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1. Introduccién

Las especies del género Lupinus perteneciente a la familia Leguminosae han sido cultivadas
durante siglos en amplias zonas geograficas del mundo (Gladstones, 1974). Su empleo en la
alimentacion, como fuente de proteina, compuestos bioactivos y mejorador de suelos, debido a
su capacidad de fijar nitrégeno atmosférico por la asociacion simbidtica con bacterias del

genero Rhizobium ha sido ampliamente reconocido.

Actualmente se han reportado mas de 626 especies de lupinos en el mundo segun the plant list
(2013), de las cuales se han domesticado L. albus, L. luteus, L. angustifolius y L. mutabilis . De
las especies silvestres distribuidas en el mundo, se han reportado 80 especies para México
distribuidas en 26 estados de los 32 que conforman el pais. En Jalisco se han reportado 15

especies distribuidas en el 70% de los municipios del estado (McVaugh, 1987; Ruiz, 1994).

Las semillas de lupinos domesticados y silvestres poseen elevado contenido de proteinas,
aceite, fibra y -carbohidratos (Bedillo y Garcia, 1991). Sin embargo, los alcaloides
quinolizidinicos de la planta que constituyen una defensa quimica eficaz contra sus
depredadores como bacterias, hongos, insectos, y mamiferos herbivoros (Agid et al., 1988) son

una limitante para su empleo en la alimentacion (Ruiz, 1994).

Se han reportados més de 100 alcaloides quinolizidinicos presentes en las especies silvestres
de los lupinos (Mlzquiz et al., 1982). Estos compuestos poseen propiedades toxicolégicas y
farmacolbégicas como: neurotéxicos, antipiréticos, antiinflamatorios, depresores del sistema
nervioso central (SNC) y antiarritmico cardiaco. Por ejemplo, la esparteina se ha utilizado como
antiarritmico y oxitécico mientras existen reportes que indican la actividad insulino secretora de
la lupanina (Garcia et al., 2004). La utilizacién potencial de estos compuestos como farmacos
(Schemeller et al., 1994) hace indispensable realizar estudios para evaluar los efectos

secundarios como la genotoxicidad.



2. Antecedentes

2.1 Leguminosas

Las plantas de la familia Leguminosae también llamadas fabaceas (Fabaceae) pertenecen al
orden Fabales, que incluyen arbustos hierbas perennes o anuales, en general se reconocen
por su fruto en forma de legumbre (vaina en donde estan contenidas las semillas) y hojas
compuestas estipuladas. Actualmente se han reportado 19,400 especies de leguminosas

distribuidas mundialmente, agrupadas en 730 géneros.

Las plantas de esta familia tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, el cual se
incorpora al suelo y es aprovechado por otros cultivos, en un sistema de produccién en
rotacion. Ademas sus semillas contienen un porcentaje elevado de proteina, por lo cual son
ampliamente utilizadas en la alimentacion. También los efectos biol6gicos que poseen se han
reportado ampliamente en la literatura cientifica. La especie mas estudiada es la soya (Glycine
max), de la cual se obtienen flavonoides empleados como fitoestrogenos, proteinas con
propiedades hipocolesteremiantes y antihipertensivas. Otras leguminosas, entre ellas las
especies del género Lupinus comparten las propiedades descritas para la soya, de tal forma

que sus alcaloides y proteinas poseen propiedades hipoglucemiantes (Bobkiewicz et al., 2007).

3. Género Lupinus

3.1. Resefia histérica de los lupinos

El origen de la palabra “Lupino” es desconocido, parece derivar de la palabra latina Lupus que
significa lobo, probablemente porque la planta crecia en areas geograficas donde habitaban
los lobos (Glandstones, 1974). En griego, el nombre de los lupinos fue thermos, probablemente
atribuido al sabor amargo de las semillas, es posible que todos los nombres por los
alrededores del mediterrdneo surjan de este vocablo, termis en Egipto, turmus en Arabia

Saudita, altramuz en Espafia y turmusa en Siria y Palestina.

Teofrasto (372-299 a de c.), fildsofo griego discipulo de Aristételes escribié extensamente sobre

Lupinus albus en su tratado de historia natural de las plantas, en el cual menciona el tipo de
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suelo que requeria y la forma de cultivarlo. En Roma y Grecia el cultivo de lupino “blanco” era
muy comudn y sus semillas artificialmente endulzadas fueron utilizadas en la alimentaciéon del
ganado y moderadamente en humanos. Ademas en la antigua roma fungié como cuenta o

moneda de baja denominacion cuyo nombre fue Nummus Lupinus (Gladstones, 1974).

Los antecedes modernos del cultivo de lupinos amargos pudieron haber iniciado en el norte de
Europa en 1791 cuando el rey de Prusia Federico el Grande envié a manera de experimento
agronémico unas semillas de L. albus de Italia con el fin de mejorar los suelos pobres de
Alemania del norte. El cultivo persistié durante 6 meses, sin embargo no fue exitoso debido a la

maduracion tardia de las plantas.

En 1841 un granjero llamado Brochard cultivé exitosamente L. luteus, llamado lupino
“amarillo”, el cual se adapté mejor que el L. albus en esta zona de Alemania. El cultivo de este
lupino se convirtid en una parte esencial de la agricultura en la zona baltica, siendo usado en

suelos 4cidos y arenosos (Gladstones, 1998).

En América, L. mutabilis se cultivd en las tierras altas andinas de Sudamérica y jugd un papel
importante en la alimentacion de los pueblos andinos. Durante el imperio Inca esta planta
alcanz6 su mayor auge, el cultivo se expandié desde Venezuela hasta el norte de Argentina.
Hoy dia, el agricultor andino lo utiliza regularmente en la rotacién de cultivos con papa y cebada
(Gross y Baer, 1977).

En estos lugares, L. mutabilis también fue usado con fines religiosos en ritos, festivales y con
fines medicinales en enfermedades del corazén, reumatismo, malaria y parasitismo. Con la
llegada de los espafioles se provocéd la pérdida de la agricultura tradicional y el interés

agronémico por esta planta se retom6 hace un par de décadas (Gladstones, 1974).

3.2 Cultivo

Las especies L. albus y L. mutabilis ya eran cultivadas por los Romanos e Incas
respectivamente desde épocas antiguas. En la actualidad estas especies y otras como L.
angustifolius, han sido domesticadas y son consideradas cultivos de invierno. Se desarrollan
mejor en suelos arenosos con pH éacido, son principalmente utilizados como fuente de grano
para la alimentacion humana y animal. Los pobladores de la zona de Cuzco, Perq, al igual que
sus ancestros (Incas), siguen consumiendo las semillas de L. mutabilis previa eliminacion de
los alcaloides, lo utilizan cocido y molido en un platillo llamado “segundo de tarwi”. Actualmente

Lupinus albus, y Lupinus angustifolius, son la principal fuente de proteina vegetal empleada en
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la alimentacién animal en Australia. Ademas es importante sefalar que el cultivo de Lupinus
permite la eficiente fijacion de nitrégeno y movilizacién de fésforo en el suelo, lo que contribuye
a su conservacion. Una caracteristica importante es que el cultivo de lupinos presenta
resistencia a heladas. Ademas las semillas tienen aporte energético-proteico, valioso, son
faciles de cosechar, no compiten con otros cultivos y ademas presentan buena adaptacion en
suelos no aptos para otros cultivos, por su raiz profundizadora, es mas resistente a la sequia
que otras leguminosas (Von Baer, 1983). Es importante sefialar que los lupinos, al igual que
otras leguminosas, almacenan en sus tejidos y semillas proteinas, carbohidratos, lipidos,
minerales, oligosacaridos, fitatos y alcaloides entre otros (Muzquiz et al., 1993).

