%, 00071

' Fe de erratas:

» En la pagina 23, segundo parrafo y cuarto renglén dice :
...B5CAS0S recursos econdmicos y su inclusion_Je

y debe decir: ....escasos recursos econdmicos y su utilizacion........
= En el tercer parrafo, en el sexto renglon dice:

...(én particular de inclusion).

Y debe decir.......(en particutar metionina)

»  En el tercer parrafo, en el sexto renglén dice:

..... en variedades inclusion_le

y debe decir...... en variedades semidulces.....

=  En el tercer parrafo, en el décimo renglén dice:

... 80-85.8 %, en inclusion_Je ...

y debe decir:... 80-85.8 %, en comparacion.....

*  EN el cuarto parrafo, primer renglon dice: Ademés de la diferencia de inclion,....
Y debe decir.....Ademas de la diferencia de metionina,....

= Enel cuarto parrafo, en el cuarto renglén dice:

... inclusién_Jente,

y debe decir: .....principalmente......

= En la pagina 29, en el primer renglén dice:

...de las manifestaciones mas notorias fue [a autofagia.....

y debe decir:...de las manifestaciones mas notorias fue la coprofagia.....
= Enla péagina 51, dice :

»  Figura 11. Corte de rifidn.........

y debe decir:Figura 11. Corte de higado de ratén del grupo de L. rotundiflorus 15%, tefiido con H-E. El tejido
muestra necrosis coagulativa de los hepatocitos y degeneracion turbia como principates hallazgos
histopatoldgicos (20X).

« Dice: Figura 12 .....cuagulativa.....

Debe decir, ... coagulativa....
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RESUMEN

Los lupinus estan ampliamente difundidos en el territorio nacional. El estado de
Jalisco cuenta con varias especies silvestres, en el presente estudio se han
utilizado las especies de L. elegans, L. exaltatus, L. rotundifiorus y L. montanus.
Fueron recolectadas en estado de maduracion. Se les sometié al analisis
quimico proximal, el contenido de Proteina Cruda en estas especies es de
41.79 a 56.11 %; Grasa de 6.25 a 14.91 %; Cenizas 2.82 a 3.49 %, Fibra
Cruda10.70 a 14.57 % y ELN 14.57 a 31.87 %.

Partiendo de la informacion obtenida por los analisis guimicos proximales se
disefiaron cinco dietas isoproteicas e isocaloricas a las que se sometieron 54
ratas machos de la cepa Swiss-Wistar recién destetadas con una edad de 21 a
28 dias, con un peso de 60 t 10 gramos). Fueron evaluadas por la Prueba de
Eficiencia de la Proteina (PER) obteniendo los siguientes valores para fas dietas
sin suplementar: 0.90 £ 0.69 para L. montanus; 1.65 + 0.50 para L. exaltatus;
0.11 + 0.25 para L. elegans; 1.47 + 0.61 para L. rotundifforus y para las dietas
suplementadas con el 0.2 % de metionina: 1.33 + 0.41 para L. elegans; 0.34 +
1.00 para L. montanus; 0.91 + 0.88 para L. exalfatus; 2.36 £ 0.23 para L.
rotundiflorus. Y 3.55 +0.27 para caseina.

La prueba de digestibilidad de las diferentes dietas sin suplementar fueron:
50.81 + 2.78 para L. montanus; 63.90 £ 3.79 L. exalfatus; 79.60 x 1.92 para L.
elegans; 56.09 = 6.42 para L. rotundiflorus y para las dietas suplementadas:
80.03 £ 2.25 para L. montanus; 80.04 + 0.84 para L. exaltatus; 65.49 + 3.09
para L. elegans; 74.70 + 3.14 para L. rotundiflorus y 86.61 £ 0.49 para caseina.

De las mismas semillas se determiné el perfil de aminoacidos por HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Presién).

Se desarrollé una prueba toxicologica paralela a los anteriores estudios
utilizando 78 ratones de la cepa Balb C a los que se les proporcioné una dieta
con semillas crudas de las cuatro especies silvestres de Lupinus con tres
niveles de inclusion 5, 10 y 15 % y un grupo testigo. En las especies L.
rotundifliorus, L. exaltatus y L. elegans tuvieron el 16 % de mortalidad, en'las
tres concentraciones de Lupinus. En la especie de L. montanus la mortalidad se
incrementod significativamente.

Se sugiere realizar los estudios necesarios para lograr la eliminacion total de los
alcaloides y demas antinutrientes que contienen los [ upinus.




1.0- INTRODUCCION

En la elaboracidn de alimentos balaceados para animales se utilizan
principalmente harinas de oleaginosas, care y hueso, productos marinos y
aviarios, cereales como el sorgo, oleaginosas, subproductos industriales
{melaza de cafa, pulpa de citricos, subproductos de molienda), leguminosas
deshidratadas (alfalfa), nitrogeno no proteico {urea), asi como granos
desecados, destacando que la mayoria de los ingredientes son de origen
vegetal (Church y Pond, 1987).

Sin embargo, actualmente existe una competencia por la biodisponibilidad de
granos entre el hombre y los animales, ya que las tierras cultivables dedicadas
a la produccién de granos para la alimentacién humana en nuestros dias se han
reducido para ser destinadas a la produccién de gramineas forrajeras (zacate o
pastos) para la alimentacién animal. Por tal motivo nuestro pais se ve obligado
a depender de las importaciones para poder cubrir las demandas internas de
grano, principalmente soya (Moreno, 1984).

México, como pais consumidor de ésta leguminosa, debe importar este
producto. Tan sélo en 2001, las importaciones realizadas a Estados Unidos
fueron de $ 1,008.25 millones de délares, y hasta agosto de 2002 se han
introducido al pais 4,075.4 mil toneladas (Bancomext, 2002).

La competencia por la disponibilidad de granos puede ser disminuida gracias a
la gran variedad de leguminosas que existe en el mundo y que constituyen la
segunda fuente de alimento después de las gramineas, tanto para el hombre
como para sus animales. De estas leguminosas, las especies del género
Lupinus son consideradas importantes debido a que estan ampliamente
distribuidas en muchos paises, existen aproximadamente 400 especies. Pero
sOlo unas cuantas han sido sometidas a investigacion profunda y utilizadas
como fuente de alimentacién; las especies mas estudiadas son: Lupinus

albus (Europa y Ameérica), Lupinus luteos (Europa), Lupinus angustifolius
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(Australia) y Lupinus mutabilis (Sudamérica) (Jambrina,1983; Rodriguez y
Ortega, 1981).

Del total de especies reportadas en el mundo, en México se localizan alrededor
de 100, por lo gque resultaria interesante realizar estudios que nos permitan
cohocer sus propiedades nutricias y toxicolégicas con el propésito de ser

aprovechables en |a alimentacién humana o animal.

Para finalizar, se puede decir que los lupinos silvestres de México representan

un valioso recurso para cbtener proteina de origen vegetal, ya que estas

-especies, por ser herbaceas, son de rapido crecimiento y se podrian incorporar

a los sistemas de cultivo siguiendo el ejemplo de algunas de estas especies que
son ampliamente cultivadas desde hace cientos de afios en diversos paises de

Europa y Sudamérica y en Australia.
20-ANTECEDENTES

2.1 Historia e importancia del género

El origen remoto del nombre botanico de e€ste género (Lupinus) se desconoce.
Parece ser que es una derivacion de la palabra latina “lupus”™ que significa lobo,
probablemente por que ésta planta se desarrollaba en terrenos dificiles y
salvajes teniendo asi por compafieros a los lobos (Gladstones, 1974). Algunas
citas bibliograficas se inclinan por que el nombre griego de Lupinus fue
Thermos, presumiblemente se debe por el sabor amargo-caliente de las
semillas, en donde al parecer todos los nombres esparcidos en el area del
mediterraneo se generan de este vocablo, por ejemplo Termis (Egipto), Turmus
(Arabia), Altramuz (Espafia) y Turmusa (Siria y Palestina).

Una de las referencias mas énﬁguas es la de Hipocrates (400-365 a. C. citado
por Gladstones en 19874} quién menciona el uso medicinal, nutricional y

cosmético de las semillas de Lupinus. Otra referencia, que data del siglo XV, es




la que aparéce en el libro Arabe-Persa, “Las mil y Una Noches”. En la noche
497 se menciona a varias mujeres asociadas con esta leguminosa. Asi como
Teofrasto (372 — 288 a. C.) en su tratado “Historia Natural de las Plantas”
escribié extensamente sobre Lupinus albus, mencionando el tipo de suelos que

necesita y como debe ser sembrado.

En Roma vy Grecia, el cultivo de lupinos blanco (L. albus) se llevé a cabo
ampliamente y fue descrito por tratadistas romanos, quienes frecueniemente
hacen referencia de éste como una planta que crece en terrenos pobres e
infértiles.

Asimismo, consideraban la importancia de desamargar la semilla artificialmente
para que pudiera ser utilizada en la alimentacion del ganado y de manera
moderada para el consumo humano, sobre todo en las clases mas pobres y en
casos de fuerte necesidad. De hecho, la semilla de esta planta tuvo una
importancia tal que fueron utilizados en la antigua Roma como unidad de cuenta
o moneda de baja denominacion cuyo nombre fue “Nummus Lupinus’
(Gladstones, 1974).

2.2-Los Lupinus en el viejo mundo.

De las aproximadamente 400 especies de Lupinus existentes en el mundo, sélo
doce son originarios del viejo mundo, desde los airededores del mediterraneo
hasta el este de Africa. La mayor parte del resto se distribuyen en el continente
americano (Dunn, 1984).

Las especies del viejo mundo son: L. albus (Lupinus blanco, llamado asi por el
color de su flor), L. luteus (lupino amarillo), L. angustifolius (lupino de hoja
angosta), L. consentinii, L. atlanticus, L. pilosus, L. micranthus, L. hispanicus, L.
palestinus, L. digitatus, L. somaliensis (Gladstones, 1974).

La historia del cultivo de los Lupinus amargos (llamados asi por el sabor

caracteristico de estas plantas y atribuido a su contenido de alcaloides, en
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oposicion de las especies dulces o con baja proporcién alcaioidéa) en el norte
de Europa, pudo haber empezado en 1781 cuando el rey Federico Il de Prusia,
(Federico el Grande) mandé a manera de experimento semillas de Lupinus
albus de [talia con el objeto de mejorar los suelos pobres del norte de Alemania,
donde persistid el cuiltivo durante las seis décadas siguientes. Sin embargo, el
cultivo no fue exitoso debido a la maduracion tardia de las plantas y a la

pobreza de los suelos (Hondelmann, 1996).

Mas tarde se cultivd exitosamente el lupino amarillo (L. luteus), el cual tuvo una
mejor adaptacion que Lupinus albus en esta zona de Alemania y se mosiré por
primera vez en el mercado de Brademburgo en éste mismo afio. De tal manera
que, veinte afios mas tarde, L. lufeus se convirtié en parte esencial de la
agricultura de la zona costera Baltica, siendo utilizado en suelos acidos y
arenosos (Hondelmann, 1996; Gladstones, 1974).

