
aductos de ADN derivados de
DHP formados por
metabolismo microsomal
hepatico de rata

aductos de ADN derivados de DHP
por metabolismo de heliotrina en
comparacion con el de riddellina

Niveles realtivos de formacion de
aductos ADN-DHP:

Riddellina:38.5+23.2add/10%nucl =
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(pureza desconocida)

Lasiocarpina > Retrorsina:
196+22,8ad./10*nucl.

> Monocrotalina:

88.7£2,7ad./1 0*nucl. = Retrorsina
N-oxide: 76+8,5ad./ 10%nucl. >
Riddellina N-6xido:

66+10,8ad./1 0%nucl. > Heliotrina
23,1+8,3ad./10*nucl

Retronecina (N-6xido)

Riddeliina (N-6xido)

Dehidroretronecina (DHR/
(DHP))

(pureza desconocida)

analisis
32p_postetiquetado/HPLC de
aductos de ADN derivados de
DHP formados por
metabolismo microsomal
hepatico de rata (in vitro) y de
metabolismo (in vivo)

In vitro

Riddellina, N-6xido de
riddellina, retronecina,
N-oxido de retronecina: 0.31
mg en 50 uL DMSO

In vivo

Riddellina y N-6xido de
riddellina: 3 pmol/kg/dia
durante 3 dias seguidos

Retronecina y N-6xido de
retronecina: 6 pmol/kg/dia
durante 3 dias seguidos

El metabolismo de la retronecina, el
N-6xido de retronecina, la
riddellina y el N-6xido de
riddellina, in vitro e in vivo
produjeron perfiles comparables de
aductos ADN-DHP

Niveles relativos de formacion de
aductos ADN-DHP: DHR >
riddellina > N-6xido de riddellina
>> retronecina > N-6xido de
retronecina

Yan et al. 2008

Riddellina (pureza
desconocida)

Metabolismo in vitro de
microsomas hepaticos de rata
hembra en presencia o
ausencia de fenobrbital
(activacion metabolica)
analisis
32p_postetiquetado/HPLC de
aductos de ADN derivados de

In vitro
2 pmol en 50 uL. DMSO

In vitro

El metabolismo de la riddellina
mejord después del tratamiento con
fenobarbital

Se formaron los mismo ocho
aductos de ADN después del

Yang et al. 2001
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DHP formados por
metabolismo microsomal
hepatico de rata (in vitro) y de
metabolismo (in vivo)

In vivo

0,01, 0,033, 0,1, 0,33, 1,0
mg/kg/dia (5 dias/semana)
durante 3 o0 6 meses

metabolismo de riddellina como
reaccion DHR posterior con ADN

In vivo

Se encontr6 un perfil del aducto de
ADN similar in vivo que in vitro

Se obtuvo una relaciéon
dosis-respuesta entre la dosis y la
cantidad del total de aductos de
ADN
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ANEXO I11: Métodos de extraccion de los AP en plantas, alimentos y piensos

Producto

| Método de extraccién

| Observaciones

| Referencias

Plantas

Hierba de Santiago

A temperatura ambiente con una solucion de 2% de
acido formico en una relacion de peso/volumen de
1,2:1,0 durante 1 h'y con 0,25 M de acido sulfurico en
una relacion peso/volumen de 1,5:100 por 1 h. Se
obtuvieron extracciones comparables con ambos
solventes.

Usado en combinacién con dos métodos de
deteccion (GC-NPD y LC-MS/MS). El acido
formico presenta la ventaja de ser compatible
con el analisis de LC-MS/MS.

Joosten et al., 2010

Senecio comun

0,05M de acido sulftrico en 30 min a temperatura
ambiente

Hartmann and Toppel, 1987

Hojas de consuelda

Remojar en agua caliente (a 90°C) durante 5 min en
una relacion peso/solvente de 1:100.

Se extrajeron con eficacia los N-6xidos de
AP con este método.

Oberlies et al., 2004

Consuelda

Metano/agua 1:1 en una relacion peso/volumen de
1:60 a 65°C durante una hora.

La extraccion también se hizo con un sistema
de extraccion a presion con agua caliente,
pero la obtencion fue menor.

Liu etal., (2009)

Raiz de consuelda en
polvo

Metanol/agua 30/70 v/v con 5% écido acético con bafio
ultrasonico a 45°C por 45 min. Se uso una relacion
peso/solvente de 1:50.

Altamirano et al., 2005

Especies de sinfito,
tusilago, petasitas,
emilias y dorénicas

Solucion de 1% de acido tartarico con metanol por 2 h
a temperatura de reflujo, o decoccion de las hojas en
agua hirviendo durante 15 min en una relacion
peso/solvente de 1:40.

Mroczek et al., 2002

Tusilago Las extracciones mas elevadas se obtuvieron con una Se probaron diferentes solventes de extraccion | Lebada et al., 2000
mezca de metanol/agua 50/50 acidificada con acido (agua, metanol y en combinacion con
citrico a un pH 2-3. Se extranjo material vegetal modificadores 4cidos y alcalinos) para
durante 15 min a una temperatura reflujo en una optimizar la extraccion de AP.
relacion peso/volumen de 1:60.
Tusilago Se obtuvieron mejores resultados con una mezcla de Comparacion de extraccion con microondas Jiang et al ., 2009

metanol/agua 1:1, acidificada con acido clorhidrico a
un pH 2-3.

(15 min), extraccion con agua caliente a
presion (50 min) y extraccion bajo reflujo (60
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min). Con todos los métodos se obtuvieron
recuperacioens andlogas.

Qianliguang Extraccion ultrasonica con 0,2% HCI por 40 min en Zhang et al., 2008
(medicamento herbal una relacion peso/solvente de 1,2:100.

chino)*

Medicamentos Metano/agua 1:1, acidificada con acido citrico a un pH Yuetal., 2005

herbales chinos*

de 2-3 por 30 min a temperatura de reflujo a una
relacién peso/volumen de 1:60.