3.3 Taxonomia

El género Lupinus pertenece a la familia de las leguminosas, en el Cuadro 1 se muestra la

descripcion taxondémica.

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribu Genisteae
Género Lupinus
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3.4 Morfologia

Los lupinos, presentan un tallo erecto suculento, de entre 50 cm y 2 m de altura. Sus hojas son
compuestas y sus flores agrupadas en inflorescencias racimosas (Figura 1). Los colores de los
pétalos varian del blanco al azul intenso, predominan los tonos azules y rosados. Su fruto es

una legumbre, con semillas achatadas en forma de esfera.

Segun The Plant List (2013) este género tiene alrededor de 626 especies, distribuidas en
América, el Mediterraneo y Africa. Ha sido cultivado y usado durante siglos, siendo empleado

en la alimentacion, asi como en el mejoramiento de suelos (Gladstones, 1974).

Figura 1. Planta del género Lupinus

3.5 Lupinos silvestres

El género Lupinus (Genistae) agrupa mas de 300 especies. No obstante, el nimero exacto es
desconocido y la cantidad de hombres botéanicos publicados es de méas de 1700. Actualmente
se han propuesto tres centros de origen del género: uno en la region Mediterranea y las tierras
altas de Africa, y los otros dos en América; la region andina de Bolivia, Chile y Pert en
Sudamerica y México en norteamerica. En América las especies de lupinos se encuentran
distribuidas desde la Patagonia hasta la region artica (Gross, 1986; McVaugh, 1987).
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En México, se han reportado mas de 100 especies de lupinos, que incluyen arbustos anuales,
perennes y raramente con mas de 8 metros de altura como el L. jaimehintoniana (McVaugh,
1987). Los lupinos en México se localizan principalmente en la region de la Sierra Madre
Occidental donde se une con el Eje Neo-volcanico Transversal. Esta zona es considerada el
centro secundario mas importante de diversificacion de este tipo de plantas. Aunque solo 12
especies de lupinos se han reportado para el estado de Jalisco, los lupinos son un componente
importante del bosque de pino-encino en el estado. Es importante sefialar que varias especies

de lupinos son conocidas por nombres vernaculos tales como “moco de guajolote”, “jilotillo”,

“cantues”, “zapotillo” y “garbancillo”.

A continuacion nos referiremos a una especie silvestre del estado de Jalisco que es Lupinus

exaltatus por ser objeto de estudio de esta tesis.

3.6 Lupinus exaltatus

Es una especie anual o bianual, crece en claros de bosques de coniferas, a orillas de caminos
0 zonas de cultivo, entre los 1800 y 2200 metros sobre el nivel del mar, se distribuye en los
estados de Jalisco, Morelos, Puebla, Estado de México, Michoacan, Colima y Guanajuato (Mc
Vaugh, 1987; Dunn 2001).

Es comUn encontrar esta especie en el sur de Jalisco, en la época de invierno, estacién en la
que escasean plantas silvestres que puedan ser usadas como material forrajero. Esta especie
de lupinos contiene 23.5% de proteina en el follaje, siendo similar o superior a otras especies

que se usan como forraje (Ruiz et al., 2002).

4. Semillas de lupinos

4.1 Anédlisis quimico

Las semillas de lupinos contienen entre 36 % y 40 % de proteina, la mayoria de las proteinas
son globulinas llamadas conglutinas, las cuales contienen en su mayoria 4 tipos de proteina
conglutina a, conglutina 3, conglutina y y una proteina especifica de los lupinos llamada
conglutina d (Blagrove y Gilespie, 1975). La lista de amino4cidos muestra que son deficientes

en lisina, treonina y metionina (cuadro 2) (Gladstones, 1974).
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Cuadro 2. Lista de aminoacidos presentes en semillas de Lupinus exaltatus

Aminoacidos
Aminoacidos aromaticos! Acido aspartico
Isoleucina Acido glutamico
Leucina Alanina
Lisina Arginina
Aminoacidos asufrados? Glicina
Treonina Histidina
Triptéfano Prolina
Valina Serina

1 Fenilalanina + tirosina, 2Metionina +cisteina

El contenido de carbohidratos solubles es de 40% a 50%, entre los que se encuentran la
galactosa, arabinosa, acido urdnico, glucosa, manosa, xilosa y ramnosa. Mientras que las
concentraciones de fibra cruda y aceite representan de 10 a 15%, y de 6% a 12%
respectivamente. (Gladstones, 1974). En cuanto a los minerales presentes, en los lupinos se
encuentran el calcio, magnesio, fésforo, potasio, sodio, azufre, cobre, hierro, manganeso,
molibdeno, zinc, cobalto y selenio. También contienen oligosacaridos, fitatos y alcaloides
considerados como antinutrientes (compuestos que interfieren con la absorcién de nutrientes).
La ajucosa, estaquiosa, verbacosa son oligosacaridos de los lupinos que causan flatulencia,
mientras que los fitatos (hexafosfato de inositol) estan relacionados con la formacion de
complejos minerales no biodisponibles. Los alcaloides quinolizidinicos (AQ) en las semillas de
lupinos alcanzan concentraciones del 0.025% en las especies domesticadas y de 4% en los
silvestres, que le confieren sabor amargo (Ruiz y Sotelo, 2001) y son causa de intoxicacion en
el ganado. Una de las alternativas para el aprovechamiento de lupinos silvestres, es la
aplicacién de procesos tecnoldgicos para la extraccion de alcaloides y su aprovechamiento
como subproductos Utiles en la agricultura y farmacologia (Stobiecki et al., 1992).

A continuacién nos referiremos a los alcaloides de los lupinos por tratarse de un objeto de

estudio en esta tesis.
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5. Alcaloides

5.1 Definicion

Segun Pelletier (1983) un alcaloide es un compuesto ciclico que contiene nitrégeno en un

estado de oxidacion negativa, cuya distribucién es limitada en organismos vivos.

5.2 Distribucién

En el reino animal se ha reportado la presencia de alcaloides en artrépodos (Coleéptera,
Miribpoda, Aracnida e Himenéptera), vertebrados (Amphibia, Dendrobatide) y animales marinos
de los grupos Bryzoa y Ascidians (Roberts y Wink, 1998). También se encuentran presentes en
hongos, algas y vegetales inferiores. Sin embargo, la principal fuente de alcaloides son las
plantas superiores; en las dicotiledoneas se han reportado méas alcaloides que en las

monocotiledoneas (Dominguez, 1973).

5.3 Clasificacion

La quimica de los atomos de nitrégeno permite cuatro grupos de compuestos nitrogenados en
los alcaloides: (Roberts y Wink, 1998).