Sin embargo, la aparicion de Lupinosis (enfermedad causada por una
micotoxina producida por el hongo Phomopsis ssp, el cual coloniza a las plantas

de Lupinus) provocé una baja produccion del cultivo.
2.3- Los Lupinus en América

Un desarrollo paralelo de los Lupinus del viejo mundo fue el que acontecié en
América, la especie con mayor importancia agricola y cultural es L. mutabilis,
que crece en las tierras altas andinas de Sudamérica. Este fue importante en la
alimentacion de los pueblos andinos, de hecho existen hallazgos arqueolégicos
del siglo VI 6 Vil a. C. que evidencian su cultivo. También encontraron semillas
en las tumbas de la cultura Nazca (100-800 d.C.), en civilizaciones posteriores

se utilizd en rotacién de cultivos (Hondelmann, 1996).

Durante la existencia del imperio Inca, ésta planta alcanzé su Gitimo y mayor
auge, en donde el cultivo se expandié desde Venezuela hasta el norte de

Argentina. Actualmente todavia se encuentran parcelas de L. mutabilis, que es




conocido con el nombre de “chocho” (espafiol) o “tarwi” (quechua), éstos
cultivos existen entre los 2,500-4,000 msnm, o de manera silvestre en las orillas
de los caminos. Usualmente el agricultor andino [o utiliza en la rotacion de

cultivos papa-cebada-upino {Gross y Baer, 1977).

El cultivo de esta semilla ha sido muy importante para los pueblos
latinoamericanos ya que se ha usado con fines religiosos, festivales y
medicinales sobre todo para el tratamiento de algunas cardiopatias,
reumatismo, malaria y parasitosis (Lopez-Bellido y Fuentes, 1986).

Sin embargo, la llegada de los conquistadores espafioles provocd una pérdida
progresiva de la agricultura tradicional andina, la cual no retomé interés hasta

hace un par de décadas (Gladstones, 1974).
'2.4- El desarrollo de Lupinus en la era moderna

No fue sino hasta la primera guerra mundial (1914-1918) cuando se retomo el
interés en el cultivo de Lupinus, dada la desesperada necesidad de una fuente

proteica de bajo costo, siendo los afios de la posguerra los de mayor desarroflo.

Como resultados de la posguerra, se obtuvieron nuevas variedades de L. jufeus
y L. angustifolius. En la década de los afios veinte, estas variedades amargas
tenian ventajas en maduracién y ablandamiento de la semilla. De tal forma que
para finales de la década existia ya una fuerte linea de investigacion de Lupinus

que empezd en Polonia (Gladstones, 1974).

La idea de hacer un cultivo libre de alcaloides surgid en el siglo XX, cuando en
1913 Von Rimker sugiere la primera posibilidad tedrica de eliminar los
alcaloides presentes en ia planta mediante métodos genéticos (Hondelmann,
1996). Sin embargo, la idea no tomd importancia debido a que los lupinos
utilizan los alcaloides como defensa ante sus depredadores, asi como los hacen
resistentes a algunas enfermedades debido a las propiedades antibacterianas,

antimicdticas (Schmeller y col., 1994).




Von Sengbusch selecciond el primer cultivo de lupino bajo en alcaloides en
1928, surgiendo la mejora moderna de lupino {(Gladstones, 1974). De aqui parte
una de las primeras aplicaciones en cultivos de la genética Mendeliana
(Putnam, 1991).

Al inicio del nuevo milenio, siete especies de lupinos han sido totalmente
domesticadas; L. mutabilis, L. consentinii, L. atlanticus, L. pilosus, L. albus, L.
luteus, L. angustifolius. De éstas, s6lo una es de origen americano L. mutabilis.
Actualmente y mediante técnicas modernas de ingenieria genética como la
tecnologia recombinante del ADN, se han desarrollado un gran nimero de
variedades dulces (Gladstones, 1974).

El resultante de los pioneros responsables del desarrollo actual (después de
1945) de los lupinos, es haber formado un nuevo banco de genes de lupinos

dulces, logrando un cultivo de importancia en muchos paises.

A mediados de la década de los ochentas, anualmente se sembraban mas de
~un millén de hectareas en Australia, que es el primer productor mundial de
Lupinus (Cowling, 1984).

En la década de los afics sesenta y setenta, se desarrollé resistencia al hongo
Fusarium spp. mediante el gen Fus1, que ha mantenido una resistencia efectiva
contra la parasitosis de este hongo en L. futeus y L. angustifolious (Troll, 1964).

Durante los afios ochenta, en Australia, se lograron cultivos resistentes a
Diaporthe toxica, hongo que parasita a los Lupinus, produciendo una micotoxina
causante de lupinosis en vertebrados, enfermedad que causa una mitosis
anormal de los hepatocitos (Warren y col., 1989).

Ademas se establecieron barreras genéticas contra otros organismos como:
Stemphylium vesicarium, Glomerella cingulata, Pleiochaeta sefosa, entre otros
(Gladstones, 1974).




2.5- TAXONOMIA
Takhtajan, en 1987, clasifico al género Lupinus de la siguiente manera:

Division: Magnoliophyta (Angiospermae).
Clase: Magnoliopsida (Dicotyledone).
Subclase: Rasidae.

Superorden: Fabanae.

Orden: Fabales.

Familia: Leguminosae.

Subfamilia: Papilionoideae.

Tribu; Genistea.

o ® N O o b b=

Género: Lupinus.
2.6- ECOLOGIA DEL GENERO

Como la mayoria de las leguminosas, los lupinos estan en simbiosis con
bacterias del género Rhizobium o Bradirhizobuim, lo que le otorga relevancia
desde un punto de vista econdmico, ya que mejora la fertilidad de los suelos
debido a la fijacion bioloégica de importantes cantidades de nitrégeno. Logrande
asi su aprovechamiento en caso de utilizarlo con otros cultivos en rotacién, lo
cual disminuiria los costos de cultivo al reducir el uso de fertilizantes
nitrogenados (Jambrina, 1980).

2.7- DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS LUPINUS

Un gran namero de especies de lupinos se ubican en la costa y en las regiones
montafiosas del oeste de Norteamérica, desde Alaska hasta la frontera
mexicana; en México, en las regiones superiores a los 1500 msnm. En las
tierras altas de los Andes en Peri y regiones vecinas; en Brasil,
Uruguay y Argentina. Algunas especies se encuentran en el este y sureste de
las costas en Estados Unidos, asi como en [a regién del Mediterraneo,

incluyendo; Grecia, Turquia, Espafia y Portugal. También existen en tierras
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montanosas tropicales de Africa (Gladstones, 1974; McVaugh, 1987; Putman,
1891)

2.8- LOS LUPINUS EN MEXICO

México es uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo, alberga un
gran numero de animales y plantas, el género Lupinus no es la excepcidn, en
nuestro pais existen, aproximadamente, 100 especies de Lupinus distribuidas
en 26 estados (Ruiz, 2001).

En Jalisco existen alrededor de 15 especies de Lupinus, en su mayoria en la
Sierra Madre Occidental y Sierra Volcanica Transversal; los municipios donde
se han localizan son: Tapalpa y Chiquilistlan (Sierra del Halo), Mezquitic (San
Juan Peyotan y San Andrés Cohamiata), Tequila (Volcan de Tequila), Mascota
(Cerro del Molcajete y Lago de Juanacatlan), Autlan (Sierra de Manantlan), San
Martin de Bolafios (San Miguel de la Sierra), Mazamitla (Sierra del Tigre),
Cuquio (Cerca del Rio Aguacaliente), Jocotepec (Sierra de Tecuan), Tonila
(Volcan de Fuego), Talpa (cumbre del Cerro Tejamanil y Sierra de la Campana),
Ciudad Guzman, Qjuelos Lagos de Moreno, Yahualica, Atemajac de Brizuela,

Venustiano Carranza, (La Primavera) Tala. (McVaugh, 1987).




Figura1. Municipios del Estado de Jalisco donde se han realizado colectas de
Lupinus

Figura 2. Distribucién de Lupinus en el Mundo.




Entre las especies de Lupinus de mayor distribucidn son las siguientes:
L. montanus H.B.K. Esta especie se encuentra ampliamente distribuida en
Jalisco usualmente en suelos pobres, arenosos y poco fértiles, sobre praderas
montafiosas en zonas abiertas de bosque de Pinus hartwegii, o como maleza
en habitat perturbados a una altitud de 2,500-4,000 msnm. Su floracion es en
diciembre y junio (McVaugh, 1987).

L. exaltatus Zucc. Se localiza en zonas abiertas en bosques de pino-encino, y
ésta es la especie mas abundante en Jalisco, cominmente se encuentra como
maleza en zonas perturbadas o cultivadas, asi como al borde de los caminos,
en las montafias de la Sierra Volcanica Transversal, entre los 1,800-2,000

msnm. Su época de floracién es en agosto y enero (McVaugh, 1987).
2.9- CARACTERISTICAS ALIMENTICIAS

Las semillas de varias especies de Lupinus se han utilizado como alimento por
mas de 3000 afios en el area del Mediterraneo (Gladstones, 1974), y por mas
de 6,000 afios en las tierras altas Andinas (Uauy y col., 1995). Sin embargo,
nunca se les ha dado la misma importancia que otros cultivos; como la soya o el
frijol. Los consumidores de esta semilla solian colocarla en agua corriente para
remover la mayor parte de los amargos y toxicos alcaloides, y después se
guisaban o se tostaban las semillas para darle mejor sabor. No obstante, el
descubrimiento de especies mutantes bajas en alcaloides ha impulsado su

desarrollo como plantas de cultive (Gladstones, 1974).

El analisis quimico proximal de semilias de lupinos demuestra que éstas tienen
una elevada cantidad de proteina entre 36 y 40 %; carbohidratos 40 a 50 %;
fibra cruda de 10 a 15 %; grasa cruda 6 a 12 %; humedad de 85 a 90 %. Los
principales carbohidratos son: galactosa, arabinosa, acido urénico, glucosa,
manosa, xilosa y ramnosa. L.a mayoria de las proteinas que contienen son
globulinas que contienen en su mayoria tres tipos de proteina conglutina a,

conglutina B y una proteina especifica de los lupinos Ilamada conglubina &
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(Blagrove y Gillespie, 1975). El perfil de los aminoacidos nos muestran que son

deficientes en lisina, treonina y metionina {Gladstones, 1974).

Cuadro 1. Contenido tipico de minerales para la mayoria de las especies de
Lupinus.

Calcio Hierro Magnesio Manganeso Fasforo Molibdeno
Potasio Zinc Sodio Cobalto Azufre Selenio Cobre

(Gross, 1990)

2.10- USOS DE LAS SEMILLAS DE LUPINUS EN LA ALIMENTACION
ANIMAL.