Gynura segetum
(medicamento herbal
chino)*

Metano/agua 1:1, acidificada con acido citrico (pH
2-3) a temperatura ambiente por 30 min a una relaciéon
peso/solvente de 1:50.

Qietal., 2009a

Miel y polen
Miel Mezclas de 0,05 M acido sulfirico/metanol en una La adicién de un alto porcentaje de metanol Betteridge et al., 2005
relacion peso/volumen de 1:1,5. produjo un precipitado.
Miel Dilucién con agua a una relacidén peso/volumen de 1:2. Beales et al., 2004
Miel 0,05 M de 4cido sulfurico a una relacion peso/volumen Kempfet al., 2008
de 1:1,5.
Miel Dilucién con 0,05 M acido sulfiruci en una relacion de Crews et al., 1997

2:1 peso/volumen por 1 h a temperatura ambiente.

Polen de miel de
Echium

0.05 M de 4cido sulfurico a una relacion peso/volumen
de 1:100 por 4 h a temperatura ambiente.

Boppré et al., 2005

Polen de miel

0.05 M de 4cido sulfurico a una relacion peso/volumen
aprox. de 1:30 por 16 h. El polen con contenido bajo de
AP se extrajeron en una relacion peso/volumen de 1:10
durante 30 h.

Boppré et al., 2008

Miel

Dilucién con agua en una relacion peso/volumen de
1:4 y extraccion liquido-liquido con acetonitrilo
después de anadir sales de QUEChERS.

Kempfetal., 2011

Polen molido

0.05 M de acido sulfurico para extraer en una relacion
peso/volumen de 1:15 en 24 h.

Kempfetal., 2010

* Las compilaciones de las hierbas medicinales chinas que contienen APs estin disponibles (Roeder, 2000; Fu et al, 2007; Roeder and Wiedenfeld, 2009)
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Piensos

Forrajes Extracciéon con 2% de 4acido férmico por 30 m a Mulder et al., 2009
temperatura ambiente a una relacion peso/solvente de
1:20.

Otros

Heces de bovino Extraccion con 2% de 4cido foérmico por 30 m a Hoogenboom et al. 2011
temperatura ambiente a una relacion peso/solvente de
1:20.

ANEXO IV: Métodos de limpieza de extractos que contengan AP

Método de limpieza | Tipos de extractos | Observaciones

| Referencias

Extraccion liquido liquido (LLE)

Los agentes reductores utilizados Hierba de Santiago La LLE con solventes

fueron polvo de zinc y clorinados como el
metabisulfito de sodio. LLE con diclorometano requiere
diclorometano en columnas reduccion de los N-6xidos de
Extrelut. AP polares a las aminas

terciarias antes de la LLE. Se
obtuvieron resultados
relativamente mas altos con
polvo de zinc en comparacion
al metabisulfito de sodio.

Joosten et al., 2010

Reduccion del extracto de la planta | Varias especies de hierba cana
en polvo de zinc en 0,05M de
acido sulftrico, seguido de LLE en
columna Extrelut con
diclorometano

Hartmann and Toppel,, 1987, Hartmann and
Witte, 1992, Hartmann and Dierich, 1998

Reduccion con polvo de zinc, Miel
seguida de LLE en columna
Extrelut con
diclorometano/metanol (95:5)

Crews et al., 1997.
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Extraccién en fase sélida

EFS con intercambio catidnico
(SCE) para los AP y NOAP

Especies de Symphytum,
Tussilago, Petasites, Emilia y
Doronicum

Mroczek et al., 2002

Cartuchos de SCE para extraer los
AP y NOAP de extractos acidos
acuosos

Buglosa o flor morada

Colegate et al., 2005

Cartuchos de SCE para extraer los
AP y NOAP de extractos acidos
acuosos

Miel

Beales et al., 2004, Betteridge, 2005

EFS con cartuchos de SCE

Polen de viborera y otras
especies

Boppré et al., 2005, Boppré et al., 2008

Cartuchos de SCE Miel y polen Kempf et al., 2008, 2010
Columnas de SPE en linea con Miel Kempfetal., 2011

C18

Cartuchos para SPE poliméricos Forrajes Mulder et al. 2009

neutrales

Cartuchos para SPE poliméricos
neutrales

Orina y heces de bovino

Hoogenboom et al. 2011

65
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ANEXO V: Métodos de separacion y deteccion de AP

Método Producto AP LOD Observaciones Referencias
original
GC
° GC-EI-MS de Aceite de | AP de Borago 20 ng/g Wretensjo and Karlberg, 2003
*g _ | AP derivados borraja y partes | officinalis
g _'és de la p?anta de
T e la borraja
Método de GC- | Miel y polen Retronecina, 3 ng/g Este método no se Kempf et al. (2008, 2010)
MS. Los base de necina (LOD) aplicable a los AP
diversos AP principal de 10 ng/g del tipo de
primero se muchos AP: (LOQ) otonecina.
reducen a su determinacion de
ic) estructura la suma de AP.
S esencial de
> necina y después
2 se derivan y
= analizan
Meétodo de GC. Fluido del Retronecina, 90 ng/ml Hovermale and Graig, 1998
= Es necesario rumen de oveja | base central de
£ hacer la necina de
& derivacion antes muchos AP
S del anélisis para
) volatilizar la
= base de necina
LC-MS
° LC-MS/MS con | Hierba de APy N-6xidos | 200-500 Practicamente no se | Joosten et al. (2010)
© _ | puente de C18 Santiago de AP de ng/g requiere tratamiento
'§ _‘é’ RP HPLC a pH Senecio previo de las
Fe |1l jacobaea muestras.