1.- Aminas secundarias y terciarias, son mas o menos proténicas debido a lo cual tienen
propiedades hidrofilicas a pH < 7 0 en la mayoria de los casos son lipofilicas y no proténicas a

pH > 8. Este es el tipo de alcaloide clasico.

2.- Compuestos amino cuaternarios: Son muy polares (Las cargas eléctricas forman un dipolo),
cargados a todos a los valores de pH y por sus caracteristicas tienen que ser aislados como
sales.

3.- Compuestos amino neutros: Los que incluyen los alcaloides tipo amida

4.- N-6xidos, que son por lo general altamente solubles en agua y frecuentemente encontrados

en muchas clases de alcaloides.
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De acuerdo a la ruta metabdlica empleada en la sintesis de los alcaloides estos se denominan

a) Alcaloides verdaderos; metabolitos secundarios que poseen un nitrégeno heterociclico y su

esqueleto de carbono proviene parcial o totalmente de un aminoacido proteico.

b) Seudo-alcaloides; metabolitos secundarios que poseen un nitrdgeno, pero que no han sido
sintetizados a partir de aminoacidos, sino que se forman por transferencia de nitrégeno en
forma de amoniaco a un compuesto de origen terpénico, esteroide, policétido, monosacarido o

a un acido graso.

c) Protoalcaloides; son compuestos que no forman un sistema heterociclico y se sintetizan a
partir de un aminoacido proteico. Muchos de estos compuestos contienen un grupo amino o

amida

d) Alcaloides imperfectos; que se derivan de bases puricas, y no precipitan con los reactivos

especificos para alcaloides.

La Figura 2 muestra una sintesis de la clasificacion de los alcaloides.

Acetil CoA—22_s. Malonil CoA  Proteinas
Ny
Aminoacidos ¥ Aefinod Aminoacidos

Mevalonato # Policétidos AMINOACIAOS —» \Jificados

<«—— NH;—> -CO,
Isoprenoides Policétidos
aminados aminados e

\ / Alcaloides imperfectos
Pseudoalcaloides Y N ol

Aminas ————— Profoalcaloides

lCiclicas

Alcaloides verdaderos

Figura 2. Clasificacion de alcaloides a partir de diferentes precursores
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Los alcaloides también se clasifican de acuerdo a sus propiedades farmacolégicas (figura
3), distribucién botanica (cuadro 3) y origen Biosintético (cuadro 4)

Estimulantes
nerviosos

—

Modificadores del
sistema nervioso
cenftral

Alucinégenos

[

Modificadores del
sistema nervioso
autonomo

18

[ Parasintopatoliticos | Atropina .1

lboganina (g}w

Estricnina L

H c"’or\ M
3 | /\r\/
2 N.‘C\ < -
Mezcalina A
/O
C

Harmalina Hy

Mescaling

H
[T g N
 Parasintopatomiméticos __, Pilocarpina OmN/)

Atropina

Figura 3. Clasificacion de los alcaloides por sus propiedades farmacoldgicas

Cuadro 3. Clasificacion de los alcaloides de acuerdo a su distribucion botanica

= Alcaloides del
tabaco: nicotina.

Nicotina
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Alcaloides del
estramonio:
Atropina,
Escopolamina,
hiosciamina.

Atropina

(-)-hiosciamina
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Cuadro 4. Clasificacion de acuerdo a su origen biosintético

Alcaloides alifaticos

Aminoéacidos o bases que forman

alcaloides
Derivados de la ornitina (pirrolidinas,
tropanicos, pirrozilidinicos). I ‘ .COOH
HoN NH,
ornitina
Derivados de la lisina (piperidinas,
quinolizidinicos).
,COOH
H,N NH,
lisina
Alcaloides arométicos

Derivados del acido nicotinico
(piridinas).

COOH
™
=
N

acido nicotinico

Derivados de la fenilalanina y tirosina
(isoquinoleinas).

COOH
NH,

Fenilalanina
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COOH

NH,
HO
tirosina ¢
Derivados del triptéfano (inddlicos,
guinoleinas). COOH
NH,
N I
H
Triptéfano
Derivados del 4cido antranilitico
(quinoleinas). COOH
NH,

acido antranilico

Derivados de la histidina (imidazoles).

N

histidina

N NH,
\
Qj?>\v/l\c00H

Alcaloides de

origen diverso

Alcaloides terpénicos y esteroidales.
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Alcaloides diversos (purinas,
macrociclos).

NH,
NT N N\

Adenina

OH
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O
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En la figura 4 se muestran los nucleos basicos de los alcaloides sintetizados a partir de los

aminoacidos y bases.

OOOC@C@@Q

pirrolidina P‘P"l'ldma piridina pirrolicidina  quinolicidina tetrahidro
lsoqumolema
| ﬁrf)
tropano quinoleina indol
W
J\W \/\/ \/\/\N/
\
espermidina
diterpénico esteroidal

Figura 4. Nucleos de alcaloides

6. Alcaloides de lupinos silvestres

Las especies silvestres de lupinos contienen alta concentracion de alcaloides del tipo
quinolizidinico, que oscila entre el 1 al 4%, mientras que en los domesticados el contenido de
alcaloides es menor al 0.05%. En relacion a los lupinos de América, los alcaloides mas
abundantes reportados son la lupanina y la esparteina, ademas de la 13-a’-lupanina, 17-oxo-
lupanina, multiflorina, angustifolina, epiafilina, Dehidro-oxoesparteina, afilina (Wink, 1993)

Figura 5.
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Figura 5. Estructura quimica de los alcaloides presentes en la mayoria de las especies de

lupinos

6.1 Biosintesis de alcaloides quinolizidinicos (AQ) en lupinos

La biosintesis de AQ en los lupinos se realiza en las partes aéreas verdes de la planta,
especificamente en el cloroplasto, de tal forma que el nucleo quinolizidinico representa la
unidad basica del alcaloide mas simple (lupinina) presente en los lupinos. La sintesis es
regulada por la luz, por ello alcanzan sus niveles mas altos durante el dia, son transportados
por el floema a otras partes de la planta y se acumulan predominantemente en estratos
celulares sub-dérmicos. En las semillas pueden almacenar hasta el 8% de su peso seco (Wink
y Hartmann, 1982; Wink y Witte, 1991). La concentracion total de AQ varia de acuerdo a la

etapa fenolégica y partes de la planta analizadas.

Los AQ son sintetizados a partir del aminoacido L-lisina, la cual sufre un proceso de
descarboxilacion por la actividad de la decarboxilasa de lisina, una enzima presente en los
cloroplastos de la planta. Lo anterior genera la cadaverina; un precursor e intermediario entre la
lisina y los AQ (Wink y Hartman, 1982b). Asi, los dos &tomos de nitrégeno del nudcleo
quinolizidinico (quinolizidina) Figura 6 de los alcaloides son derivados de la lisina o cadaverina
(Figura 8) en su mayoria son biciclicos o tetraciclicos (2 o 4 anillos de nitrégeno), aparecen

como aminas terciarias y como N-Oxidos (Muzquiz et al., 1982; Ruiz 1997).
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Figura 6. Estructura central de AQ

Se distinguen de otros alcaloides porque poseen al menos, un sistema de anillo quinolizidinico
(Figura 6) (Wink; Salatino y Gottlieb, 1980; Kinghorm y Balandrin, 1984). Se pueden agrupar
por lo menos en 8 grupos con los siguientes tipos estructurales: (1) Lupinina, (2) leontidina, (3)
esparteina/lupanina/multiflorina, (4) a-piridénico, (5) Matrina, (6) Ormosia, (7) Piperidinicos y

diperidinicos, (8) Estructuras miscelaneas (Wink, 1993).