El principal interés del uso de las semillas de Lupinus es su alto contenido de
proteinas y grasa, que oscilan entre 3545 y 10-20 %, respectivamente, valores
similares a los de fa soya. Debido a esto, se han realizado numerosas
investigaciones sobre el uso de éstas semillas en [a alimentacién animal. En
dietas para cerdos se ha reportado el uso de lupinos dulces o desamargados
reemplazando cereales, leche descremada y soya. Los autores mencionan que
se puede sustituir hasta un 25% la harina de soya por harina de semilla de
Lupinus angustifolius, desamargada y descascarada, sin que altere el
crecimiento y la conversion alimenticia, e inclusive hasta un 50% si al alimento
se le agrega lisina y metionina (Hale y Miller, 1985; Nelson y col., 1968). Sin
embargo, algunos investigadores reportan bajo consumo de alimento y baja
ganancia de peso, diarreas, paralisis y abiandamiento de la canal cuando la
harina de pescado de la dieta es reemplazada con 25% de harina de Lupinus
luteus. Los autores atribuyen estos bajos resultados a [a deficiencia de lisina y
metionina (Batterman y cols., 1986 b; Leibholz 1984; Leibholz 1986).

Las semillas de los Lupinos desengrasadas, descascaradas y ensiladas se han
utilizado como fuente proteica para hembras porcinas gestantes con buenos

resultados (Nelson y col., 1968). Asimismo el valor biolégico proteico de la
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semilla para cerdos se ha reportado con un 53 % para Lupinus angustifolius,
60% para L. lufeus y 67 a 71% para L. albus Hill 1977). Batterman y col.
(19867) han observado gue los tratamientos térmicos en la semilla no aumentan
la disponibilidad de lisina y energia neta en los cerdos. Por otra parte, en dietas
para aves, (Rebdev citado por Hill, 1977) encontrd que al sustituir avena por
harina de lupinos aumenta la produccion de huevo en 13 a 15%. Asimismo,
raciones con 50% de L. angustifolius y 50% de harina de carne, aumentan el
indice de postura (69%) en comparacion con gallinas que solamente
consumieron dietas con lupinos (58%) o harina de came (63%) como
suplemento proteinico (Castanon y Pérez, 1990; Hill, 1877).

Otro estudio nos revela que la utilizacion de dietas con 10 y 20% de L.
angustifolius, adicionadas con 2% de metionina, no provocaron diferencias
significativas durante la produccion de huevo en 100 dias de postura. Sin
embargo, el consumo fue significativamente mas alto en estas dietas, y se
reporta que existe sabor amargo en el huevo si se adiciona méas del 20% de
harina de Lupinus mutabilis, que es una variedad amarga. Los estudios
mencionan que un 10% aproximadamente de los alcaloides se depositan en la
yema del huevo, debido a esto se produce el sabor amargo (Castanon y Pérez,
1990; Larbier, 1980; Vogt y cols., 1983 a; Vogt y col., 1983 b).

De igual manera se ha observado que la digestibilidad de extracto libre de
nitrégeno (ELN), en gallinas, puede aumentar con los tratamientos térmicos. En
cerdos existe una similitud en la digestibilidad de todos los nutrientes y es mas

alta que en las aves, a excepcion de la grasa (Guillame y col., 1879).

En la produccion de pollo de engorda se han realizado estudios sustituyendo
hasta 30% de harina de soya por harina de lupinos dulces, adicionados con
0.1% de metionina y 0.045% de lisina, sin diferencias en ganancia de peso y
conversion alimenticia. Asi como ninglin efecto adverso en higado, sangre y
composicion de la canal (Meixner y col., 1983; Mlodkowski y col., 1978; Piech-
Schleicher y Jamroz, 1980; Sourdshiska y Harnisch, 1977).
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&l uso de la harina de lupinos, suplementado con metionina y lisina, es un buen
sustituto de la soya para la produccién de pollo de engorda. Sin embargo, si no
se eliminan los alcaloides, existe bajo consumo de alimento y disminucién el
crecimiento, conversién alimenticia y perdida en el peso corporal (Guillame y
cols., 1979; Mlodkowski y col., 1978; Zaviezo y Mc Ginnis., 1980).

Payne (citado por Hill, 1877), encontrd un aumento en la energia metabolizable
en aves cuando los lupinos son sometidos por 5 minutos a 105 °C en autoclave
con 28.28 a 43.93 kcal’kg. En estudios con pavos, L. angustifolius puede
reemplazar el 50% de la proteina vegetal por mas de 10 semanas (Halvorson y
col., 1983).

Para los rumiantes se ha reportado alta digestibilidad proteica "in situ", L. albus
presentd 80.5% de digestibilidad, en comparacién con la soya, que es de
70.5%. Ademas, en la produccion de leche se ha reportade que el contenido de
grasa, proteina y sélidos totales es semejante en dietas con lupino que con
soya, y no se reportan diferencias en estos parametros a sustituir la soya en 50
y 100% por lupinos (Guillame y col., 1987; May y col., 1993).

En la digestibilidad "in vivo" aparente de lupinos en bovinos, los datos resultaron
semejante a los de [a soya en cuanto a materia seca (64 y 62%), extracto
etéreo (76.1 y 71%), carbohidratos no estructurales (87.4 y 81.6%), FND (316 y
38.2%) y ligeramente menores en proteina cruda (59.1 y 67.1%). Esta
disminucion no se reflejé en la eficiencia animal, ya que no resultaron
deficiencias significativas en ganancia de peso y conversion alimenticia
(Johnson y col., 1988).

En ovinos en pastoreo, al suplementar con semillas de lupinos se obtienen
mejores ganancias de peso y mayor produccion lanar que con gramineas u
ofras leguminosas como el chicharo y el haba, y pueden reemplazar a la soya
como suplemento proteico, ya sea entera o descascarada (Kung y col., 1990;
N.A.S. 1979; Teleni y col., 1989).

13




La suplementacion de energia metabolizable aportada por los Lupinus estimula
y aumenta los rangos de ovulacion a ovejas en pastoreo, ademas hay una
mayor produccion de leche en las madres y crecimiento de las crias (Pearson y
col., 1991; Teleni y col., 1989).

Sin embargo, se debe tener precaucion con el sobre pastoreo con lupinos, ya
que ocasiona una enfermedad llamada "lupinosis", la cual es un desorden
hepatotoxico y puede ocasionar desde inapetencia hasta la muerte (Arnold y
col., 1976). Esta enfermedad se puede prevenir almacenando y conservando el
cultive en condiciones apropiadas de humedad y temperatura, para evitar el
crecimiento de los hongos Phomopsis leptostriformis y P. rossiana, cuya
micotoxina es la que ocasionan la enfermedad (Allen y Wood, 1979; Wood vy
col., 1975).

Los lupinos, ademas de su alto contenido de proteinas, posee alrededor det 50
% de carbohidratos (Cubero y Moreno, 1983 citados por lhiguez Distancia,
2000). En investigacidn posterior Davila y col., (1998) encontraron que en el
agua de coccidn quedaba el 4% de la proteina, 3%, sucrosa 3% glucosa y esta
agua fue agregada a un producto parecido a la leche para propiciar la

fermentacion y producir yogurt.
2.41- ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS.

Pellestier (1983) propone una definicidon general para los alcaloides y dice que
“un alcaloides es un compuesto ciclico que contiene nitrégeno, cuya distribucion
es limitada en los seres vivos:” Su caracter basico no es un requisito para un
alcaloide y la quimica de los 4tomos de nitrégeno admitan por lo menos cuatro

grupos de compuestos nitrogenados (Roberts y Wink, 1998).

Las aminas secundarias y terciarias son mas o menos proténicas debido a los
cual tienen propiedades hidrofilicas a pH < 7.0 6 en la mayoria de los casos son
lipofiticas y no proténicas a pH > 8.0.
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Los compuestos amino cuaternarios son muy polares, cargados a todos los

valores de pH, por sus caracteristicas tienen que ser aislados como sales.

Por Ultimo, los N-Oxidos, que son por lo general altamente solubles en agua y

frecuentemente encontrados en muchas clases de alcaloides.
Alcaloides. (Distribucién natural).

Los alcaloides son el principal factor limitante para utilizar de forma directa el
follaje o semiillas de los lupinos en la alimentacion animal, de igual manera
influyen en la alimentacién humana. Son considerados productos terminales del
metabolismo del nitrégeno, se asocian a la proteccidon vegetal contra
depredadores, también se cree que intervienen en el crecimiento vegetal. Se
distribuyen en toda ia planta, en ocasiones aparecen solamente en alguna
etapa de crecimiento, época del afio o condiciones fisiologicas especificas
(Dominguez, 1973; Jansen, 1981).

Actualmente se han reportado mas de 100 alcaloides del tipo quinolizidinico
(AQ) presentes en las especies silvestres del género Lupinus. Sin embargo,
existe variacién inter especie en el contenido y proporcién de algunos de ellos
(Muzquiz y col., 1982; Ruiz, 1997). Los AQ constituyen una defensa quimica de
los Lupinus contra sus depredadores (insectos y mamiferos herbivoros) e
individualmente muestran propiedades toxicolégicas y farmacolégicas
importantes como neurotoxicos, antipiréticos, antiinflamatorios, depresores del
sistema nervioso central (SNC) y anti-arritmico cardiaco, entre otros (Schmeller
y col.', 1994). Desde el punto de vista toxicolégico los mas importantes son:
Lupanina, Esparteina, Isolupanina, Angustifolina, Lupinina y 13-hidroxilupanina
(Mahmound y col., 1991; Pridis, 1983).

En estudios realizados sobre los efectos toxicologicos de esparteina y lupanina
en ratones alimentados con semillas de Lupinus, se encontré que la dosis letal

100% (DL4qo) fue de 150 mg kg-* para esparteina y 225 mg kg-' para lupanina,
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Los signos clinicos de intoxicacidbn mas frecuentemente presentados son;

temblor, excitaciéon y convulsiones (Pothier y col. 1998).

2.12- TOXICIDAD Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS ALCALOIDES
QUINOLIZIDINICOS DE LUPINUS

La distribuciéon de los alcaloides es muy amplia, en el reino animal se han
encontrado en diferentes grupos de artrépodos (Coledptera, Myriapoda,
Arécnida e Hymerdptera), vertebrados (Amphibia, Dendrobatide) y animales
marinos de los grupos Bryozoa y Ascidians (Roberts y Wink, 1998). También se
encuentran en hongos, algas y vegetales inferiores. Sin embargo, la principal
fuente de alcaloides son las plantas superiores; las dicotiledones son el grupo
de plantas donde mas alcaloides se han encontrado, seguido de las

monocotileddneas (Dominguez, 1873).

Los alcaloides quinolizidinicos son derivados de la quinclizidina en complejidad
variable, aunque en su mayoria son biciclicos o tetraciclicos (2 6 4 anillos de
nitrégeno), (Fig. 3), aparecen como aminas terciarias y como N-oxidos (Muzquiz
y col., 1982; Ruiz. 1897).
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Figura 3. Estructura quimica de algunos alcaloides quinolizidinicos
(Wink1993).

Existen datos que reiteran la toxicidad de los AQ en diversas especies de
vertebrados como son: En patos se presenté una disminucién de la eclosion,
biomasa y produccion de huevo, asi como un bajo nimero de eritrocitos y

contenido hematico en embriones (Bednarczyk y col., 1987)

Se ha comprobado que la anagirina, otro AQ, posee propiedades teratogénicas
para el ganado, provocando malformaciones en becerros, trastorno llamado
“enfermedad del becerro encorvado”, que ocurre cuando la vaca consume
lupinos ricos en anagirina (L. caudatus y L. seneus) entre los 40 y 75 dias de
gestacion (Keeler, 1973, 5 . Keeler, 1975; Kee!er y Cronin, 1975; Panter y
Keeler, 1993).