66
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LC-IT-MS con Hierba de APy N-oxidos | Aprox 1000 | Método Crews and Anderson, 2009, Crews et al.
columna de C18 | Santiago de AP de ng/g semicuantitativo 2009, Hough et al., 2010
RP HPLC Senecio para supervisar la
jacobaea degradacion de los

AP con la

elaboracion de

compostas.
LC-IT-MS con Coltsfoot AP de Tussilago | Aprox. 500 Jiang et al., 2009
columna de C18 farfara ng/g
RP HPLC
LC-IT-MS con Consuelda AP y N-6xidos LOQ 100 Liu et al. (2009
columna de C18 de AP de ng/g
RP HPLC Symphytum
LC-IT-MS con Raiz de APy N-oxidos | ?? Método para Wauilloud et al. (2004)
columna de C18 | consueldarusa | de AP de identificar nuevos
RP HPLC Symphytum AP
LC-IT-MS con Productos APy N-o6xidos 7? Analisi cualitativo Altamirano et al. (2005)
columna de C18 | comerciales de | de AP de
RP HPLC consuelda Symphytum
LC-IT-MS con | Dos especies de | APy N-6xidos | 7? Meétodo para Mroczek et al., 2004
columna de C18 | Onosmay de AP de Emilia identificar nuevos
RP HPLC a pH Emilia y Onosma AP

elevado
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LC-IT-MS con | Buglosao flor | APy N-o6xidos 7? Meétodo para Colegate et al (2005)
columna de morada de AP de identificar nuevos
Aqua C8 RP Echium AP
HPLC
LC-IT-MS con | Gynura APy N-6xidos 7? Meétodo para Qi et al (2009)
columna de C18 | segetum de AP de identificar nuevos
RP HPLC (Hierba Gynura segetum AP
medicinal
china)
LC-MS/MS con | Qianliguang APy N-oxidos | 690 ng/g Lietal., 2008;
columna de C18 | (Hierba de AP de
RPHPLC apH | medicinal Senecio
elevado china) scandens
LC-IT-MS con | Qianliguang APy N-o0xidos | 50-100 ng/g Zhang et al., 2008
columna de C18 de AP de
RP HLPC Senecio
[ scandens
2
2 LC-IT-MS con | Produtos APy N-6xidos 1 ng/ml en Cao et al (2008)
g columna de herbales de AP de extracto
3 Aqua C18 RP Symphytum y
e HPLC Senecio
o scandens
LC-MS con Miel AP de Senecio | 2 ng/g Reduccion de N- Crews et al., 1997
columna jacobaea oxidos de AP antes
polimérica de del analisis
HPLC
c
% LC-IT-MS con Miel AP de Echiumy | Aprox. 1,5 | Reducciéon de N- Beales et al., 2004;
i columna de C8 Heliotropium ng/g oxidos de AP antes
= RP HPLC del analisis
p
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Productos

animales

LC-IT-MS con | Miel APy N-6xidos Aprox. 1.5 Betteridge et al., 2005
columna de de AP de ng/g
Aqua C18 RP Echium
HPLC
LC-IT-MS con | Polen APy N-o6xidos ?7? Meétodo de Boppré et al., 2005; Boppré et al 2008
columna de de AP de polen identificacion de
Aqua C18 RP de Echium, nuevos AP
HPLC Eupatorium,
Senecio
jacobaea y S.
ovatus
LC-MS/MS con | Forrajes APy N-o0xidos | 5-10ng/g Mulder et al., 2009
puente de CI18 de AP de
» | RP UPLC a pH Senecio
3 11 jacobaea, S.
Ea vulgaris y S.
o inaequidens
LC-MS/MS con | Leche de APy N-oxidos LOQ 0,05- Hoogenboom et al., 2011
puente de C18 bovino de AP de 0,2 ng/ml
RP UPLC Senecio
jacobaea
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Otros

LC-ToF-MSy
LC-IT-MS con
columna de C18
RP HPLC

Suero, orina y
bilis de rata

Metabolitos de
AP de Senecio
scandens

LOQ 0,6-1,2
ng/ml

Método para
identificar nuevos

AP y metabolitos de

AP.

Xiong et al., 2009a, 2009b

LC-MS/MS con
puente de C18
RP UPLC a pH
11

Orina, heces de
bovino

APy N-oxidos
de AP de
Senecio
jacobaea

LOQ 0.2-0.5
ng/ml

Hoogenboom et al., 2011
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ANEXO VI: Datos sobre la presencia de AP en grupos de alimentos
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Roth.)

Plantas con AP (AP | Producto Origen Concentracién Concentracion | Concentracion | Método analitico | Referencia
analizados) media minima maxima utilizado
(LD/LC)
Total de AP Ensilado de Paises Bajos <10 pg/kg - 28 ug/kg Basado en Mulder et
pastos LC-MS/MS al., 2009
Ensilados <10 pg/kg - <10 pg/kg (LOD= 10 pg/kg)
premarchitados
Paja <10 pg/kg - <10 pg/kg
Reserva 22 ng/kg - 549 ng/kg
natural de paja
Pastos secos <10 pg/kg - <10 pg/kg
Pasto 21 pg/kg - 288 ug/kg
granulado
Paja, alfalfa 411 pg/kg - 3 524 pg/kg
seca
Alfalfa 476 ng/kg - 5401 pg/kg
granulada
«» | Senecio de Madagascar | Tallos, hojas, Hawai, Maui, | 874 png/g 217 pgl/g 1990 pg/g GC-MS (no se | Gardner et
< | (Senecio flores islas de Hawai conocen el LC ni | al., 2006
= | madagascariensis) el LC)
@ | (Total de AP)
% Canamo de la India Semillas Asia 1,87 pmol/g 0,8 umol/g 3,8 umol/g HPLC-UV-ELSD | Ji et al,
S | (Crotalaria juncea) sudoriental, (LD= 40 pg), 2005
& | (Total de AP de los que América  del HPLC-UV-MS
8 | solo se encontraron Sur,  AFrica, (LD=1 pg),
@ | junceinay Europa espectroscopia de
~ | tricodesmina) NRM
g Crotalaria Nigeria 96 umol/g - -
ﬁ (Crotalaria spectabilis EE UU 60 umol/g




neglecta (Wight &
Arn.) Baker (quemotipo
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Taxas de Crotalaria Material Queensland, (contenido de AP en GC-MS (no se Fletcher et
(Total de AP) vegetal Territorio del | equivalentes de conocen el LOD | al., 2009