6.2 Toxicidad de los alcaloides quinolizidinicos

La mezcla de los diversos AQ provocan sintomatologia de envenenamiento agudo como fallo
respiratorio, convulsiones y coma, lo cual fue reportado en animales que consumieron forraje
de lupinos silvestres cuyo contenido es mayor al 1%. Los AQ tienen cuatro vias de accion, las

cuales pueden explicar los efectos téxicos observados en vertebrados:

-Inhibicion de la transmisién del influjo ganglionar simpatico del sistema nervioso autbnomo a

nivel de ganglios nerviosos (Agid, Pertuiset y Dubois, 1988).

-Afinidad y actividad a receptores acetilcolinérgicos de tipo muscarinico (mACh) y nicotinico

(nAch) que varia de acuerdo al tipo de alcaloide (Schemeller et al., 1994)(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Muestra de afinidad de AQ (IC50) a receptores aceticolinérgicos, nicotinicos y

muscarinicos. Los valores IC50 (indice de concentracién) indican la concentracién de un AQ

en particular que muestra el 50% de especificidad de un ligando marcado radiactivamente

(Schmeller et al., 1994)

Compuesto Receptor Nicotinico* Receptor Muscarinico*
Albina 193uM 33uM
Anagirina 2096uM 132uM
Angustifolina 500uM 25uM
Citisina 0.14puM 400pM
3p-Hidroxilupanina 190uMm 74uM
13p-Hidroxilupanina 490uM 140uM
Lupanina 5uM 114uM
Lupinina 500uM 190uM
N-Metilcitisina 0.05uM 417uM
Multiflorina 500uM 47uM
17-Oxosparteina 155uM 118uM
Esparteina 331uM 21uM
Tetrahidrorhombifolina 310uM 129uM
13p-Tigloiloxilupanina 160uM 11uM
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La dosis letal 50 (LD50) de la esparteina y la lupanina, alcaloides mayoritarios en los lupinos
americanos varia dependiendo la via de administracion, asi como de la especie animal. En
ratones, la LD50 de la lupanina via intraperitoneal es 50 mg/Kg, mientras que la LD50 de
esparteina via oral es 350-510 mg/Kg (Roberts y Wink, 1998).

6.3 Actividad bioldgica de los AQ

Los AQ representan la defensa quimica de los lupinos contra sus depredadores naturales
(herbivoros o fito-patdgenos), ya que son directamente toxicos e inclusive mutagénicos (Keeler,
1976) para una amplia diversidad de organismos (Wink, 1985, 1982, 1993 ). Se ha demostrado
que los AQ muestran propiedades biolégicas como neurotoxicos, antipiréticos,
antiinflamatorios, depresores del sistema nervioso central (SNC) antiarritmico cardiaco,
diurética, hipoglucemiante y/o hipotensiva entre otros. Estos efectos biolégicos hacen atractiva
la utilizacién de los AQ en el tratamiento de algunas enfermedades como el eczema vy la
diabetes (Schemeller et al., 1994).

Los receptores acetilcolinérgicos estdn ampliamente distribuidos en las células del organismo,
los distintos tipos de tejidos y estructuras nerviosas pueden ser afectados en diferente grado
por los AQ (Schemeller et al., 1994). Las células controlan la homeostasis mediante
concentraciones idnicas que pasan a través de canales idnicos, como los de sodio y potasio.
Los gradientes i6nicos modulados por estos canales son elementos primordiales en el proceso
de transporte activo, asi como en la ejecucién de las sefiales muscular, neuromuscular y
neuronal. A partir de que se inhiben los canales de K+ el Na+, se modifica el transporte a través
de la membrana celular, lo que bloquea la transduccion de la sefal en células nerviosas
(Schmeller y Wink, 1998) y musculares (Korper, Wink y Fink, 1998).

7. Alcaloide quinolizidinicos de Lupinus exaltatus

Los tallos y hojas de L. exaltatus contienen los alcaloides epiafilina, a-isolupanina, lupanina,
afilina, dehidro-oxosparteina, 3-B-hidroxilupanina. El contenido relativo de lupanina en relacion
al contenido total de alcaloides es de 33 y 53% distribuida en tallos y frutos respectivamente,
seguidos de la epiafilina en las flores y hojas con 26 y 37% respectivamente (Zamora-Natera et
al., 2005).
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La lupanina es el alcaloide mayoritario, ya que representa el 53.2% en relacion al total de
alcaloides, seguido por epiafiina (9.6%), afilina (7.9%), a-isolupanina (6.9%), dehidro-

oxosparteina (6.7%) y 3a-hidroxilupanina (6.3%) (Zamora-Natera et al., 2005).

Los extractos alcaloideos de L. exaltatus contienen alcaloides que presentan actividad
farmacolégica lo cual ha sido demostrado tanto en experimentos in vivo e in vitro, sin embargo,
es necesario estudiar sus posibles efectos adversos, tales como la genotoxicidad. La
evaluacion de la genotoxicidad se puede realizar a través de métodos, como la prueba cometa

y de micronucleos (MN), entre otros.

8. Genotoxicidad y citotoxicidad

8.1 Prueba de micronucleos (MN)

La prueba de MN fue desarrollada por W. Schmid en 1975, quien originalmente la propuso para
practicarse en la médula 6sea del ratdon; posteriormente, la técnica se ha estandarizado en gran

variedad de tejidos y especies, de tal forma que en la actualidad su uso estd muy difundido.

La prueba de MN detecta el efecto de agentes mutagénicos sobre los cromosomas, mediante
la identificacion de fragmentos acéntricos y/o cromosomas rezagados que al quedar fuera del
nacleo forman tales estructuras. La técnica permite detectar tanto agentes, genotoxicos y
citotoxicos (Schmid, 1975).

La prueba de micronucleos presenta las siguientes ventajas:

1) Facilidad y rapidez.
2) Posibilidad de evaluar un solo quimico o una mezcla.
3) Abundancia de células, que se pueden analizar en diferentes periodos del ciclo

4) Los MN que se forman persisten hasta la siguiente interface lo cual puede aumentar el

tiempo de evaluacion (Zaiiga-Gonzalez y Gomez-Meda, 2006).

8.2 Micronucleos

Los MN son cromosomas completos o fragmentos, que a causa de agentes que los rompen

(como las radiaciones) o que alteran la integridad del huso mitético, quedan fuera del nicleo
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durante la mitosis. La forma de los MN es generalmente redonda o almendrada, su didmetro

varia desde 0.4 a 1.6 um.