En vacas alimentadas con lupinos amargos, se encontrd una disminucién de la
ingesta alimenticia, pérdida de peso, asi como una menor produccion de leche
y menos cantidad de grasa en ella (Murkisirat y col., 1995). De la misma
manera, se observd una menor ganancia de peso en ratas y pollos sometidos a

dietas de lupinos amargos (Pastuszewska y col., 1988).
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2.13- TOXICIDAD DE LOS ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS

En los ratones se ha encontrado; la dosis maxima no letal (DLg) de esparteina y
lupanina es de 307 mg / kg y de 150 mg / kg, via intraperitoneal,
respectivamente. La DL (dosis minima a la cudl muere el 100% de los
animales) es de 150 mg / kg para esparteina y de 225 mg / kg para lupanina
(Yovo, 1982). La DLsp (dosis que mata la 50% de los animales de prueba) para
esparteina y lupanina es 36 y 175 mg / kg, via intra intraperitoneal, y de 220 y
410 mg / kg, mediante administracién oral, respectivamente (Yovo y col., 1984).
En rata, la DLsp para lupanina équivale a 177 mg / kg, via intraperitoneal y 1664
mg / kg, via oral (Petterson y col., 1987).

De manera paralela a los efectos téxicos antes mencionados, los AQ poseen
propiedades farmacolégicas y medicinales. Actian como antipiréticos,
antiinflamatorios, antiarritmico cardiaco e hipotensivos, estimulantes vy
depresores  respiratorios,  uterotropicos  diuréticos, hipoglucémicos,
alucindgenos, antidiabéticos, anestésicos, relajante muscular (Kinghorn y
Balandrin, 1984) y oxitdcicos, entre otros (Schmitt, 1980; Cohen, 1981).

Una de las vias en que los AQ provocan sus efectos es mediante los ganglios
nerviosas, al inhibir la transmision del influjo ganglionar simpatico del sistema
nervioso auténomo (Agid y col, 1988). Debido a estas propiedades
ganglioplégicas, dosis altas de lupanina y esparteina reducen el reflejo del
seno carotideo. Asi como el flujo coronario, la concentracion, la amplitud y la
velocidad cardiaca (Duke. 1987; Bruneton, 1993). También reduce Ia actividad
locomotora, poseen un ligero efecto anestésico y sedativo (Pothier y col.,,
1998). Estudios recientes demuestran que la lupanina tiene una capacidad de
difusidon mayor que la esparteina y puede desecharse mas rapidamente (Yovo
y col., 1984; Pothier y col., 1998; Duke, 1987; Bruneton, 1993).

La esparteina se aisld con facilidad de Cytisus scoparius (Fabaceae), y es el

Unico AQ que estd comercialmente disponible. Se ha utilizado ampliamente en
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medicina humana por sus propiedades antiarritmicas y oxitocicas; algunas
presentaciones comerciales son: Anxoral®, Ariven®, Cardiopax®, Depasan®,
Diffucord®, Gelsadon®, Hypolind®. Hypotonin®. Jatamasin®. Kanovenol®,
Morfi®, Normotin®, Palpilax®, Perivar®, Pulsnorma®, RR-plus®, Sedol®,
Tachynerg®, entre otras. De cualquier manera, el 10 % de los pacientes son
incapaces de metabolizar la esparteina y eso les ha causado intoxicacién. Por
ese efecto colateral, el uso de la esparteina en la medicina moderna se ha
restringido (Schemeller y Wink, 1988).

Tanto los efectos téxicos como farmacolégicos de los AQ, pueden explicarse
por cuatro diferentes mecanismos de accion a nivel molecular en el sistema

nervioso:

o Actividad de receptores muscarinicos para acetilcolina (mACh)
(Schmeller y col., 1994).

a Actividad en receptores nicotinicos para acetilcolina (nACh) Schmeller y
col., 1994)

a Inactivacién de los canales de Sodio (Na*) (Kérper y col., 1998).

o Inactivacion de los canales de Potasio (K")(Kérper y col., 1998).

De esta manera los efectos secundarios y / o farmacolégicos son inherentes a

las caracteristicas de la molécula.

- Con base a esto, se conoce que los AQ actiian como agonistas en los

receptores colinérgicos (ACh) {Kinghorn y Balandrin, 1984).

Asi, en un extracto alcaloideo de Lupinus, se encontré una mezcla
de diversos AQ. Sin embargo, estos son afines de manera especifica
a receptores nACh 6 mACh. Los AQ afines a receptores nicotinicos son
menos activos en los muscarinicos y viceversa (Cuadro 2) y (Schmeller y col.,
1994).

Como ejemplo, la esparteina activa al receptor muscarinico, como resultado se
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tiene una actividad del muasculo cardiaco modulada a partir de dosis que

estimulan o paralizan ganglios simpaticos (Agid y col., 1988).

Debido a que los receptores colinérgicos estan distribuidos ampliamente en el
cuerpo, distintos tipos de tejidos y 6érganos pueden ser afectados, en diferentes
grados por AQ (Schmeller y col., 1994).

Cuadro 2.Afinidad de Alcaloides Quinolizidinicos a receptores Nicotinicos y
Muscarinicos.

COMPUESTO RECEPTOR RECEPTOR
NICOTINICO (um) MUSCARINICO (um)
Albina 193 33
Anagirina 2096 132
Angustifolina 500 25
Cytisina 0.14 400
3a-Hidroxilupanina 190 74
13B-Hidroxilupanina 490 140
Lupanina 5 114
Lupinina 500 190
N-Metilcitisina 0.05 417
Multiflorina 500 47
17-Oxosparteina 165 118
Esparteina 331 21
Tetrahidrorhombifolina 310 129
13a-Tigloiloxilupanina 160 11

Desafortunadamente, como muchos de los vegetales silvestres, los Lupinus
contienen factores antinutricionales y toxicos, entre los que podemos mencionar
hemaglutininas, glucésidos cianogénicos, inhibidores de la tripsina y alcaloides
(Jambrina, 1983).

En general, estos compuestos, a excepcion de los alcaloides, no se encuentran
en altas concentraciones en los lupinos como para producir o provocar alguna

alteracion fisioldgica en la alimentacion animal (Jambrina, 1983).

Cabe mencionar que la lupanina y esparteina son los alcaloides quinolizidinicos
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mas téxicos comparados con el resto, por el contrario la Lupinina y la 13-
hidroxilupanina son 10 veces menos toxicos que los dos mencionados

anteriormente (Petterson y col. 1987).

Desafortunadamente estas semillas contienen un buen nimero de alcaloides
quinolizidinicos, los cuales hacen a la semilla amarga y potencialmente tdxica
{Mendel Friedman, 1996).

Antes de la domesticacion de los Lupinos, las especies consumidas eran
amargas (caracteristica dada por los alcalcides), pero a través del tiempo
algunos pueblos lograron remover los alcaloides de las semillas mediante
seleccion genética, mientras que otros pueblos desamargaban la semilla por
medio de un lavado prolongado utilizando agua (Aguilera y Tier, 1978).

Debido a esto, en la actualidad, se realizan algunos estudios con el uso de
diversos tratamientos térmicos para disminuir o eliminar los alcaloides. Otros
métodos, como el desengrasado con hexano o con una mezcla de agua etanol
utilizado en el proceso de extraccion de aceite, remueven los alcaloides, y asi
los alcaloides aislados pueden ser utilizados para otros propésitos (Aguilera y
cols., 1992).

Ademas se tienen reportes del uso de la fermentacién con Rhizopus
oligosporus y Lactobacilos para disminuir la presencia de alcaloides a niveles
inocuos {Agosin y cols., 1989; Camacho y col., 1991).
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3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, segln datos de la SAGAR, el promedio quinquenal en la produccion
de soya en el periodo de 1990 a 1994 fue de 582,890 toneladas. Sin embargo,
en el periodo de 1985 a 1998 la produccidn nacional promedio cayd a 145,168
toneladas. Estas cantidades no son suficientes para cubrir la demanda nacional
para consumo humano, asi como en la fabricacién de alimentos balanceados
para animales. Los principales productores de soya son los Estados Unidos de
Norteamérica, Brasil, China y Argentina (88.36% de la produccién mundial),
segn datos de BANCOMEXT el valor de la importacion de soya del 1° de
Enerc al 8 de agosto de 2001 alcanzo la suma de $1,008.25 millones de doélares
mientras que la produccion en México fue muy baja, ya que junto con otros
paises alcanza unicamente el 11.64% de la produccidn mundial de esta
leguminosa, esto provoca la dependencia y por lo tanto se incrementa la
importacién de grano de EUA principalmente, en cantidades significativamente
altas.

De esta manera, México, tiene una demanda de este insumo que llega a
significar el 13% de las importaciones mundiales y todo esto repercute en los
costos de produccién de proteina de origen animal. Por ésta razén las
leguminosas no convencionales pueden ser una aiternativa a futuro para
proveer a los paises importadores de proteina de soya y asi disminuir la
dependencia en €l uso de ese costoso ingrediente para la elaboracion de dietas

para animales.
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40 JUSTIFICACION

México posee una gran variedad biologica de especies vegetales con potencial

para ser utilizadas en la inclusionJen humana o animal.

Dentro de estas, las especies de la familia Leguminosae han adquirido
importancia en paises subdesarrollados, ya que representan una fuente
importante de proteinas que complementan el valor nutricio de las dietas
consumidas por |la poblacién de escasos recursos econémicos y su inclusione
en dietas para animales. Sin embargo, es necesario conocer mas de estas
especies para poder explotarlas racional y eficientemente, ya que pocas
especies de leguminosas son conocidas desde el punto de vista nutricio
(Sotelo, 1981).

Los lupinos presentan altos contenidos de proteina, sin embargo, estudios
previos con ofras especies cultivadas demuestran que, al igual que la mayoria
de las leguminosas, contienen bajas cantidades de aminoacidos azufrados {(en
particular de inclusién), por lo que llegan a presentar valores bajos de Relacion
de Eficiencia Proteica (PER), 0.48 — 0.99 en semillas crudas, 1.34 en
variedades inclusiénO y 1.59 en semillas desamargadas. Aunque al inclusiénle
con inclusién se aicanzan valores de 2.3 a 3.05 comparables a los de la caseina
que son de 2.5. De forma semejante se comporta la digestibilidad aparente de
la proteina en semillas crudas y procesadas (80 — 85.8%, en inclusi6onCe a

87.1% de la caseina), y la digestibifidad proteica verdadera.