Norte, Western | retrorsina) ni el LOQ)
C. alata Buch.-Ham. ex Australia 0 mg/g 0,06 mg/g
D.Don 0,03 mg/g
C. aridicola subesp. 13,6 mg/g 7 mg/g 22 mg/g
densifolia A.E.Holland
C. brevis Domin 0,03 mg/g 0 mg/g 0,15 mg/g
C. crispata F.Muell. ex 7,7 mg/g 3 mg/g 21 mg/g
Benth.
Crotalaria 0,06 mg/g 0,04 mg/g 0,08 mg/g
cunninghamii R.Br.
subesp. cunninghamii
C. dissitiflora Benth. <LOD <LOD <LOD
subesp. dissitiflora
C. goreensis Guill. & 4,5 mg/g 0,3 mg/g 14 mg/g
Perr.
C. grahamiana Wight & 1,3 mg/g 1,3 mg/g 1,3 mg/g
Arn,
C. incana L. subesp. 0,04 mg/g 0,04 mg/g 0,04 mg/g
incana
C. incana subesp. 0,03 mg/g 0,03 mg/g 0,03 mg/g
purpurascens (Lam.)
Milne-Redh.
C. lanceolata E.Mey. <LOD <LOD <LOD
subesp. Lanceolata
C. medicaginea var. 2,2 mg/g 0,7 mg/g 4 mg/g
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1)

C. medicaginea var.
neglecta (Wight &
Arn.) Baker (quemotipo
2)

C. medicaginea var.
neglecta (Wight &
Arn.) Baker (quemotipo
3)

C. mitchellii Benth.
subesp. mitchellii

C. montana var.
angustifolia (Gagnep.)
Niyomdham

C. montana var. exserta
(Domin) A.E.Holland

C. novae-hollandiae
subesp. crassipes
(Hook.) A.E.Holland

C. novae-hollandiae
subesp. lasiophylla
(Benth.) A.T.Lee

C. novae-hollandiae
DC. subesp. novae-
hollandiae (chemotype

1))

4,6 mg/g 0 mg/g 11 mg/g
6,8 mg/g 6,8 mg/g 6,8 mg/g
0,5 mg/g 0,3 mg/g 0,7 mg/g
0,1 mg/g 0 mg/g 0,3 mg/g
<LOD <LOD <LOD

2,3 mg/g 2.3 mg/g 2,3 mg/g
0,2 mg/g 0 mg/g 0,6 mg/g
0,6 mg/g 0,1 mg/g 1,4 mg/g
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C. novae-hollandiae 6,0 mg/g 0,3 mg/g 23 mg/g

DC. subesp. novae-

hollandiae (chemotype

2)

C. novae-hollandiae 0,4 mg/g 0,2 mg/g 0,7 mg/g

DC. subesp. novae-

hollandiae (chemotype

3)

Crotalaria pallida var. 0,1 mg/g 0 mg/g 0,2 mg/g

obovata (G.Don) Polhill

C. ramosissima Roxb. 22,3 mg/g 11 mg/g 71 mg/g

C. retusa L. var. retusa 12,2 mg/g 0,5 mg/g 31 mg/g

Crotalaria spectabilis 0,6 mg/g 0,6 mg/g 0,6 mg/g

Roth.

Crotalaria verrucosa L. 0,01 mg/g 0 mg/g 0,05 mg/g

Crotalaria zanzibarica 0,3 mg/g 0,3 mg/g 0,3 mg/g

Benth.

Senecio scandens Hierba, flor, Diferentes 32,56 ng/g (herb) 109,9 ng/g HPLC-MS Zhang et

(Adonifolina) tallo delgado, | lugares de (hierba) (LOD=0.5 al., 2008
tallo grueso, China 261,6 pg/g (flower, 4,000 pg/g ng/ML; LOQ=
raiz, hoja n=1) (hierba) 1,0 ng/mL)

Medicamentos herbales

85,90 pg/g (slim
stem, n=1)

43,81 pg/g (tallo
grueso, n=1)

31,48 pg/g (root,
n=1)

15,61 pg/g (leaf,
n=1)
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Charmac Harina Afganistan Heliotrina 0,16 LC/MS/MS Kakar et al.,
(Heliotropium popovii) | (contaminada) | occidental mg/kg 2010
(Heliotrina N-o6xido de
(N-0xido), lasiocarpina) heliotrina 5,4 mg/kg