En anafase los fragmentos cromos6micos que no posean centromero, no podran integrarse a
un nucleo por carecer del elemento indispensable para orientarse en el huso acromatico.
Después de la telofase, los cromosomas normales, asi como los fragmentos que posean
centromeros, dan origen a los nlcleos de las células hijas; sin embargo, los elementos
rezagados —que pueden ser fragmentos o cromosomas completos— quedan incluidos en el
citoplasma de las células hijas, y una proporcion de ellos se transforma en uno o varios nucleos
secundarios, estos nucleos secundarios son mas pequefios que el principal, de ahi el nombre
de MN (Zuhiga-Gonzalez y Gémez-Meda, 2006).

9. Bioindicadores

Se conoce como bioindicadores a los organismos utilizados para detectar efectos toxicos de
algiin compuesto. La denominacién de una especie como indicadora requiere del conocimiento
previo respecto a su composicién comunitaria bajo condiciones normales, incluyendo el ciclo de
vida de las especies, su estacionalidad y sus variaciones naturales, de manera que sea posible

comparar las condiciones antes y después de una alteracion ambiental (Raz-Guzman, 2000).

Un organismo se considera bioindicador siempre y cuando se conozca el grado de tolerancia
del mismo, ya que no todos pueden darnos informacion debido a su ciclo de vida y habitos
alimentarios. Algunos organismos que pueden ser usados como bioindicadores son los

moluscos, insectos, mamiferos, peces, entre otros. (Raz-Guzman, 2000).
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10. Ciclofosfamida

En los estudios de mutagenicidad, se utilizan sustancias capaces de formar MN, como la
ciclofosfamida, usada como control positivo para comparar la formacion de MN contra algun
compuesto en estudio. Este es un farmaco antineoplasico que también tiene propiedades

inmunosupresoras (Santos-Soler et al., 2005).

La ciclofosfamida pertenece a la familia de los farmacos alquilantes, es un profarmaco que
necesita ser activado por el sistema de enzimas microsomales hepaticas para ser citotdxico.
Estas enzimas hepaticas convierten la ciclofosfamida en primer lugar a aldofosfamida y 4-
hidroxiciclofosfamida, y luego a acroleina y fosforamida, dos potentes sustancias alquilantes del
ADN. Al reaccionar con el ADN, los agentes alquilantes forman puentes cruzados que impiden
la duplicacién del mismo y provocan la muerte de la célula (Santos-Soler et al., 2005) de ahi su

efecto genotoéxico.
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11. Planteamiento del problema

La escasa informacion relacionada con la genotoxicidad y/o citotoxicidad de los alcaloides
quinolizidinicos presentes en los lupinos limitan su empleo como un compuesto insulino

secretor en el tratamiento de la diabetes tipo 2.
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12. Justificacién

Las especies del género lupinos tienen amplia distribucion y abundancia en el mundo, para
México se ha reportado al menos una especie para cada estado del pais. Las especies de este
género se han empleado en forma tradicional para el tratamiento de la diabetes y presién
arterial alta. Actualmente, se ha reportado que los alcaloides son el principio activo responsable
de la actividad antidiabética y antihipertensiva en humanos y animales. Sin embargo, para
emplear estos compuestos en el tratamiento de pacientes diabéticos o hipertensos es
necesario descartar su posible efecto genotéxico mediante pruebas bioldgicas. Por lo que, en
el presente trabajo se presenta un estudio de genotoxicidad con un extracto de alcaloides de

semillas de Lupinus exaltatus previa caracterizacién quimica mediante cromatografia de gases.
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13. Hipotesis

En base a los antecedentes de uso y efectos benéficos de alcaloides presentes en los lupinos,
la utilizacién de extractos de alcaloideos totales de Lupinus exaltatus no presenta efecto

genotoxico.
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14. Objetivos

14.1 Objetivo general
Evaluar la actividad genotoxica en ratones de la cepa Balb/c de un extracto alcaloideo total de

Lupinus exaltatus, obtenido a partir de semillas.

14.2 Objetivos especificos

1.- Obtener los extractos alcaloideos totales a partir de semillas de Lupinus exaltatus.
2.- Evaluar la genotoxicidad del extracto alcaloideo de Lupinus exaltatus comparado con un

grupo control tratado con ciclofosfamida y con un grupo control sin tratamiento.
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15. Materiales y métodos

15.1 Tipo de estudio:

Experimental, prospectivo, longitudinal y comparativo.

15.2 Sede:

Laboratorio de Biotecnologia, del Departamento de Botanica y Zoologia, del Centro
Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias, asi como el Instituto de Enfermedades

Cronico Degenerativas, del Centro Universitario de Ciencias de la Salud.

15.3 Universo de estudio:

e Lupinus exaltatus (semillas).

® Ratones machos de la cepa Balb/c.

15.4 Criterios de inclusion:

Lupinus exaltatus.

e Plantas aparentemente sanas.
e Planta madura.
e En estado de produccion de vaina.
e Con flores.
Ratones Balb/c.

e Animales aparentemente sanos.

® En edad adulta joven (2 meses y medio de edad).
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15.5 Criterios de no inclusion:

Lupinus exaltatus.

e Especie diferente.
e Fuera de la zona de colecta.
e Siesinmadura

e Que esté cerca de alguna zona de cultivo (Ya que podria estar contaminada con

fertilizantes o agroquimicos)
e Semillas con algun dafio fisico.
Ratones Balb/c.
e Ratones que muestren algun signo de enfermedad.

e Que no sean adultos, y/o que no cumplan con los criterios de edad.

® Pérdida de muestras de algUn ratén.

15.6 Colecta

En marzo del 2012 se colectaron semillas de Lupinus exaltatus en el municipio de Ciudad
Guzman, a las faldas del volcan de Colima, en las localidades descritas en la “Flora Novo
Galiciana” (McVaugh 1987). Los especimenes recolectados se depositaron en el herbario del
IBUG (Instituto de Boténica de la Universidad de Guadalajara), que se encuentra en el CUCBA,

donde se realiz6 su identificaciéon botanica.

15.7 Obtencién de harinas

Las semillas se molieron en un molino marca Ikea hasta que se obtuvo una harina con tamafo

de particula de 2 mm. La harina se desengras6 con hexano en un equipo Soxhlet.
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15.8 Extractos totales de alcaloides

Figura 7. Obtencidn de extractos alcaloideos totales

Se emplearon 10 gramos de harina desengrasada de semillas, se homogeneizaron con 50 mL
de &cido tricloroacético al 5% durante 1 minutos (min) a temperatura ambiente. La mezcla se
centrifug6 durante 5 min a 3000 rpm. El sobrenadante se colecté en una pera de decantacion
de 250 mL (Figura 7). El proceso de homogeneizado y recoleccidn se repitid 2 veces mas. El
sobrenadante se basidifico con 10 mL de una solucién de hidréoxido de sodio 10 M. Enseguida
se afiadié diclorometano (3 x 50 mL) y el solvente (150 mL) se recolecté en un matraz redondo.
La fase organica colectada se sometié a desecacion en rotavapor. El residuo se suspendié en
diclorometano y se transfirié a un frasco de color ambar y después de evaporar el solvente con
nitrégeno, el extracto se almacend a 4 °C hasta su utilizacién en los bioensayos (Mizquiz et
al., 1993).