Ademas de la deficiencia de inclusion, los Lupinos {(en especial las especies
amargas) presentan sustancias que limitan su consumo directo, como es el
contenido de alcaloides de tipo quinolizidinico; como la inclusidé y esparteina,
inclusionlente, sin émbargo, existen algunos métodos y practicas sencilias (la

coccion y el l[avado) para eliminarlos.
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Con base en lo anterior y a la abundante presencia de las especies del género
inclusi en el Estado de Jalisco, resuita necesario evaluar la calidad de la
proteina de estas leguminosas por medio de pruebas biolégicas en rata y raton,
asi como conocer el efecto de la suplementacion con inclusién, al mismo
tiempo es importante conocer los efectos toxicoldgicos que pudiera provocar el
consumo de estas semillas crudas sin tratamiento y a diferentes niveles de
inclusion.
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50 HIPOTESIS

Los lupinos son leguminosas con alto valor nutricional y un gran nGmero de
especies crecen de manera silvestre en México, en particular en el Estado de
Jalisco, por lo que conocer sus propiedades nutritivas y toxicoldgicas permitiran

incorporar una o algunas de estas especies en la alimentacion animal.
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6.0 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad nutricia de la proteina de semillas cocidas y lavadas de
cuatro especies de Lupinus mediante pruebas quimicas y bioldgicas, y el efecto
de la suplementaciéon con metionina asi como la toxicidad subcronica de las

semillas crudas de estas especies

61 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el contenido de proteina cruda, grasa cruda, fibra cruda,
extracto libre de nitrogeno (ELN) y cenizas de las semillas de Lupinus
elegans, L. rotundiflorus, L. montanus y L. exaltatus mediante un analisis
quimico proximal.

2. Cuantificar los aminoacidos de la fraccién proteica presentes en semillas
de las cuatro especies de Lupinus mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC).

3. Evaluar la calidad proteica de las semillas cocidas y lavadas de las
especies mencionadas, a través de la prueba de relacion de eficacia
proteica (PER) en ratas en crecimiento.

4. Conocer el efecto de la suplementacidn de metionina sobre la relacion de
eficiencia proteica (PER) de semillas destoxificadas.

5. Evaluar la toxicidad de éstas semillas a tres diferentes niveles de
inclusion por medio de una prueba de toxicidad subcronica, en ratones en

crecimiento.
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70 MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se desarrolld en el Laboratorio de Biotecnologia del
Departamento de Botanica y Zoologia y el Laboratorio de Morfofisiologia del
Departamento de Medicina Veterinaria del Centro Universitario de Ciencias
Biologicas y Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara (U de
G). Se recolectaron semillas de Lupinus elegans, (Municipio de Tecolotlan,
Jalisco), Lupinus rotundifiorus (Municipic de Chiquilistlan, Jalisco), Lupinus
exaltatus (Municipio de Ciudad Guzman, Jalisco) y Lupinus montanus (Nevado
de Colima, en el Municipio de Ciudad Guzman, Jalisco), en su estado éptimo de
maduracioén. Posteriormente se realizd una verificacion taxonémica de los
ejemplares recolectados, contando con la asesorfa de especialistas en
taxonomia del Instituto de Botanica del CUCBA, U. de G.

Para las pruebas biolégicas, las semillas de cada especie se cocieron y se
lavaron por separado mediante de dos ciclos de coccién de 45 minutos cada
uno, seguido de un lavado en agua corriente por 72 horas, segun el metodo de
Gross (1977). Una vez realizado el proceso de cocimiento y lavado, las semillas
se deshidrataron en una estufa de aire forzado a 50° C durante 48 horas.
Posteriormente se pulverizaron en un molino eléctrico de cuchillas con una
criba R20 (1 mm de didametro). Se tomd una muestra de cada una de las
semillas y se realizaron por triplicado los analisis quimico proximal de acuerdo
a las técnicas de AOAC (1990), Asi mismo se realizaron por ftriplicado

aminogramas de las cuatro especies de Lupinus.
7.1 Preparacion de muestras para la cuantificaciéon de aminoacidos:

La cuantificacion de los aminoacidos se llevé a cabo mediante el uso de un
cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (HPLC), donde las muestras
previamente desengrasadas se sometieron a una hidrélisis proteica siguiendo la

técnica de Lucas y Sotelo (1982); las harinas de los lupinos se colocaran dentro
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de los tubos de hidrolisis (se pesd la cantidad de muestra de acuerdo a su
contenido de proteina), a la que se adiciond HCI 6N (cantidad de- acuerdo al
contenido de proteina). Enseguida se insuflé nitrégeno por 30 segundos y se
cerrd perfectamente el tubo, estos fueron sometidos a condiciones de hidrolisis
de 145 °C + durante 4 h. Posteriormente el hidrolizado se filtré y se le agregé 5
ml del estandar interno (norleucina), se evapord en rotovapor a 75 °C a
sequedad, se recuperé con solucién lavadora (agua : etanol 3:1 (viv) +
hidroquinona al 0.01 %) y se neutralizd con NaOH 5N, se ajustd el pH a 6.8
0.2, y se aforé a 25 ml. De aqui se tomaran alicuotas que se fiftraron para
inyectarse en el HPLC.

7.2 Relacién de eficiencia proteinica (R.E.P)

R.E.P (Relation efficiency protein) es una expresién del valor de la proteina:
Esta se basa en la relacién de ganancia de peso de animales recién destetados
sobre el consumo de proteina en un periodo determinado. Las dietas control y
experimentales tuvieron 10 % de proteina cruda (N X 6.25) aportada por la

caseina y las harinas de Lupinus desamargadas, respectivamente.

Para este estudio se utilizaron 54 ratas machos de la cepa Swiss-Wistar recién
destetadas con una edad de 21 a 28 dias, con un peso de 60 + 10 gramos. Las
ratas se mantuvieron en jaulas individuales de policarbonato con piso de reja 'y

bajo condiciones de bioterio, se les suministrd alimento y agua ad libitum.

Para el ensayo se formaron nueve grupos con seis animales cada uno, a los

que se les suministré una dieta cuya fuente de proteina fue la siguiente:

T1: caseina (control).
T2 Harina de semilla de L. exaltatus.
T3: Harina de semilla de L. rofundifiorus).

T4: Harina de semilla de L. elegans.

o O o 0O o

T5: Harina de semilla de L. montanus.
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T6: Harina de semilla de L. exalfatus + 0.2% de metionina.

(.

O

T7: Harina de semilla de L. rofundifforus + 0.2% de metionina.
a T8: Harina de semilla de L. elegans + 0.2% de metionina.
0

T9: Harina de semilla de L. montanus + 0.2% de metionina.

Con base a los analisis proximales previamente efectuados, se disefiaron las
dietas.

Cuadro 3. Composicion de las dietas experimentales (100g. de dieta total)®

Ingredientes 1 2 3 4 5
Caseina 11.1

L. elegans 18.0

L.exaltatus 21.0

L. montanus ' 18.6
L.rotundiflorus 20.0
Dextrina” 700 600 542 585 57.0
Aceite de Maiz 8.1 122 152 130 13.7
Sales Minerales © 42 4.4 4.0 4.0 4.0
Vitaminas 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Fibra de Celulosa © 0.9 0.0 0.0 0.0 0.0
Agua 4.0 44 46 4.8 4.3
Metionina 0 0602 0602 060200602

# N x 6.25, 10 g. de proteina en 100 g de dieta total. Cada dieta fue calcutada para contener 385 kcal/100g de dieta.
® Sigma, St. Louis, Mo.

° Roger Harper Mineral Mix. ICM Phammaceutical, Cleveland, OH. D {CM Phamaceutical.

Las cantidades de cada uno de los ingredientes estan expresadas en gramos.

Durante el periodo experimental (21 dias), se suministré diariamente una
cantidad conocida de cada dieta en un comedero especial y cada semana se
registro el peso corporal de cada una de las rata, asi como el consumo diario de
alimento.

Ademas se recolectaron las heces de las ratas en forma individual, a partir del
décimo dia de tratamiento, con [a finalidad de determinar la digestibilidad in vivo

del nitrégeno.

Los resultados obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza simple

29




(ANOVA). Las diferencias significativas se confirmaron mediante la prueba de

Tuckey a un nivel de significacién de 0.05.
7.3 Toxicidad subcroénica:

Se utilizaron ratones machos de la cepa Balb-c, a los que se les administré
semilla cruda de L. elegans, L. exalfatus, L. rotundiflorus y L. montanus. Se
utilizd un disefio experimental completamente al azar con arreglos factoriales de
4 X 3 = 4 especies de lupinos y 3 niveles de inclusion con 6 repeticiones'
comparados con un control. Se registré el peso de los animales al inicio y al
final del experimento. Siendo el peso inicial de 5 grs £ 0.35y 3.23 + .54 al final
de la prueba.

La alimentacién de los ratones si hizo por medio de unas mezclas de alimento
comercial (Nutricubo Purina ®) para ratones mas el porcentaje (5, 10 y 15)

correspondiente de |a harina de cada una de las semillas de Lupinus.
Los tratamientos fueron disefiados de la siguiente manera, con una N = 6.

T0 = Control dieta comercial (0% de harina de Lupinus)
T1= Dieta con 5% de L. elegans.
T2= Dieta con 10% de L. elegans..

[ I R

T3= Dieta con 15% de L. elegans.

T4= Dieta con 5% de L. exallatus.

T5= Dieta con 10% de L. exaltatus.

T6= Dieta con 15% de L. exaltatus

T7= Dieta con 5% de L. montanus.

T8= Dieta con 10% de L. montanu

T9= Dieta con 15% de L. montanus.
T10= Dieta con 5% de L. rotundifiorus.
T11= Dieta con 10% de L. rotundifiorus.
T12= Dieta con 15% de L. rotundiflorus.

O 0o o 00 o0 o0 0 0o
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El estudio tuvo una duracién de 21 dias. Durante el cual se observaron
diariamente a los animales para registrar posibles trastornos fisiolégicos. En el
caso de fallecimiento de alguno de los ratones, se les sometié a necropsia para
hacer la observacidn de posibles lesiones macroscopicas. Asi mismo se
tomaran muestras de higado, rifién y cerebro para procesarse histolégicamente
y llevar a cabo un andlisis microscépico que nos permitieran conocer los

posibles dafios causados por el consumo de las semillas de lupinos.

Una vez concluido el periodo de consumo de las diferentes dietas, los animales
sobrevivientes fueron sacrificados e inmediatamente perfundidos, via intra
cardiaca, se obtuvieron higado, rifion testiculo y cerebro, los cuales se
sometieron a procesos histolégicos para hacer cortes de 10 ym en microtomo,
se tifieron con hematoxilina eosina (H-E) y violeta de cresilo para su posterior

estudio microscopico.
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SB8ORESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, corresponde a los analisis a los
que fueron sometidas las semillas de las cuatros especies de Lupinus
silvestres del Estado de Jalisco (Cuadro 4). La determinacion de los analisis
quimicos proximales; La cuatificacion de los contenidos de aminoacidos
(Cuadro 5) en la fraccién proteica; Calificacion Quimica de los aminicoacidos
(Cuadro 6); Relacion de Eficiencia Proteica (PER) de las semillas cocidas y
lavadas sin suplementar y suplementadas con metionina (Cuadro 7);
Digestibilidad in vivo (Cuadro 8); Evaluacién Toxicolégica a tres niveles de
inclusién de las semillas crudas de Lupinus sin cocer y lavar {Cuadro 9).