Lasiocarpina 0,045
mg/kg
Harina Afganistan Heliotrina 0,07 Kakar et al.,
(control) occidental mg/kg 2010
B N-6xido de
S heliotrina 2,6 mg/kg
o Lasiocarpina 0,025
O mg/kg
Hierba cana oriental Polen, flores o | Alemania, de 4,1 mg/g (polen) 5,2 mg/g GS-MS (polen Kempf et
(Senecio vernalis) calices de flor | mercadosy 2,3 mg/g (flores o (polen, flores) | floral) al., 2010a
(Total de AP) venta minorista | célices de flores)
en Europa, por GC-MS de alta
Hierba de Santiago internet de los | 3,3 mg/g (polen) - resolucion
(Jacobaea vulgaris) EE UU, 3,4 mg/g (flores) (productos de
(Total de AP) México, Nueva polen; LOD=
Cafiamo silvestre Zelandia, Asia | 0,6 mg/g (polen) 2,9 mg/g (polen) | - 0,003 ng/g;
(Eupatorium 4,2 mg/g (flores) 1,0 mg/g (flores) LOQ=0,01 pg/g)
cannabinum)
(Total de AP)
Viborera 0,9 mg/g (polen) - -
(Echium vulgare) 2,0 mg/g (flores)
(Total de AP)
Orquideas 0,6 mg/g (polen) - -
(Phalaenopsis hybrids) 4,4 mg/g (flores)
(Total de AP)
Productos de polen 5,17 ng/g - 16,35 pg/g
(Total de AP)
< | Hierba de Santiago Miel - 3.4 ugl/g - 3,9 ng/g GC-MS (Deinzer | Kempf et
S | (Jacobaea vulgaris) etal., 1977) al.,2010b
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(Total de AP)

Buglosa/flor morada
(Echium plantagineum)
(Total de AP)

Helliotropo azul
(Heliotropium
amplexicule)
(Total de AP)

Heliotropo europeo
(Heliotropium
europaeum)

(Total de AP)

Viborera
(Echium vulgare)
(Total de AP)

Viborera
(Echium vulgare)
(Total de AP)

0,02 png/g 1,08 pg/g 0,06 png/g LC-MS (MAFF,
1995; Crews et

<0,002 pg/g 0,3 ug/g - al., 1997)

0,95 ng/g - 1,5 ug/g

0,58 ng/g - 0,95 ng/g GC-MS
(Culvenor et al.,
1981)

0,91 pg/g - 2,63 ug/g LC-MS (Beales
et al, 2004;

0,27 ng/g - 1,03 pg/g 558%5 et al,

0,81 pg/g - 1,65 pg/g LC-MS (Beales
et al, 2004;
Beales et al,
2007)

0,19 ng/g - 0,25 ng/g LC-MS (Beales
et al, 2004
Beales et al,
2007)

0,39 ng/g - 1,3 pg/g LC-MS (Beales
et al, 2004;
Beales et al.,
2007)

0,79 ng/g - 2,85 ng/g LC-MS

(Betteridge et al.,
2005)

Hierba de Santiago
(Jacobaea vulgaris)
(Total de AP)

Polen floral,
cargas de
polen

0,175 mg/g (polen
floral, equiv. de
senecionina )

GC-MS (Budde
etal., 2004)
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Buglosa/flor morada
(Echium plantagineum)
(Total de AP)

Viborera
(Echium vulgare)
(Total de AP)

Canamo silvestre
(Eupatorium
cannabinum)
(Total de AP)

Senecio alpino

0,8 mg/g (polen
floral, equiv. de
lasiocarpina)

0,1 mg/g (cargas de
polen, equiv. de
lasiocarpina)

LC-MS (Boppré
etal., 2008)

0,028 mg/g (cargas
de polen, equiv. de
lasiocarpina)

0,006 mg/g (cargas
de polen, equiv. de
lasiocarpina)

LC-MS (Boppré
etal., 2008)

8,2 mg/g (polen
floral, equiv. de
lasiocarpina)

14 mg/g (polen
floral, equiv. de
lasiocarpina)

LC-MS (Boppré
etal., 2005)

0,35 mg/g (cargas de
polen, equiv. de
lasiocarpina)

LC-MS (Boppré
etal., 2008)

0,120 mg/g (cargas
de polen, equiv. de
lasiocarpina)

LC-MS (Boppré
et al. 2008)

0,155 mg/g (polen

LC-MS (Boppré

(Senecio alpinus) floral, equiv. de et al. 2008)
(Total de AP) lasiocarpina)
0,07 mg/g (cargas de -
polen, equiv. de
lasiocarpina)
Total de AP (=2 pg/kg) | Honey Paises Bajos 6,8 ng/kg 365 ng/kg LC-MS/MS RIVM,
based (LOD= 2 | 2007
ng/kg) (van | (VWA)
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Rhijn, 2007)
Total 16 PAs and N- Miel (cruda) Importaciéon 36 ng/kg - 3,3 mg/kg LC-MS/MS Raezke,
oxidos (=1 pg/kg) (LOD = 0.5 | unpublished
ng/kg; LOQ = 1 | data 2010;
ng/kg) Kempf et
al., 2011
Total 16 AP y N-oxidos | Miel Alemania 9,1- 229 png/kg (4 - 31-150 pg/kg | LC-MS/MS Raezke
=1 pg/kg) (menudeo) estudios) (LOD=0,5 2010a,
pg/kg; LOQ =1 unpublished
ng/kg) data
Intertek
Food
Services
GmbH,
2010
Hierba de Santiago Leche (vacas) | - 0,840 mg/1 (medio - - - Dickinson
(Jacobaea vulgaris) mas alta) et al., 1976,
(0.16% PA, 10 cited by
mg/kg/day) WHO 1988
Hierba de Santiago Leche (cabras) | - 0,381 mg/l <2 ng/kg 0,530 mg/1 - Dickinson
2 | (Jacobaea vulgaris) et al., 1980,
8 | (0.16% PA, 10 cited by
— | mg/kg/day) WHO 1988
Crotalaria novae- Higado, rifién, | Norte de - - 250 pg/kg LCMSMS Fletcher et
hollandiae subesp. corazon, Australia (musculo) al., 2010
novae-hollandiae musculo 2500 pg/kg
Chemotype 2 (terneras) (higado)
(Total de AP and (entre el rifion
adducts) y el corazén)
Heliotropo azul Higado, rifién, | Norte de - - <LOQ (1 LCMSMS
o | (Heliotropium corazon, Australia ng/kg)
£ | amplexicaule) musculo
8 (Total de AP y aductos) | (terneras)
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Adelfilla Higado, rifiéon, | Norte de 400 pg/kg LCMSMS