15.9 Identificacion y cuantificacion de alcaloides por cromatografia de gases

El extracto de alcaloides se analiz6 mediante cromatografia de gases en un cromatégrafo de
gases HP5890. Las condiciones de separacion fueron: tipo de columna: OV1; 30m; 0.25 mm
d.i, 0.25 ym de pelicula; radio de separacion 1:30; gas acarreador: He; flujo 1mL min-1;
Programacion del horno 120 °C a 2 minutos isotermal; 120-310 °C con incremento de 4 °C por

minuto; luego 4 min isotermal.

Los tiempos de retencién de cada pico de alcaloides presentes en el extracto alcaloideo de L.
exaltatus se calcularon mediante comparacibn mediante cromatograma generado por la

inyeccion de una mezcla de n-alcanos de 8 a 28 carbonos, con incremento de dos atomos de
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carbono (indice de Kovacs). La identificacion de los compuestos se realizé6 mediante la libreria
para alcaloides del Instituto de Farmacia de Biologia Molecular (Universidad de Heidelberg). La
lupanina y la esparteina fueron usados como estandares externos para la cuantificacion de los
alcaloides del extracto. Lo anterior fue realizado como trabajo colaborativo por el M.C. Garcia-
Lépez con el Dr. Wink (Universidad Ruprecht-Karls de Heidelberg, Heidelberg, Alemania).

15.10 Formacién de grupos y administracidon de tratamientos.

El experimento de genotoxicidad se realiz6 con ratones machos de la cepa Balb/c, de 2.5
meses de edad. Los animales se distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos de 5 ratones cada
uno. Los ratones se mantuvieron en condiciones estandares de bioterio, con temperatura

controlada entre 22 + 5°C, con agua y alimento a libre acceso.

Los grupos de estudio fueron los siguientes:

1.- Ctrl-Neg (Vehiculo): Animales que recibieron solucién amortiguadora buffer fosfato salino
(PBS) 1X.

2.- Ctrl-Pos (Ciclofosfamida): Animales a los que se les administré ciclofosfamida a la dosis de
10mg/kg de peso.

3.- Ext-A (Extracto alcaloideo): Animales que recibieron una dosis de 200 mg/kg del extracto
total de semillas de L. exaltatus.

Figura 8. Administracion de dosis via oral por medio de canula
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Durante el periodo de estudio (5 dias), los animales tanto controles y experimentales,
recibieron su respectivo tratamiento via oral mediante una canula orogastrica (Figura 8) dos

veces al dia en intervalos de 12 horas, en un volumen final de 0.2 ml.

15.11 Elaboracién de Frotis.

La toma de muestra de sangre periférica se realizé una vez al dia (por la mafiana) durante 5
dias, previo a la administracion del tratamiento. Para lo cual, se realizé un pequefio corte en la
punta de la cola del ratén, de esta manera se obtuvo una gota de sangre, con la cual se
realizaron dos frotis por animal. Cabe mencionar que en los dias posteriores no fue necesario
realizar un nuevo corte, ya que solo se retir0 la costra, se obtuvo la gota de sangre necesaria

para realizar el frotis.

Figura 9. Frotis sanguineos

Una vez realizado el frotis sanguineo las laminillas se secaron a temperatura ambiente y

enseguida, se fijaron con etanol al 96% durante 10 min (Figura 9).

Al finalizar el periodo de estudio todas las laminillas se tifieron con naranja de acridina a una
concentraciéon de 5 mg por 500 mL de buffer fosfato. Para almacenar los frotis tefiidos se utilizd

una caja obscura para protegerlos de la luz.

15.12 Conteo de micronucleos.

Previo a la evaluacion de MN se realiz6 un periodo de 3 meses de entrenamiento en el

Laboratorio de mutagénesis (En el Centro de Investigacion Biomédica de Occidente del IMSS)
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del Dr. Guillermo Zufiiga con el fin de identificar adecuadamente los eritrocitos micronucleados

(EMN), eritrocitos policrométicos micronucleados (EPC).

La lectura y cuantificacion de eritrocitos microntcleos (EMN), Eritrocitos totales (ET),
Eritrocitos Policromaticos (EPC) en cada laminilla se realiz6é con la ayuda de un microscopio de
fluorescencia de la siguiente manera: Se agregaron dos gotas de buffer fosfato a la laminilla,
enseguida, se cubrié con un cubreobjetos, se afiadié una gota de aceite de inmersion y se
observé con objetivo inmersion de 100x. El calculo de EMN y EPC se realizd seleccionando
los campos homogéneos (desplazandose en Zig-Zag por la laminilla) (Figura 10) necesarios
hasta alcanzar un total de 10000 ET, 1000 ET y 1000 EPC respectivamente. Durante todo el

proceso se emplearon guantes de latex como proteccién y bata de maga larga.

Figura 10. Eritrocitos de sangre periférica. Tincion naranja de acridina, 100x

15.12 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el programa estadistico SPSS versién 18.0. Para
calcular las diferencias intragrupales se evalué el cambio de promedio de EMN, EPC, EPCMN
de cada grupo mediante la prueba de Friedman, empleando como prueba de contrastacion la

prueba de Wilcoxon. Respecto al analisis intergrupos se analiz6 la diferencia de los valores
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promedio de EMN, EPC, EPCMN entre los grupos de estudio en el intervalo de tiempo que
duro el experimento mediante la prueba de U-Mann Whitney.

16. Resultados

16.1 Alcaloides presentes en el extracto alcaloideo de L. exaltatus.

El cromatograma de la figura 11 muestra el registro de 7 picos con sus respectivos tiempos de
retencion correspondientes a los alcaloides presentes en el extracto alcaloideo de L. exaltatus.
La inspeccién simple indica que los alcaloides més abundantes fueron la lupanina y la
epiafilina. En el cuadro 6 se presenta la abundancia porcentual de cada uno de los alcaloides
identificados en el extracto, la lupanina con 50.0 y la epiafilina con 21.7, mientras que el resto

de los alcaloides estuvieron comprendidos en rangos de 4.2 a 7.5.

M N

Luganna

ket Alur

< afadsckganina

Figura 11. Cromatograma de AQ presentes en el extracto alcaloideo de Lupinus exaltatus
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Cuadro 6. Composicion de alcaloides en el extracto alcaloideo de semillas de L exaltatus

Ki Alcaloides Composicion de alcaloides %
2859 Lupanina 50.0
2689 Epiafilina 21.7
2767 Afilina 7.5
2998 Alfa-Isolupanina 75
2886 3-Beta-Hydroxylupanina 5.0
2783 Ni-12 4.2
2959 Ni-20 4.2

Ki: Indice Kovac.