Cuadro 4. Analisis quimico proximal en semillas de cuatro especies de Lupinus
silvestres del estado de Jalisco. Valores porcentuales, promedio (N=3 en base
seca)

Nutrimento L.elegans L exaltatus L.montanus L..rotundiflorus
HUMEDAD 3.32+£003 1.82x0.02 250x£0.02 1.89 £ 0.06
M.S. 96.88 £+0.03 98.18+0.02 97.50+0.02 98.11 £ 0.06
P.C 56.11+0.22 48.38+0.14 4829071 41.791+0.06
GRAS 779+0.08 1056+009 1491+0.10 6.52+0.08
CENIZAS 349+0.14 2.82+0.21 3.36+ 0.11 3.45x0.04
FIBRA 1270+ 022 10.70+0.02 16.35+0.36 14.57 £0.06
E.L.N. 16.59+0.31 2571+£0.12 1457+000 31.87x0.25

MS = Materia Seca; PC = Proteina Cruda; E.L.N. = Elementos Libres de Nitrégeno.
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AMINOGRAMAS

Cuadro 5. Composicion de aminoacidos presentes en semillas cocidas y
lavadas de cuatro especies silvestres del género Lupinus del Estado de
Jalisco®. (g aalg de proteina).

Aminoacido L.montanus L.rotundiflorus L.exaltatus L.elegans

A. Aspartico 6.53+038 6.08+0.13 678+0.15 5811040
A. Glutamico 2435+0.14 29.27 £+ 0.12 20.35+£0.26 29.91+0.66
Alanina 432+0.09 4132036 445+023 4.15+0.13
Arginina 16.85+0.28 14.44 + 0.05 20.18 £ 0.25 14.58 £0.12
Histidina 6.86+022 5451038 581+005 6.05%0.11
Prolina 442 +0.58 594+0.02 520+0.04 5701020
Glicina 6.02+0.16 577+0.10 6.051+0.16 6.01+0.38

Serina 6.58+029 5821004 6521004 63312027

Leucina 243+034 431+056 420+0.08 4.18+0.29

Lisina 458+060 348010 377004 4581012
Azufrados 0.46+003 1841031 0.62+0.07 0692043
A. Aromaticos ® 5841026 243+012 309+0.16 2621043
Valina 2851016 2261015 3.26+0.06 240+0.10
Isoleucina 243+011 224+054 270+£0.07 2201010
Treonina 3.68+027 3.07+£027 381+ 0.02 3.2110.16

A = Los valores estén expresados en porcentaje, como medias + desviacidn estandar (N=3); B = Fenilalanina +

Tirosina

Cuadro 6. Calificacién quimica de la proteina en cuatro especies silvestres de
Lupinus del Estado de Jalisco. Comparados con los minimos requeridos segtin
los patrones de la FAO.

Aminoacido L.montanus L.rotundiflorus L.exaltatus L.elegans Patron
FAO (WHOQO 1885)
Leucina 36.82 86.20 63.64 63.33 6.60
Lisina 78.97 69.60 65.00 61.90 5.80
Metionina 19.60 36.80 24.80 27.60 2.50
A. Aromaticos 92.70 48.60 48.05 41.59 6.30
Valina 81.43 4520 93.14 68.57 3.50
Isoleucina 86.79 44.80 96.14 78.57 2.80
Treonina 108.24 61.40 112.06 94.41 3.40

Calificacion quimica (g de aminoécidos en la muestra / g de aminoacidos de ios patrones de la FAQ x 100)
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Figura 4 Cromatograma de aminodcidos presentes en las semillas de Lupinus
exallatus. '
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Cuadro 7. Prueba de eficiencia de la proteina (PER) en dietas con harina de
semillas cocidas y lavadas de Lupinus silvestres sin suplementar y
suplementando 0.2% de metionina, realizada en ratas machos de la cepa
Swiss-Wistar.

ESPECIE DIETA SIN SUPLEMENTAR DIETA SUPLEMENTADA
METIONINA METIONINA

L. muntanus . 0.9025 £ 0.5954 C 0.3446 £ 1.0049 D

L. rotundiflorus 1.4749 £ 0.6103 BC 2.3684 £ 0.2314 B

L. exaltatus 1.6526 £ 0.5030 B 0.9171 £ 0.8848 CD

L. slegans 0.1161 £ 0.2567 D 1.3339+£0.4143C

Caseina 3.5555+0.2721 A

Valores promedios, con sus respectivas desviaciones estandar £ (N=6)
Literales diferentes indican estadisticamente diferencias significativas con una P < 0.05

Cuadro 8.Prueba de digestibilidad in vivo de las dietas con harina de semillas
cocidas y lavadas de Lupinus silvestres sin suplementar y suplementando 0.2%
comparadas con una dieta isocaldrica e isoproteica de caseina.

ESPECIE DIETA SIN SUPLEMENTAR DIETA SUPLEMENTADA
METIONINA METIONINA

L. muntanus 50.81x278D 80.03+225B

L. rotundifiorus 56.09x6.42C 7470+ 3.14C

L. exaltatus 63.90£3.79C 8004+0848B

L. elegans 79601928 65491 309C

Caseina 86.61+ 049 A

Valores promedios, con sus respectivas desviaciones estandar £ (N=6)
Literales diferentes indican estadisticamente diferencias significativas con una P < 0,05

Cuadro 9. Analisis estadistico (ANOVA) de las pruebas de Relacion de
eficiencia de la proteina (PER) de cuatro especies de Lupinus silvestres.

COMPARACION DE MEDIAS (SIN SUPLEMENTAR METIONINA)

Caseina 3.5555 A

L. exaltatus 1.6526 B

L. rotundiflorus 1.4749 B C

L. montanus ‘ 0.9026 C

L. elegans 0.1161 D

Literales indican estadisticamente diferencia significativa con una P < 0.05.

37




Cuadro 10. Analisis estadistico (ANOVA)} de las pruebas de Relacion de
eficiencia de la proteina (PER) de cuatro especies de Lupinus silvestres.

COMPARACION DE MEDIAS (SUPLEMENTANDO METIONINA)

Caseina 3.5555 A

L. rotundifiorus - 2.3688 ‘B

L. elegans 1.3339 c

L. exaltatus 0.9171 C D
L. montanus 0.3357 D

Literales indican estadisticamente diferencia significativa con una P < 0.05.

Cuadro 11

PRUEBA DE TOXICIDAD SUB CRONICA CON SEMILLAS DE LUPINUS

COMPARACION DE MEDIAS
NO SE HACE COMPARACION DE MEDIAS PORQUE NO HAY DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA ENTRE LOS TRATAMIENTOS.

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05

8.1 OBSERVACIONES EN LA PRUEBA TOXICOLOGICA

A través del registro diario de los animales, se pudo constatar las reacciones
gue presentaron los de los ratones sometidos a la alimentacién con diferentes

niveles de lupinos, las manifestaciones mas notorias fueron:

Excitacion: a partir del dia 4.

Acicalamiento: a partir del dia 5.

Aletargamiento: a partir def dia 5.

Piloereccion: a partir del dia 5.

Agresividad: a partir del dia 10.

Hipotermia y lordosis, no en todos los animales se llegé a presentar,

pero los que lo presentaron fue a partir de el dia 14.
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Una de las manifestaciones mas notorias fue la autofagia en los animales que
recibieron el tratamiento de Lupinus montanus (2 ratones) de la concentracion

de10 % y (3 ratones) de la concentracion de 15 %.

Cuadro 12. Comportamiento en la prueba de toxicidad subcrénica. Todos los
niveles de inclusion de harina de semilla cruda de lLupinus resultaron ser
toxicas, en especial Lupinus montanus.

ESPECIE NIVEL MORTALIDAD (%)
L. rotundiflorus 5 16
L. rotundiflorus 10 16
L. rotundifiorus 15 16
L. exaltatus 5 ' 16
L. exaltatus 10 16
L. exaltatus 15 16
L. elegans 5 16
L. elegans 10 16
L. elegans 15 16
L. montanus 5 16
L. montanus 10 32
L. montanus 15 50
Testigo 0 0
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8.2 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD
SUBCRONICA

La descripcion histopatologica de las lesiones se realizé en los cadaveres de
ratones que previamente fueron sometidos a diferentes dietas con harina de
semillas crudas de Lupinus montanus; rotundiflorus; exaltatus y elegans a
niveles de inclusion de 5 %; 10 % y 15 % y un grupo confrol, al cual se les
proporciond una dieta de alimento balanceado comercial y agua ad libitum.
Cada uno de los grupos experimentales conté con una n = 6, la observacién de
los animales se realizd dos veces al dia y se registraron los cambios que

presentaron.

Conforme cada deceso se presentaba, a cada cadaver se le sometié a una
examinacion haciendo las anotaciones correspondientes, asi se obtuvieron
fragmentos de tejido de higado, rifion, cerebro y testiculo, para hacer cortes

histologicos para su posterior analisis microscopico.
Lupinus elegans 5 %.

En éste grupo solamente fallecié uno de los ratones, y las lesiones observadas

en los cortes histopatoloégicos fueron:

HIGADO: Este 6rgano se presentd un patrdén de lesién que afecto a la totalidad
de la muestra presentandoc una degeneracidn turbia y zonas de necrosis
coagulativa, destacandose la coagulacidn de las proteinas citoplasmaticas
formando grumos eosinofilicos. Los niicleos de los hepatocitos se encontraron
dafados en su cromatina, la cual se observo formando grumos. Los capilares
sinosoides manifiestan presencia de proteinas globulares libres en una forma
moderada, las células de Kupffer no muestran alteraciones en cuanto a la

proporcidn morfologica y nimero.

Todas ilas muestras revisadas, presentaron el mismo patrén, solo en una de
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ellas las lesiones son mas moderadas, encontrandose respetadas las

membranas nucleares de los hepatocitos.

CEREBRO: En las neuronas del sistema nervioso central destacd Ia
coagulacién de la cromatina nuclear que formé grumos abundantes aciddfilos,
especialmente en la capa molecular y granulosa del cerebelo. Las neuronas de
Purkinje se encontraron igualmente afectadas, aunque en menor grado. Los
granulos acidéfilos en algunas zonas de fa capa granulosa se encuentran
intercelulares en una forma abundante, lo que sugiere la posibilidad de la

necrosis neuronal.

La Pia Madre esta respetada, con la técnica de Violeta de Cresilo no se
aprecian los espacios de Robin Virchow ni la posibilidad de identificacion de
proteinas extra celulares que nos permitan identificar algun tipo de inflamacién
o edema. Asi mismo los vasos sanguineos, no son apreciables con este
colorante.

Lupinus elegans 10 %.

En éste grupo solamente fallecié uno de los ratones, y las lesiones observadas

en los cortes histopatolégicos fueron:

HIGADO: Las lesiones observadas en las preparaciones histopatolégicas
obtenidas de los ratones sometidos a la prueba de toxicidad, son las mismas

que se describen en la concentracion de 5 %.

CEREBRO: La toxicidad de esta semilla es tal que en una concentracién de 10
% contin(ia siendo igual de severa que en el nivel de 5 %.

