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RESUMEN

La L-canavanina es uno de los factores antinutricionales pre-
sentes en los granos de Canavalia ensiformis. Los limites de la
toxicidad de este aminoacido en aves no han sido establecidos.
En consecuencia, tres ensayos fueron conducidos para evaluar
la toxicidad del aminoacido no proteinico L-canavanina en po-
llos en crecimiento. En el primero se determind la Dosis Letal 50
(DL50) de la canavanina empleando pollitos machos de la linea
Arbor Acres (peso promedio 346g), utilizando dosis de: 0,0; 0,5;
0,9; 1,62; 2,92; 5,25 y 9,459 de canavanina/kg de peso. Seis
aves constituyeron el grupo control y seis fueron asignadas a
cada una de las 6 dosis de canavanina durante siete dias. La
canavanina fue extraida de los granos de Canavalia ensiformis
y su pureza confirmada por RMN. La DL50 de la canavanina
fue estimada en 1,86g/kg de peso. En el segundo ensayo, se
determiné la desaparicion de la canavanina del suero sangui-
neo de pollitos, luego de 15, 30, 60, 120 6 180 min. de haber re-
cibido una dosis de 1g de canavanina/kg de peso, via subcuta-
nea, asi como la concentracion de canalina, un producto de de-
gradacion de la canavanina. Se evidencié un pico maximo de
canavanina a los 30 min y un posterior descenso de la canava-
nina sérica hasta los 180 min. No se detectd canalina en suero.
El tercer ensayo in vitro, empleando homogenizados de rifion e
higado en presencia de canavanina e incubados durante 60,
120 6 180 min, indicé una disminucién en la concentracion ini-
cial de canavanina en rifién de pollo, acompafiada de un incre-
mento de la concentracion de canalina, su producto de degra-
dacioén, posiblemente resultante de la accion de la arginasa re-
nal. La concentracion de canavanina en el higado permanecié
invariable. El presente trabajo demostré que la canavanina es
toxica para pollos en crecimiento; también sugiere que este
aminoacido parece ser catabolizado a canalina, en el rifién, lo
cual pudiera representar una via metabolica para la degrada-
cion de la canavanina en aves.
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ABSTRACT

L- Canavanine is one of the antinutritional factors found in Cana-
valia ensiformis raw seeds whose toxicity in poultry has not been
established. Hence, three trials were conducted to assess the
toxicity of L-canavanine, a non-protein amino acid, in growing
chicks. In Trial 1, the Lethal Dose 50 (LD 50) was calculated us-
ing forty two male Arbor Acres chicks (average weight 346 Q)
dosed orally with 0.0; 0.5; 0.9; 1.62; 2.92; 5.25 or 945 g L-
canavanine/kg BW. The trial lasted 7 days. L-canavanina was ex-
tracted from Canavalia ensiformis seeds and its purity was con-
firmed by MNR. The LD 50 for L-canavanine was estimated to be
1,86 g / kg BW. In Trial 2, the canavanine clearance from blood
serum was monitored at 15; 30; 60; 120 and 180 min following a
subcutaneous administration of a single dose of 1 g/kg BW of L-
canavanine. Data showed a canavanine peak at 30 min. followed
by a steady decrease up to 180 min. Canaline was not detected
in blood serum. Additionally, in Trial 3, samples of kidney and
liver homogenates were incubated with L-canavanine during 60;
120 or 180 min. Canavanine concentration in kidney samples
was reduced after 60 min. This response was accompanied by a
concomitant increase in canaline concentration in all kidney ho-
mogenates possibly due to the enzymatic activity of kidney argi-
nase. Liver canavanine concentration remained unchanged.
These results confirmed the toxic effects of L-canavanine for
growing chicks. On the other hand, some transformations of this
amino acid to canaline seem to occur in kidneys.

Key words: Lethal Dose 50, L-canavanine, L-canaline, broiler
chickens.
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INTRODUCCION

La L-canavanina, acido 2-amino-4 (guanidinooxi) butiri-
co, es un analogo estructural de la L-arginina sintetizado por
una diversidad de plantas leguminosas [7] incluyendo a la Ca-
navalia ensiformis (canavalia). Este aminoacido no proteico es
un potente antagonista de la arginina, el cual exhibe actividad
antimetabolica en una gran variedad de organismos vivos [11],
incluyendo virus, procariotes y animales vertebrados e inverte-
brados [8, 9].

Estudios conducidos en ratas revelaron que la canavani-
na era menos toxica en esta especie y que tenian una alta ca-
pacidad para metabolizar este aminoacido [11]. Por su parte,
Michelangeli y Vargas [5], demostraron que la canavanina re-
dujo tanto el consumo de alimento de pollitos en el corto plazo
como la concentracion de aminoacidos basicos (histidina, lisi-
na y arginina) en el plasma de los pollos, asi como la actividad
de la enzima arginasa renal. Sin embargo, hasta la fecha se
desconocen los posibles productos de degradacion de este
aminoacido en las aves; tampoco se han realizado estudios
sobre la toxicidad aguda de la canavanina en pollos. En con-
secuencia, los objetivos del presente trabajo fueron: establecer
la Dosis Letal 50 (DL50) de la canavanina en pollos de engor-
de en la etapa de crecimiento y contribuir al conocimiento de
las vias degradativas de la canavanina en aves.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la canavanina

La extraccién y purificacion de la canavanina se realizé a
partir de granos de Canavalia ensiformis, cultivar Tovar, si-
guiendo la metodologia descrita por Bass y col.[3]. La pureza
de la canavanina obtenida fue verificada por Resonancia Mag-
nética Nuclear (RMN) utilizando un equipo JEOL Eclipse 270
(6.345 Tesla supercaoil).