(Senecio brigalowensis) | corazon, Australia despues de 3

(Total de AP y aductos) | muisculo semanas, 40
(terneras) ug/kg despuies

de 6 semanas
(higado)
(rifion,
corazon,
musculo por
debajo de ese
valor)

Total de AP Higado y rifién | - 73 ng/kg - Edgar,
(animales unpublished
domésticos) data, cited

by ANZFA
2001
Total de AP en el trigo Huevos (pollo) | - 0,168 mg/kg - Edgar and
» Smith,
S 2000, cited
3 by  COT
I

2008
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ANEXO VII Précticas de gestion

Las practicas de gestion se pueden dirigir a:

medidas para prevenir la propagacion de plantas que contengan AP, a nivel regional (principalmente para la
hierba cana);

medidas para prevenir el contacto de animales productores de alimentos con estas plantas, ya que los AP se
transfieren de los piensos a los alimentos;

practicas para reducir los AP en piensos y alimentos contaminados.

A continuacion se presenta un resumen d elos detalles de las practicas de gestion. Las medidas para controlar la
maleza tienen como principal objetivo la hierba de Santiago.

Prevencion de la propagacion de plantas que contienen AP

La principal medida de control de maleza, de conformidad con las buenas practicas agricolas. Segiin la FAO
(FAO, 2007, citado en FAQO, 2010), los métodos més utilizados para combatir la maleza son:

métodos de prevencion (procedimientos legislativos y de cuarentena, y otros en el ambito de la granja);
métodos agricolas (rotacion de cultivos, preparacion de las tierras, uso de cultivos de cubierta, policultivos)
recubrimiento con paja u hojarasca, gestion del agua);

eliminacion mecanica de la maleza (manual o con maquinaria);

métodos quimicos (uso de herbicidas);

métodos bioldgicos (métodos clasicos mediante introduccion de enemigos naturales exdticos y aumentando
la poblacion de los enemigos naturales ya presentes);

otros métodos no convencionales (solarizaciéon del suelo, uso de agua caliente y otros que estdn en
elaboracion).

Control preventivo de maleza

La prevencion de la hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris) necesita menos recursos que el combate de
infestaciones y, por lo tanto, es una buena inversion (McLaren & Faithfull, 20045). Segun los autores, la
prevencion debe comprender las siguientes medidas:

destruccion de plantas aisladas con herbicidas o manualmente, antes de que produzcan semillas;

asegurar que la paja y otros forrajes y semillas para siembra no estén contaminados. Si se tiene que usar
forraje contaminado, sélo debe suministrarse en zonas ya infestadas o en una zona definida que se pueda
tratar enseguida en caso de producirse un brote;

aplicar las mismas normas al suelo, la arena y la grava que se apliquen a los forrajes;

poner en cuarentena el ganado que haya pastado en zonas infestadas porque pueden transportar semillas en
las pezuiias y en el pelo, y en el tuvo digestivo. Revisar la zona en cuarentena con regularidad en busca de
hierba cana;

limpieza de vehiculos, maquinara y equipo después de utilizarse en zonas infestadas;

tomar medidas nternas de cuarentena en las propiedades infestadas. Los productos de zonas infestadas
deberan separarse de los obtenidos en zonas limpias. Mantener zonas de proteccion libres de maleza entre las
tierras infestadas y las que no estén infestadas. Cercar permanente o temporalmente las zonas himedas para
impedir el pastoreo hasta los meses mas secos;

> Este articulo se redactd respecto a la situacion del estado de Victoria, Australia. Como las préacticas se pueden aplicar a
otras regiones, la informacion se tomo en este Anexo.
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- designar zonas, como barrancos y franjas de cobijo, en las que se impida el ingreso del ganado para permitir
un tratamiento eficaz de desyerbe;

- capacitar a contratistas, personal de mantenimiento de los bordes de las carreteras, etc., para que reconozcan
e informen sobre infestaciones, para combatirlas a tiempo y tratarlas en forma que se impida su propagacion;

- meter en costales todos los materiales al retirarlos en flor o semilla, ya que las semillas se desprenden
facilmente de la corola. Las corolas con semillas y el material contaminado de semillas deberan destruirse
con fuego o enterramiento profundo.

Las prioridades de las medidas de control podrian establecerse con el sistema propuesto por Neumann et al.
(2009). Sobre la base de la distancia de la hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris) de un campo o pastizal, se
deterinan tres zonas de riesgo. Cuando el riesgo se clasifica como elevado (0 a 50 m), se recomienda intervenir
de inmediato para combatir las especies de hierba cana (Senecio). Cuando el riesgo es medio (de 50 a 100 m),
una politica de control evitaria que se pase de riesgo medio a riesgo elevado con eficacia. En caso de riesgo bajo
(> 100 m) no se requiere intervencion inmediata.

En 2004 el Departamento para el Medio Ambiente, Alimentos y ASuntos Rurales (Defra) del Reino Unido
publicé un Cédigo de practicas para prevenir la propagacion de hierba cana. El objetivo de este codigo es
combatir la propagacion de la hierba de Santiago donde representa un riesgo reconocible para animales
vulnerables, asi como para la produccion de forrajes (Defra, 2004, citado en COT, 2008).