Lupinus elegans 15 %

En éste grupo solamente fallecié uno de los ratones, y las lesiones observadas

en los cortes histopatoldgicos fueron:
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HIGADO: Las lesiones observadas en los cortes preparados a partir de los
tejidos obtenidos de los ratones sometidos a la prueba de toxicidad, son las

mismas que se describen en las concentraciones de 5y 10 %.

CEREBRO: La toxicidad de ésta semilla en una concentracion de 15 %
continla siendo igual de severas que en los niveles de 5 y 10 %.

Lupinus rotundiflorus 5%

En éste grupo solamente fallecid uno de los ratones, y las lesiones observadas

en los cortes histopatolégicos fueron:

HIGADO: conserva su 'patrc')n arquitecténico, sin embargo, se observa
claramente una degeneracion turbia y la misma lesién a nivel nuclear donde la
cromatina ha formado grumos sumamente notorios, tanto en los hepatocitos
como en las células de Kupffer. Algunos hepatocitos tienen un nicleo
notoriamente aumentado de tamafio los espacios porta se encuentran
respetados. Algunas areas, de algunas regiones del higado, tienen una
marcada necrosis coagulativa, pero no es un patrén generalizado, es solamente
regiones focales, el nicleo puede estar aumentado en dos o tres veces su
tamafio normal, mismo que presentan un patrén similar de cromatina glomerular
y el nucleolo extendido.

CEREBRO: A este nivel, el cerebelo muestra que las neuronas de la capa
molecular y la capa granulosa, tienen igualmente los nucleos afectados con el
mismo patréon antes descrito, donde la cromatina ha formado una intensa
cantidad de grumos hematoxilinicos a nivel de nicleo, es notorio como la capa
célufas de Purkinje no se nota alterada, sin embargo, la corteza cerebral
muestra en forma incipiente las mismas lesiones nucleares ya referidas, se
observa edema y la sustancia gris especiaimente afectada, no asi la sustancia
blanca sin embargo la lesion es notoriamente mas evidente en la capa

granulosa de la corteza cerebelosa.
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RINONES: En ellos se encuentra notoriamente afectado el nicleo de todas las
células del nefréon, basicamente con granulacion de la cromatina existen
algunos tubos contorneados especialmente los proximales con necrosis
coagulativa, los glomérulos presentan una gran cantidad de material proteico
eosinofilico a nivel de espacio de filtracion glomerular de tal forma que algunos

estan totalmente inundados.

TESTICULO: Muestra el mismo patron de afectacion de los nicleos
especialmente en las primera etapas de la espermatogénesis. Destaca la lesion
sobre todo en las espermatogonias, los espermatozitos de primer orden y las
células y las células de sertoli; Sin embargo, se alcanzan apreciar
espermatozoides maduros hacia la iuz, misma {uz que se encuentra totalmente
inundada de un edema que evita ver algun claro, toda la luz esta inundada de
un material proteico edematoso eosinofilico en todas las muestras observadas y
en todos los tubos seminiferos.

Lupinus rotundifiorus 10%

En éste grupo solamente fallecié uno de los ratones, y las lesiones observadas

en los cortes histopatoldgicos fueron:

HIGADO: Las mismas lesiones anteriormente descritas de los anteriores
grupos, pero mas acentuadas y agregandosele focos microabscesos
diseminados por todo el parénquima, donde, inclusive, se observa neutréfilos
en banda y la descripcién de la arquitéctura microscoépica clasica de una
necrosis licusfactiva. Los ndcleos estan ain mas agrandados con la lesion
antes descrita, mucho mas notoria. La necrosis es muy evidente, se nota con
toda claridad una degeneracién turbia conde los hepatocitos han perdido su
morfologia cuboidal, tornandose ovoides con evidente aumento de tamario
perdiéndose el patron de detalle celular, pero persistiendo el detalle
arquitectonico. Es, sin embargo, notoria la deformacién de la morfologia de las

células hepaticas haciéndose completamente ovoides con nucleos de gran
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tamafioc y completamente granulados. Las células de Kupffer siguen

conservando su morfologia.

CEREBRO: Las lesiones en el cerebelo se han incrementado notoriamente
especialmente en las células de la capa granulosa y en el resto de la corieza
cerebral. Las neuronas se encuentran afectadas con los nlcleos
completamente distendidos algunos grumos eosinofilicos intranucleares, pero
también se encuentran afectadas con el mismo patrén de nlcleos granulares de
todas la células de la glia, se observa edema cerebral y algunas neuronas con
necrosis y una insipiente satelitosis.

TESTICULO: En este tejido se alcanza a percibir una pequefia porcion de
epididimo en el que se observa que la capa de musculo liso, caracteristica de la
pared del mismo, al igual que las células epiteliales de tipo pseudo estratificado
cilindrico o la ciliado también muestran cambios de granulacién nuclear. Sin
embargo, la luz de dicho corte esta repleta de espermatozoides, en cuya
morfologia no se observan alteraciones evidentes. Sin embargo, los tubos
seminiferos muestran las mismas alteraciones descritas en el caso de la
concentracion del 5%, solamente que mas notorias y nuevamente siendo las
células espermatogonias, esperematocitos de primer orden y sobre todo las
células de sertoli las que se encuentran sumamente afectadas, notoriamente
mas graves que en el caso de la concentracion anterior. Se sigue observando
una actividad reproductiva, debido a que hacia la luz se observan una normal
cantidad de espermatozoides maduros y la luz también inundada de un liquido
proteico edematoso tefiido por la ecsina de un color rojo intenso que evidencia
un pH alcalino.

RINONES: Las mismas lesiones anteriormente descritas, pero mas
acentuadas.




Lupinus rotundifiorus 15%:

En éste grupo solamente fallecid uno de los ratones, y las lesiones observadas

en los cortes histopatoldgicos fueron:

HIGADO: Necrosis coagulativa, las mismas lesiones anteriormente descritas,
pero sumamente acentuadas. Los nicleos de las células estan dilatados, las
células han perdido su morfologia y la granulacion intranuclear es muy evidente,
sin embargo, se alcanzan a ver los nucleolos que aparentemente no han sido
dafados. Las células de Kupffer estan presentes, pero también presentan
granulacién intranuclear. Esta respetada la arquitectura microscopica y en este
caso no se observan micro abscesos como en el caso anterior. Esto,
posiblemente, nos evidencié que estos micro abscesos no son el patron
generalizado y que ese caso pudo haber sido un caso espécial, ya que no se
han observado mas micro abscesos en el resto de las muestras de higado

observadas.

CEREBRO : Se observa que en la sustancia gris de la corteza del cerebro y
cerebelo se localizan las mismas lesiones que las anteriormente descritas en la
concentracion del 10% de Lupinus rotundiflorus., aunque mas notorias. Destaca
la lesién a nivel de la capa granulosa del cerebelo en una forma mucho méas
evidente que el resto de las capas, sin embargo, también se encuentra
afectadas tanto a nivel neuronal como de las células de la glia. Las células de la
capa de Purkinje, que anteriormente se observaron levemente afectadas, ahora
se encuentran aumentadas de tamafo con lesicnes similares, pero de una

manera discreta.

A nivel de la corteza cerebral las lesiones similares a las ya
anteriormente descritas, aunque mas notorias. Se observd edema cerebral,
necrosis de algunas neurcnas, satelitosis, neurofagia, y al igual se
encuentran afectadas tanto las células de la glia como las células neuronales,

especialmente las de las capas granulosas interna y externa. Notoriamente
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aumentadas de tamano y con las mismas lesiones anteriormente

descritas.

RINON: Con las mismas lesiones anteriormente descritas, pero mas
acentuadas con una gran concentracidén de proteinas eosinofilicas de los tubos
contorneados, hay necrosis coagulatiiva tubular, los glomerulos tambien se
encuentran afectados, los ndcleos de algunas células tanto glomerulares como
de los tubos contorneados se han tornade hematoxilinicos en una forma
intensa y aleatoria. Pudiera ser que de un tubo una ¢ dos de sus células tuviera
este patron que no se habia visto en las concentraciones de 5 y 10 %. Existe
hiperemia en la zona de la médula a nivel de las asas de Henle y los tubos
colectores se encuentran igualmente afectadas, aunque en menor intensidad
que en la region cortical a nivel glomerular y tubos contorneados, tanto

proximales como distales.

TESTICULO: Las lesiones anteriormente descritas se han incremetado en una
forma muy evidente. Destacan las celulas basales de la espermatogonia, en
donde los nacleos granulosos se han vuelto intensamente hematoxilinicos en
una forma similar a los niicleos descritos en el tejido renal. Se observa el mismo
edema, continla la presencia de espermatozoides maduros hacia la luz, las
células de Sertoli estan claramente afectadas, se nota un agrandamiento a nivef
de las células de las primeras etapas de la meiosis, aunque las células de las
Ultimas etapas de la espermatogénesis no se encuentran tan afectadas como

las de las primeras etapas.

Los nicleos de las cabezas de los espermatozoides, en algunos tubos
seminiferos, se encuentran igualmente hematoxilinicos en una forma muy
notoria. Sin embargo dicha alteracién no afecta en la totalidad de los tubos
seminiferos, inclusive puede estar un tubo seminifero notoriamente alterado con
las lesiones que anteriormente se sefialaron y el tubo seminifero vecino mostrar
una pigmentacion considerada como normal comparada con el resto de las

células de la misma pared. Sin embargo, son |as espermatogonias las que se
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encuentran notoriamente alteradas con el patrén de lesion descrito
anteriormente. Las células de Leidig también se encuentran con pérdida de su
arquitectura microscépica normal en donde se ha perdido levemente la
eosinofilia citoplasmatica, afectando principalmente el ndcleo, el cual esta
aumentado de tamafio, con la cromatina agranulada, y hematoxilinica, aunque
notoriamente en menor grado que las ¢células de la espermatogonia.

Lupinus montanus:

Las lesiones que se encontraron en estos cortes, son similares a los hallazgos
producidos y ya descritos en las anteriores especies de iupinos. Sin embargo,
existen dos diferencias muy notorias, la primera de ellas es que desde la
concentracién al 5% las lesiones son sumamente evidentes, por lo que se
puede presuponer que la accion de los alcaloides es el mas agresivo
comparado con los contenidos en las otras tres especies, dado que las
imagenes observadas en esta concentracion (5%} equivale a las de 15 % de las

otras especies.

Otra observacion importante es que en el rindn es evidente una intensa
cantidad de células de tipo reticulo endotelial, que fue aumentando en cantidad
conforme la concentracidn de semilla se aumentaba en la dieta, los nucleos
estan agrandados en los cortes de los animales sometidos a la dieta con ésta

semilla.

Las células de la capa de Purkinge estan menos afectadas que el resto de las

"neuronas, no asf las neuronas de la capa granulosa.