16.2 Prueba de genotoxicidad

Cuadro 7. Frecuencia de eritrocitos micronucleados, error estandar por dia y grupo

Promedio Por Dia EMN/ET SEM EMN/ET
Grupos Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dial | Dia2 | Dia3 | Diad4 | Dia5
Control Negativo | 19.84 | 19.02 | 17.10 | 21.40 | 19.00 | 0.37 | 0.75 | 1.83 | 1.91 | 0.46
Control Positivo | 18.42 | 24.00 | 27.43 | 30.29 | 30.94 | 1.25 | 1.08 | 1.60 | 1.32 | 0.55
Extracto 20.00 | 22.99 | 31.50 | 32.77 | 36.43 | 1.00 | 1.00 | 2.60 | 3.95 | 2.80
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16.2.1 Analisis intragrupos en eritrocitos micronucleados

La administracion oral diaria por un periodo de 5 dias del extracto alcaloide de Lupinus
exaltatus, causo la formacion de EMN a partir del tercer dia con promedio de 31.5 EMN el cual
se incrementd a 32.77 EMN y 36.43 EMN en los dias cuarto y quinto, respectivamente. La
formacién de micronucleos en el tratamiento con ciclofosfamida (Ctrl-Pos) fue similar en la
formacion de EMN a la del extracto, con la aparicion de MN a partir del segundo dia con la
cantidad de 24 EMN, en el tercero 27.44 EMN y de 30.29 a 30.94 EMN en el cuarto y quinto
dia, respectivamente. En el grupo control negativo (Ctrl-Neg) de acuerdo a lo esperado no se
observd diferencia en el nimero de EMN, con 17 EMN en el dia uno hasta 21.4 en el Ultimo
dia del estudio (Figura 12) (Cuadro 7).

NDial
@ Dia2
mDia3
=Dia4d

EMN/10000ET

g Diab

Control Negativo Control Positivo Extracto

Grupos

Figura 12. Nimero de EMN observados por dia en un periodo de 5 dias.
* Indica diferencia estadistica significativa (P<0.05) en relacién al tiempo de exposicién en EMN

16.2.2 Analisis intergrupos en eritrocitos micronucleados

El andlisis intergrupos, Ctrl-Neg vs Ext-A (Figura 14) en este estudio, mostré que el extracto
alcaloideo a la dosis administrada tuvo efecto genotéxico ya que el numero promedio de MN
fue de 22.99, 31.5, 32.77 y 36.43, valores estadisticamente diferentes (P<0.05) comparados
con el Ctrl-Neg, para el cual la cantidad de micronucleos obtenida en el dia dos, tres, cuatro y
cinco fue 19.02, 17.10, 21.40, 19.00, respectivamente. Mientras que la comparacion del Ctrl-

Neg vs Ctrl-Pos (Figural3d) mostr6 la efectividad de la ciclofosfamida para producir
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genotoxicidad, con el aumento de la formacion de EMN a partir del segundo dia de tratamiento.
La comparacién del Ctrl-Pos vs Ext-A (Figura 15) no present6 diferencia estadistica significativa
en la cantidad de EMN en los dias uno, dos, tres y cuatro, no obstante en el quinto dia si hubo
diferencia significativa , con promedio de EMN de 36.43 en el Ext-Ay 30.94 en el Ctrl-Pos.

30

25

20

EMN/10000 ET

10 -

Dias

B Control Negativo i Control Positivo

Figura 13. Comparacion del nimero de EMN entre el control negativo vs control positivo

* Indica diferencia estadistica significativa (P<0.05) en relacién al tiempo de exposicién en EMN
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Figura 14. Comparacion del nimero del EMN entre el Control Negativo vs Extracto

* Indica diferencia estadistica significativa (P<0.05) en relacion al tiempo de exposicién en EMN

130000T/NW3

Dias

Extracto

El Control Positivo

Figura 15. Comparacion del nimero del EMN entre el Control Positivo vs Extracto

45



Cuadro 8. Frecuencia de eritrocitos policromaticos, error estandar por dia y grupo

Promedio Por Dia EPC/ET SEM EPC/ET
Grupos Dial| Dia2 | Dia3 | Diad4 | Dia5 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5
Control Negativo | 26.69 | 30.03 | 19.17 | 28.40 | 26.42 | 5.12 | 5.65 | 549 | 590 | 7.56
Control Positivo | 31.80 | 21.00 | 12.87 | 15.14 | 2258 | 7.24 | 3.79 | 1.92 | 3.78 | 6.21
Extracto 31.60 | 35.95 | 29.00 | 20.68 | 39.13 | 3.52 | 253 | 491 | 479 | 5.19

16.2.3 Andlisis intragrupos en eritrocitos policromaticos

Al realizar el andlisis Intragrupos se encontr6é que el numero de EPC formados en los grupos

Ctrl-Neg y Ctrl-Pos, fue menor en el tercer dia de administracion con 19.17 y 12.87 EPC

respectivamente. Mientras que para ambos grupos en los dias uno, dos, cuatro y cinco el

numero de EPC estuvo comprendido en el rango de 19.17 a 26.42 EPC para el Ctrl-Neg y

12.87 a 31.80 para el Ctrl-Pos, las diferencias registradas en el nimero de EPC no fueron

estadisticamente significativas. El grupo Ext-A mostr6 incremento en el nidmero de EPC

formados, similar a lo observado en el grupo Ctrl-Neg con el rango de 20. 68 a 39.13 EPC, sin

embargo el andlisis estadistico de los valores no mostrd diferencia significativa (Figura 16)

(Cuadro 8).
45.00 —
40.00 .
35.00 o
= 30.00 Dial
g 200 Dia 2
5 20:00 m Dia3
i 15.00 BDia4
1000 Dia5
5.00
0.00
Control Negativo Control Positivo Extracto
Grupos

* Indica diferencia estadistica significativa (P<0.05) en relacién al tiempo de exposicién en EPC
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16.2.4 Analisis intergrupos en eritrocitos policromaticos

El analisis intergrupos de Ctrl-Neg vs Ctrl-Pos (Figura 17) mostré reduccién en el nimero de
EPC a partir del dia dos hasta el quinto dia en el Ctrl-Pos, en relacién al Ctrl-Neg. No obstante,
las diferencias en los valores promedio de ambos grupos en el cuarto dia fue de 28.40 y 15.14
respectivamente, lo cual muestra diferencia estadistica. La comparacion entre el Ctrl-Neg vs
Ext-A (Figura 18) muestra aumento en el numero de EPC en el Ext-A a partir del dia dos, tres y
quinto (35.95, 29.00, 39.13) con excepcién del cuarto dia donde ocurrid una disminucion
(20.68) comparada con el Ctrl-Neg (28.40) sin embargo estos valores no son estadisticamente
diferentes. Finalmente, la comparacion en los grupos Ctrl-Pos vs Ext-A (Figura 19) muestra
claramente incremento en el nimero de EPC en el grupo Ctrl-Pos con rango de valores de 12.
87 a 31.80 y en el Ext-A 20.68 a 39.13, durante el tiempo de experimentacién. Las diferencias
en el segundo y tercer dia entre el nimero de EPC, 21.00 a 35.95 respectivamente en Ext-A

contra 12.87 y 29 para el Ctrl-Pos mostraron diferencia estadistica (P<0.05).

45.00

40.00 _

35.00 T _ _

30.00 IREE *

25.00

20.00

15.00

10.00
5.00
0.00

EPC/1000ET

W Control Megative EControl Positivo

Figura 17. Comparacion del numero de EPC entre el control negativo vs control positivo.