Control agricola de malezas

Pastizales
La infestacion o presencia de especies de hierba cana en los pastos se puede combatir de la siguiente manera:

- Promoviendo la formacion de un prado continuo y competitivo (Leiss, 2010). Los prados que tienen un
porcentaje elevado de suelo sin cubrir (>25%) presentaron un riesgo 40 veces mas elevado respecto a la
presencia de especies de hierba cana que los prados con menos del 25% de suelo sin cubrir (Suter et al.,
2007).

- Densidades de poblacion pecuaria y regimenes de pastoreo apropiados y/o de irrigacion y fertilizacion de
pastizales. Es mejor el pastoreo en rotacion que continuo, porque éste da lugar a un riesgo significativamente
mas elevado de que se produzcan infestaciones de especies de hierba cana (Suter et al., 2007). El ganado
rumiante, como las ovejas, se pueden "adaptar" a las plantas que contienen AP y se ha recomendado que se
utilicen las ovejas "adaptadas" para combatir especies de plagas como la Crotalaria retusa (Anjos, 2010).

- Fertilizacion de pastizales con superfosfatos o urea (Thompson & Saunders, 1986 citado en Leiss, 2010). La
aplicacion de un elevado contenido de nitrogeno, duplicando el nitrégeno de 50 a 100 kg h/afio reduce la
presencia de hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris) cinco veces y la de senecio de pantano (Senecio
aquaticus) tres veces (Suter et al., 2007; Suter & Liischer, 2008 citado en Leiss, 2010).

- Combinar una alta frecuencia de poda con el uso de nitrégeno adicional. Esto fomenta las especies de pastos
de crecimiento rapido, que resisten la defoliacion frecuente y son competidores fuertes. Esto dificulta mucho
la germinacion y establecimiento de la hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris) (Crawley & Nachapong, 1985
citado en Leiss, 2010).

- Cortar la hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris) al inicio o final de la floracion, asi se reduce el numero de
corolas un 87% (Siegrist-Maag et al., 2008 citado en Leiss, 2010). Se recomienda la primera poda cuando el
50% comiencen a florecer y la segunda cuando la mitad de las plantas restablecidas comiencen de nuevo a
florecer.

Cultivos

Los terrenos de trigo, de mijo, etc., se deben desyerbar antes de la siembra y periédicamente en las primeras seis
semanas del ciclo de crecimiento. Una eliminacion final de la maleza unas dos semanas antes de la cosecha
reduce significativamente la posibilidad de contaminacion de la cosecha con semillas toxicas. En los cultivos de
legumbres, la Uinica opcion puede ser eliminar la yerba mecénica o manualmente (FAO, 210).
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Al desyerbar se debera prestar atencion a las zonas colindantes con el cultivo o pastizal ya que pueden constituir
un deposito de malezas y crear problemas afio tras afio. Las medidas de largo plazo pueden incluir control
biolégico de plagas, pero esto requiere una amplia investigacion y evaluacion de los efectos ambientales de las
especies introducidas (North West Weeds, 2007, citado en FAO, 2010).

Otro método eficaz para combatir la hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris) es arar a profundidad las tierras no
agricolas y cultivarlas en verano y otofio (McLaren & Faithfull, 2004). Pero esto sélo se recomienda cuando se
hace sistematicamente y para eliminar la hierba de Santiago que germine de los depositos de semillas del suelo.

Control mecéanico de malezas

El control manual eficaz requiere la eliminacion de la corola y de todas las raices mas largas, por lo tanto, solo
puede ser eficaz con plantulas y rosetas, a diferencia de otras plantas mas grandes que por lo general tienen
raices mas profundas. Por otra parte, la perturbacion del suelo puede dar lugar a mas germinacion al entrar en
contacto con la luz (solar) las semillas enterradas.

Otra forma de eliminaciéon mecanica es el corte o la poda. Sin embargo, la hierba de Santiago (Jacobaea
vulgaris) puede volver a crecer en pocas semanas y puede cambiar a reproduccion vegetativa formando
multiples calices que extienden su duracion (van der Meijden & van der Waals-Kooi, 1979; Wardle, 1987 citado
en Leiss, 2010). Por lo tanto, después de cortar o podar se deben aplicar sustancias quimicas o cultivar la tierra.

La aplicacién de fuego elimind un 93% de hierba de Santiago en la etapa de produccién de semillas, por lo cual
las plantas quemadas ya no fueron viables (Wardle, 1987 citado en Leiss, 2010).

Control quimico de malezas

Se analizo la eficacia de numerosas intervenciones de gestion para controlar las especies de hierba cana
(Senecio) (Roberts & Pullin, 2007). La aplicacion de los herbicidas 2,4-D, Asulam, Clopyralid y MCPA reduce
con eficacia la densidad de senecios. Pero respecto a las especies individuales, el 2,4-D y el MCPA sélo son
eficaces contra la hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris), mientras que el Asulam sélo dio buenos resultados
contra el senecio de pantano (Senecio aquaticus).

Como la hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris) tiene una parte grande de biomasa en el caliz y en el sistema de
raices enterradas, es dificil hacer llegar una parte eficaz a los cdlices y las raices. Para obtener mejores
resultados, los herbicidas deberan aplicarse cuando las plantas no sufran presiones (p. ej., por sequia o
temperaturas extremas) (McLaren & Faithfull, 2004). Ademas, la concentracion efectiva se reducira cuando
llueva cico horas después de la aplicacion, segin se ha observado con el 2,4-D y el MCPA (Coles, 1967; Forbes
et al., 1980 citado en Roberts & Pullin, 2007).

Control bioldgico de malezas

Los enemigos naturales, el Longitarsus jacobaeae (pulgilla de la hierba cana) y una combinacién de
Longitarsus jacobaeae y Tyria jacobaeae (palomilla cinabrio) parecen tener el potencial de reducir la densidad
de la hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris). Es decir, la combinacion de pulgillas y palomillas reduce la hierba
cana en un promedio del 99,5%. La aplicacion de Tyria jacobaeae solamente no parece reducir
significativamente la densidad de hierba cana, pero si reduce el numero de racimos por planta, de semillas por
racimo, la viabilidad de las semillas y el peso en seco de las plantas (Roberts & Pullin, 2007).