Lupinus exaltatus: (5, 10 y 15% Higado, Cerebro y Cerebelo Rifion y
Testiculo). |

Las lesiones encontradas son similares a las ya descritas en las demas
especies, pero cabe aclarar que estas placas fueron procesadas por la tincion

de violeta de cresilo y también observamos una intensa granulacién intranuclear
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de la cromatina de las neuronas destacando en una forma muy evidente. Sin
embargo, por la técnica de tincibn no permite apreciar otros detalles que la

técnica de hematoxilina-eosina se ocbservaron con mas claridad.
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Figura 7. Corte coronal de corteza cerebral de ratéon
tefiido con H-E. Se muestran las capas superficiales
donde se aprecia la citoarquitectura neuronal normal de
la corteza (10X).

i R

Figura 8 Corte coronal de corteza cerebral de ratén del
grupo de Lupinus rotundiflorus 10 % tefiido con H —E. Se
aprecia la citoarquitectura neuronal edematizada, se
obseva algo de pia madre. Lesidon de capa granular
externa, nulcleos alterados, con vacuoclizacion con
necrosis y satelitosis (20X).
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Figura 9. Corte coronal de corteza cerebral de ratén
tefiido con H-E. Se muestran las capas superficiales
donde se aprecia la citoarquitectura neuronal normal de
la corteza (20X).

Figura 10 Corte coronal de corteza cerebral de ratén del
grupo de Lupinus rotundiflorus 10 %, tefido con H-E. Se
muestran neurcnas con nucleos vesiculados y con
cromatina granulosa (20 X)
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Figura 11. Corte de rifién de raton del grupo de Lupinus
rotundiflorus 15 % tefiido con H - E. Muestra necrosis
cuagulativa en tubos contorneados proximales, edema
glomerular y moderada infiltracién de grasa.(20X).

Figura 12. Corte de rifién de ratén del grupo de Lupinus
rotundiflorus 10 % tefiido con H-E. Muestra clara necrosis
cuagulativa en tubos contormneados proximales, edema
‘glomerular y moderada infiltracion de grasa. (20 X)
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Figura 13. Corte de testiculo de ratén del grupo de
Lupinus rotundiflorus 15 % Muestra edema tubular,
alteracion notoria de nucleos de espermatogonias con
granulacion de la cromatina, disminucion de la produccion
de espermatozoides. Se aprecia alteracién nuclear en
células de Sertoli. Degeneracion turbia en células de
Leiding.(10X)
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9.0 DISCUSION

A partir de los examenes proximales de las semillas de Lupinus de las
diferentes especies analizadas, se observd que poseen un excelente porcentaje
de proteina cruda en base seca, siendo Lupinus rotundiflorus el mas bajo y
Lupinus elegans el mas alto. En contraste, la soya tiene (38-42%) por debajo de-
los Lupinus y muy similar a las especies domesticadas de Lupinus (L. luteus, L.
angustifolius, L. albus y L. mutabilis) cuyo contenidos se ha establecido en 30 —
47 % (Pefterson y cols., 1998; Ruiz-Lépez, 2001) y mas del doble de las
legumincsas cominmente utilizadas para la alimentacidn humana; asi mismo
estos valores son superiores a los encontrados en otras leguminosas silvestres
con valores entre 10.6 a 37.8 % comg lo son las especies silvestres europeas
(Shumilin y cols., 1989; Muzquiz y cols., 1989; Sotelo y cols., 1980;
Schoeneberger H. y cols. 1982). |

Los contenidos de proteina de las semillas de Lupinus elegans, exalfatus,
montanus y rotundifforus son superiores a las reportadas por Petterson,
(1998).

Grasa: El contenido de grasa de las cuatro especies de Lupinus silvestres del
Estado de Jalisco, varian del 6.25 % para Lupinus rotundiflorus y 14.91 % para
Lupinus montanus, lo que indican que estan por debajo del promedio para la
soya que tiene un 18 % (Aykroyo y Dougthy, 1964).

Lupinus montanus presenté el mas alto promedio (14.91 %) y Lupinus
rotundiflorus el mas bajo (6.25 %), lo que representa que son mas bajos que la
soya (18%), pero similar al compararlo con otras leguminosas silvestres, cuyos
valores se han reportado entre 0.7 a 6.3 % (Sotelo y cols., 1980) Aunque se
tiene informacion de leguminosas silvestres con concentraciones de 8.5 %
hasta 24.4 %, y entran en el intervalo de los valores de los Lupinus cultivados
de 5.7 a 14 % (Petterson 1998). Pero superior a L. hispanicus (3 %) (Muzquiz y

cols., 1989). En cuanto a los demas nutrimentos que las especies silvestres del
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Estado de Jalisco no difieren mucho de las reportadas internacionaimente para
otras especies de Lupinus.

En ilos aminogramas realizados a las muesiras de semillas de Lupinus
silvestres nos revela una fuerte deficiencia de los aminodcidos esenciales
comparados con el patrdbn de referencia de la FAO, a excepcion del
contenido de Treonina en Lupinus exalfatus y montanus que son ligeramente
superiores.

9.1 RELACION DE EFICIENCIA DE LA PROTEINA: (REP)

Los resultados que obtuvimos en estas pruebas fueron detrimentales, porque
cuando proporcionamos las dietas disefiadas con semillas. cocidas y lavadas,
sin suplementar metionina, en éstas, se obtuvieron resultados muy por debajo

del grupo control (caseina).

Las semillas de las especies silvestres del Estado de Jalisco que fueron
suptementadas con el 0.2% de metonina los resultados de la Relacion de
Eficiencia de la Proteina fueron: 0.3357 para L montanus; 0.9171 para L.
exaltatus; 1.3339 para L. elegans; 2.3688 para L. rofundiflorus y 3.55 para
caseina.

Analizando los datos anteriores, encontramos diferencia en el comportamiento
de las distintas especies de semillas. En las dietas que se incluyé la semilla
cocida y lavada sin suplementar metionina, los animales no aceptaron
satisfactoriamente la comida, tuvieron bajo consumo, por lo tanto se observd
una disminucién en su peso corporal, pelo hirsuto y excitabilidad, mostrando
agresividad desde los cinco dias de haber iniciade la prueba. Para los grupos
con dieta suplementada con el 0.2 % de metionina se nos presenté el mismo
efecto, poco consumo de alimento y por lo consiguiente poca ganancia de peso

de los animales, aun cuando aceptaron mejor la comida.

En el alimento rechazado por los animales, se observé que no consumian la
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cascara que cubre a la semilla, quizas sea ésta la parte mas amarga de la

semilla.

Las medias de la Relacion de Eficiencia de la Proteina estadisticamente
hablando, en el grupo que consumieron las dietas sin suplementar metionina
fueron 1.6 para L. exaltatus, 1.4 para L. rotundiflorus, 0.9 para L. montanus y
0.11 para L. elegans. Si comparamos estos resultados con los obtenidos en el
grupo que recibieron las dietas suplementadas con el 0.2% metionina fueron
2.36 para L. rotundifforus, 1.3 para L. elegans, 0.9 para L. exaltalus y 0.3 para
L. montanus.

En los datos de ambas pruebas de la Relacion de Eficiencia de la Proteina
enconiramos que las medias cambian, por ejemplo L. exaltatus, logré en la
prueba sin suplementar, un PER de 1.6, aunque es bajo, si fue el mas alto de
las cuatro dietas y una vez que se suplemento la metionina, su PER se redujo
a 0.9. L. rotundiflorus de 1.4 pasa a 2.36; L. montanus de 0.8 a 0.3y L. elegans,
de 0.11 se incrementa a 1.3.

9.2 DIGESTIBILIDAD in vivo

La suplementacion de 0.2% de metionina mostré que la digestibilidad de estas
dietas es mejorada. Salvo el caso de Lupinus elegans que cuando se
suplementa caé de 79.60 % a 65.49.

Las especies estudiadas nos revelan una significativa deficiencia de
aminoacidos que tienen las semillas de Lupinus. Las especies estudiadas son
deficientes en su aporte de leucina, lisina, metionina, aminoacidos aromaticos
(fenilalanina+ tirosina) valina isoleusina y treonina. (Schoeneberger 1982; Ruiz-
Lépez, 2001).
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9.3 Calificacion quimica de la proteina:

La metionina es el aminoacido con mas baja calificacién quimica (19.60 % L.
montanus; 24.80 %; L. exaltatus; 27.60 % L. elegans y 36.80 % L. rotundiflorus).
Ei segundo aminoacido que presenta deficiencia en su contenido es
Aminoacidos Aromaticos (41.59% L. elegans; 48.60 % L. rotundiflorus; 49.05 %
L. exaltatus; con excepcion de 92.70% L. montfanus). La calificacion quimica de
la Treonina las especies L. monfanus y L. exaltatus rebasan los patrones de la
FAO.

9.4 Evaluacion toxicolégica:

Se puede decir que a partir de los resultados obtenidos de la prueba de
toxicicolégica los Lupinus montanus, exaltatus, rotundiflorus y elegans son muy
téxicos, en particular L. montanus. Por los hallazgos obtenidos de los estudios
histopatolégicos podemos percibir que estas especies tienen marcados efectos
neurotéxicos, ya que en este tejido fue en el que mas lesiones se localizaron y
se han reportado, asi como las manifestaciones nerviosas presentadas desde
las etapas iniciales del tratamiento, esos animales desarrollaron automutilacion
de las extremidades posteriores y cola. Sobre todo en las concentraciones de
10 y 15%. Los daiios a nivel hepatico, renal y testicular fueron igualmente muy
marcados.

Para recomendar el uso de las semillas utilizadas en este trabajo,
sera necesario realizar mas investigaciones para eliminar por medios
econdmicos y eficaces a los agentes antinutricionales que contienen las
semillas. Ademas de que nos garanticen la completa neutralizacién de

alcaloides quinalizidinicos.

Consideramos que el sistema de lavado utilizado en el presente trabajo, no es
el mas adecuado porque requieren grandes volimenes de agua, en éste caso

se utilizaron 30.24 M® por cada una de las especies. Una posible solucién
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pudiera ser la utilizacién de un sistema de recirculacion de agua haciendo

cambios cada 12 horas.
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas nutricionales de las cuatro especies Lupinus silvestres
del Estado de Jalisco, poseen valores muy similares a las demas especies
cultivadas y estudiadas en otras partes del mundo, en el contenido de
proteina es superior a la soya y en grasa si se encuentran ligeramente por
debajo de las demas.

Las concentraciones de los amincacidos es mas critica en las especies
estudiadas en este trabajo que las reportadas en la literatura internacional.
Los bajos valores de las pruebas de eficiencia de la proteina obtenidos
pudiera deberse principalmente al contenido de residuos de alcaloides y
posiblemente a otras sustancias antinutricionales presentes en los Lupinus
estudiados. Ya que fue evidente el menor consumo de dietas con harina
de Lupinus.

El proceso de coccién y lavado de las semillas resultd una practica
costosa, y ademas no obtuvimos el resultado esperado. Se demanda
demasiada agua y el proceso de lavado se realiza durante 72 horas
continuas.

Los animales que consumieron las dietas suplementadas con metionina
mejoraron los valores de PER, aunque sélo en los grupos L. rofundifforus y
L. elegans.

La prueba de toxicidad subcrénica nos mostro la letalidad que tiene cada
una de las especies estudiada. Las semillas de Lupinus montanus fueron

las mas toxicas.
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