* Indica diferencia estadistica significativa (P<0.05) en relacién al tiempo de exposicion en EPC
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Figura 18. Comparacion del nimero de EPC entre el control negativo vs Ext-A.
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Figura 19. Comparacion del nimero de EPC entre el control positivo vs Ext-A

* Indica diferencia estadistica significativa (P<0.05) en relacién al tiempo de exposicién en EPC
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17. Discusion

Los metabolitos secundarios de las plantas desempefian multiples papeles en la interaccion
entre plantas y su entorno. Se han descrito mas de 100000 metabolitos secundarios a partir de
las plantas, dentro de estos se encuentran los alcaloides. Aproximadamente el 20% de las
especies de plantas acumulan alcaloides, los cuales al igual que otros metabolitos presentan
actividad bioldgica, la cual es aprovechada en los sectores médico, agricola, farmacéutico. En
este sentido las plantas del género Lupinus producen alcaloides del tipo quinolizidinico, los
cuales se sintetizan a partir de la lisina, estos los utiliza la planta como un sistema de defensa

contra sus depredadores (Keeler, 1976).

Se han reportado diversos efectos bioldgicos de los alcaloides, como neurotoxico, antipirético,
antiinflamatorio, depresores del sistema nervioso central, antiarritmico, cardiaco, diurético,
hipoglucemiante e hipotensiva entre otros (Schemeller et al., 1994). Por otro lado hay evidencia
que la ingesta del agua de coccién de Lupinos mutabilis (Choco, Tarwi) con fines medicinales
provocéd intoxicacién en las personas que lo emplearon, manifestandose por temblores,
agitacion, excitaciéon, midriasis, vision borrosa, sequedad en la boca, intranquilidad y
convulsiones (Saavedra Camacho et al., 1995). En Ecuador se han llevado a cabo ensayos
clinicos fase Il en sujetos normoglicémicos y disglicémicos se les administro semillas de
Lupinus mutabilis y se observé efecto hipoglucemiante. De los compuestos presentes en L.
mutabilis, los alcaloides presentan efecto insulino secretor in vivo e in vitro (Bobkiewich et al.,
2007; Garcia-Lépez et al., 2004). No obstante, es necesario realizar pruebas para descartar
efectos genotdxicos y citotéxicos, cuando se pretenden utilizar como tratamiento alternativo en
productos naturales en diversas dosis y preparaciones. Por lo cual, en el presente estudio se
evaluo la actividad genotdxica del extracto alcaloideo total de L. exaltatus, obtenido a partir de

semillas, mediante la prueba de MN en sangre periférica.

El patrén y porcentaje de alcaloides en el extracto alcaloideo obtenido en este estudio a partir
de las semillas de L. exaltatus, concuerda con el reportado para esta especie por Zamora-
Natera et al., 2005, siendo la lupanina el alcaloide que se encuentra en mayor concentracion
(50%) seguido por la epiafilina (21.7%), afilina (7.5%) y el resto representd el 20.8%. Sin
embargo, no fue posible cuantificar la cantidad de cada uno de los alcaloides identificados ya
gue se carece de sus estadndares. El L. exaltatus en su perfil alcaloideo no presenta esparteina,
en comparacion con otras especies como L. montanus, sin embargo, de acuerdo a Przybylak et

al., (2005) el perfil de L. exaltatus presenta seis alcaloides mas que L. montanus.
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Cabe sefialar que la dosis usada del extracto alcaloideo de L. exaltatus fue calculada a partir de
la dosis LD50 de la lupanina, que es el alcaloide mayoritario en este extracto. Los resultados
obtenidos con esta dosis a través de la prueba de micronucleos provoc6 dafio genotéxico, el
cual fue evidente al quinto dia de administracién. Este resultado contrasta con el reportado por
Santiago et al., (2010) quienes no encontraron evidencia de genotoxicidad de un extracto
metandlico de L. termis, evaluado mediante 3 pruebas, la prueba de Ames en Salmonella
thyphimurium, el ensayo en linfoma de ratén y prueba de MN en medula dsea. Aunque usaron
una dosis mas alta que en el presente estudio, es importante destacar que la administracion del
extracto solo fue de un dia, ademas el patrén y concentracion de alcaloides difiere del de L.

exaltatus.

En relacion a la evaluacién de la citotoxicidad de L. exaltatus, en el presente experimento se
observo tendencia a la proteccién. Estos resultados concuerdan con el trabajo realizado por
Ayman A. Farghaly en 2012, quien reporta en dicho experimento efecto protector de un extracto
metandlico de L. termis, mediante el empleo de la prueba de MN y cromosomas aberrantes. Sin

embargo, en este estudio el efecto protector reportado es contra dafio genotdxico no citotéxico.

Los alcaloides poseen actividades biologicas con potencial para aprovecharse ya sea como
bioplagicida o farmacos (antihipertensivo, hipoglucémico) (Ruiz-Lopez, et al., 2010). En el
trabajo de Fornasini (2012). Se demuestra que el consumo de semillas de Lupinus mutabilis
por sujetos con disglicemia y diabetes tipo-2 reduce los niveles de glucosa sanguinea. Con lo
cual, este recurso podria ser una alternativa de bajo costo para el tratamiento de enfermedades

cronicas degenerativas como el sindrome metabdlico y la diabetes.

Es importante sefalar que después de la administracién del extracto alcaloideo a los ratones
experimentales (Ext-A), en el cuarto y quinto dia de dosificacion, se mostré pérdida del
equilibrio a la marcha y tremor. Estas observaciones concuerdan con las reportadas por
Barfiuelos, et al., (2005), inmediatamente después de la administracion intracerebroventricular
de extractos alcaloideos de L. exaltatus y L. montanus. A este respecto, Schemeller et al.,
(1994) seiiala las propiedades depresoras de la esparteina, lupanina e hidroxilupanina en el
SNC.

Aungque no existen estudios numerosos en relacion a los efectos genotéxicos de los AQ la

prueba de MN ha demostrado su utilidad con otro tipo de alcaloides.

Existe suficiente evidencia cientifica de la actividad hipoglucemiante e antihipertensiva de los

AQ de lupinos y su uso en pacientes diabéticos e hipertensos se ve limitado, debido al riesgo
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de provocar genotoxicidad. Los resultados obtenidos en nuestro estudio con el extracto
alcaloideo de L. exaltatus (200 mg/kg) provoca dafio genotéxico que es evidente al quinto dia
de su administracion a ratones. Sin embargo, es necesario realizar estudios adicionales de
genotoxicidad como las pruebas recomendadas por la FDA (Food and Drug Administration) de

Ames, cometa, linfoma de ratén entre otras, para recomendar su utilizacion en forma segura.

El presente estudio es parte de una bateria de pruebas para determinar si estos metabolitos
secundarios provocan genotoxicidad o citotoxicidad.

Las perspectivas de los resultados de este estudio son:
1.- Realizar estudios para descartar dafio a nivel de tejidos.

2.- Descartar el efecto sinérgico que pudiera tener L. exaltatus por poseer mas contenido de

alcaloides que otras especies.

3.- Corroborar con un estudio de comportamiento si existe o no, alteracion en la percepcion de
los sentidos del ratén.

18. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos bajo las condiciones aqui descritas podemos concluir

que el extracto es genotéxico.
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