En Australia y Nueva Zelandia se liberaron palomillas europeas Cochylis atricapitana, que atacan el tallo y la
flor de la hierba can, como agentes de control bioldgico. El resultado fue una reduccion del 40% de la altura de
las plantas en flor y una reduccion considerable del tamafio y la supervivencia de los racimos (McLaren et al.,
2000; Gourlay, 2007a).

El agente de control bioldgico mas usado recientemente es el pteroforoideo del senecio (Platyptillia isodactyla),
que tiene un huésped comun en el senecio del pantano (Senecio aquaticus). Este pteroforoideo se liberd en
Australia en 1999 y en Nueva Zelandia en 2006. Se redujeron las densidades de senecios del pantano en un 60%
a 80% (Gourlay, 2007b).
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En Australia se experiment6 el control bioldgico del heliotropo azul (Heliotropium amplexicaule). Esta planta se
introdujo en Australia desde América del Sur y los agentes de control bioldgico se seleccionaron del mismo
origen, con base en la especificidad del anfitrion (Briese & Walker, 2002).

Otras formas de control de la maleza

La hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris) se puede combatir mejor en zonas de dificil acceso cercando la zona o
dejando que se cubra de vegetacion silvestre. La sombra, la competencia de otras plantas y la reduccion de la
dispersion de las semillas por interrupcion del paso del viento son los principales parametros de control. Para
competir, el pino de Monterrey es la especie de plantacion mas eficaz, pero las plantaciones de eucaliptos
también pueden eliminar con éxito la hierba de Santiago (McLaren & Faithfull, 2004).

Otra medida que se propone para zonas de dificil acceso es el pastoreo de ovejas, que reduce el numero de
plantas en flor y de produccion de semillas y puede conducir al cabo de un tiempo a la reduccion del banco de
semillas. Sin embargo, es necesario tener cuidado si las ovejas se utilizan, debido a los dafios al higado
(McLaren & Faithfull, 2004).

Prevencion de la ingestion pecuaria de AP

Prevencion del pastoreo

Las plantas que contienen AP por lo general son desagradables para el ganado. Casi todos los casos de
intoxicacion con materiales vegetales frescos se producen en pastizales explotados en exceso o si hay un
suministro limitado de forrajes (EFSA, 2007). En el caso de que se agoten los pastos durante una sequia, las
autoridades nacionales yi locles deberan aplicar otras medidas de alimentacion del ganado en la medida de sus
posibilidades (FAO, 2010).

Donde se conservan piensos, los animales no reconocen facilmente la contaminacién con materiales vegetales
que contengan AP. Experimentos con paja indican que la concentracion de AP no disminuye con el
almacenamiento cuando estan secos los cultivos (WHO, 1988).

La crotalaria y otras plantas que tienen AP a veces se utilizan como cubierta del suelo, para mejorar los suelos
(las especies de alacrancillo son leguminosas) y como piensos. El uso inocuo de estas plantas para piensos
depende de que las hojas y los tallos contienen menos AP que las flores y las semillas. Esto se tiene que tener en
cuenta al permitir a los animales pastar con estas plantas. También se debe tener presente la susceptibilidad
relativa de los animales a la intoxicacion por AP (los bovinos son menos sensibles que las ovejas, por ejemplo)
(FAO, 2010).

La investigacion de microbios del rumen con potencial de detoxificar los AP permite pensar en el uso de una
mezcla de esos microbios como terapia de probiodticos para el ganado (Lodge-Ivey et al., 2005), y en que la
resistencia en los animales se puede inducir antes de la exposicion, por ejemplo suministrando dosis diarias
reducidas de semillas de cascabelillo (Crotalaria Retusa) antes de introducir las ovejas en las tierras invadidas
por esta especie de crotalaria (Anjos, 2010).

Eliminacién de materiales de AP de los piensos
Cribado

Las disposiciones que figuran en las normas del Codex para los cereales y las legumbres (CODEX STAN
153-1985, CODEX STAN 171-1989, CODEX STAN 172-1989, CODEX STAN 199-1995, CODEX STAN
201-1995) respecto a lapresencia de semillas toxicas deberan aplicarse antes de la molturacion del cultivo o de
su distribucion para consumo humano. El método de andlisis de la norma ISO se aplica facilmente y no requiere
un equipo complicado de laboratorio ni una gran capacitacion de los operadores También se puede aplicar a la
Norma del Codex, teniendo en mente la indole de la informacion. En algunos casos se puede usar el cribado para
separar las semillas de las hierbas que contienen AP por su tamafio (FAO, 2010).

Elaboracion de compostas/ensilado

Para los piensos contaminados, el ensilado puede ser una opciéon para reducir los AP. Se demostréd que la
elaboracion de composta con hierba de Santiago (Jacobaea vulgaris) en sacos negros para la basura
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directamente a la luz del sol sobre el terreno produce una descomposicion de los AP en cuatro semanas, y a la
pérdida total en 10 semanas (Crews et al., 2009). También es posible utilizar las plantas de hierba de Santiago en
un digestor.

Conciencia

Una de las medidas de control mas significativas es la conciencia y la difusion del conocimiento sobre los AP y
las consecuencias de las plantas y semillas que tienen AP en los productos destinados al consumo humano o a
los piensos. Programas de radio rural, servicios de extension y asociaciones de agricultores deberan ser los
medios para informar a los productores de alimentos sobre la presencia de AP en los alimentos y los piensos
(FAO, 2010).
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