Determinacién de la DL50

La DL50 para canavanina en pollos fue determinada, a
partir de la administraciéon de una Unica inyeccion, via intrape-
ritonial, de diferentes dosis de canavanina (tratamientos), si-
guiendo el método propuesto por Weil [12].

Animales

Para la determinacién de la DL50 se utilizaron 42 pollitos
machos de la raza Arbor Acres, con un peso promedio de 346 +
409, alimentados previamente durante doce dias con una dieta
comercial iniciadora. A esta edad los pollitos fueron separados,
por rangos de peso, en grupos de seis animales por tratamiento
(dosis), para un total de siete tratamientos. Los animales tuvie-
ron libre acceso al agua y alimento.
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Administracién de la canavanina

La canavanina purificada fue disuelta en solucién salina
y el pH fue ajustado a 7,4. Se administraron las siguientes do-
sis: 0,5; 0,9; 1,62; 2,92; 5,25 y 9,45 g de canavanina /kg de
peso vivo. Adicionalmente un grupo control fue dosificado con
agua destilada. Las aves fueron observadas durante siete
dias, siguiendo la metodologia descrita por Thomas y Ro-
senthal [10]. Durante este periodo, las aves murieron o se re-
cuperaron de la dosificacion con canavanina. Adicionalmente,
se registro el consumo de alimento y ganancia de peso de los
animales sometidos a la dosis de 0.9 g/kg de peso vivo, a fin
de observar los efectos de la canavanina, via intraperitonial,
sobre el consumo de la dieta y la ganancia de peso. La dosis
de 0.9 g/kg de peso, fue seleccionada para esta medicién ya
gue esta constituy6 la dosis mas alta a la cual no se observo
mortalidad de los animales vy, el valor de 0.9 g/kg es compara-
ble con la dosis empleada posteriormente en los estudios de
distribucién de canavanina en suero y érganos.

Determinacion de canavaninay canalina en suero
de pollos

Las concentraciones de canavanina y su producto de
degradacion, la canalina, fueron determinadas en suero san-
guineo de pollos luego de la administracion, via subcutanea,
de una sola dosis de 1g de canavanina/kg de peso vivo, en 15
pollos machos de 12 dias de edad, y un peso promedio de
3509 * 10g. La concentracion de canavanina fue determinada
luego de 0, 15, 30, 60, 120 y 180 min. de la dosificacion. A
cada tratamiento (tiempo) se le asignaron 3 animales. Mues-
tras de suero (0,5 mL) fueron mezcladas con 1,5 mL de acido
tricloroacético al 15% y colocadas en hielo por 15 min. Esta
mezcla fue centrifugada por 10 min. en una centrifuga
Beckman, de mesa a 6000rpm. Los sobrenadantes fueron ex-
traidos con éter anhidro y 0,5mL de cada extracto, fue emplea-
do para la determinacion colorimétrica (Espectofotémetro
Beckman, UV-visible) de la concentracién de canavanina [7] y
canalina [6].

Determinacion de canavaninay canalina en 6rganos

Mediante este ensayo se estudio la desaparicion de la
canavanina cuando esta fue incubada con homogenizados de
higado y rifién, asi como la aparicion de canalina, un producto
de la degradacién de la canavanina por accion de la arginasa
hepatica o renal del pollo. A un gramo de cada tipo de tejido se
le afiadieron 4,5mL de tricina 0,05 M y se homogeniz6 por un
minuto. EI homogenizado fue tratado con un mL de L-canava-
nina 500mM y 20 pL de cloruro de manganeso 100 mM; incu-
bando la mezcla, a 37°C. Alicuotas de 0,5 mL del homogeniza-
do fueron obtenidas a los 0, 60, 120 y 180 min. de incubacion,
se afiadieron 0,8 mL de &cido tricloroacético al 10% y se colo-
caron en hielo durante 15 min., centrifugando por 10 min a
6000rpm y lavando el sobrenadante dos veces con éter anhi-
dro. Finalmente se tomaron alicuotas de los sobrenadantes
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para la determinacién de canavanina [7]. Adicionalmente, se
hicieron determinaciones de canalina en rifion [11].

RESULTADOS Y DISCUSION

La pureza de la canavanina, verificada por Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), empleando un equipo JEOL Eclip-
se 270 (13C e 1H), permitié identificar la presencia de cinco
atomos de carbonos con sus respectivos grupos acompanan-
tes. El peso molecular determinado fue de 175,091 g/mol y su
formula quimica CsH1,N4O3. No se observo la presencia de
contaminantes, que pudieran indicar la presencia de otros
compuestos.

La DL50 de la canavanina en pollos machos de 8 dias
de edad, fue de 1,869 / kg de peso vivo, con un intervalo de
confianza de 1.61 a 2.16 al 95% (P<0,05). Este valor indica
que la canavanina es mucho mas téxica para pollos, en com-
paracion con ratas cuyo valor reportado de DL50 para la cana-
vanina fue de 5,0 g/kg de peso [10]; probablemente esta dife-
rencia estd asociada a una menor capacidad de las aves, en
relacién con las ratas, para catabolizar este aminoacido en
productos menos toxicos, o eliminarlo por la orina.

Los pollos dosificados con canavanina, se mostraron le-
targicos, con disminucion de los movimientos espontaneos vy,
en muchos casos, se observo postracion. En consecuencia, se
redujo el consumo de alimento y agua y, con el transcurso del
periodo experimental, algunos de ellos y principalmente aque-
llos sometidos a las dosis mas altas, se debilitaban hasta mo-
rir. Los pollos que sobrevivieron al tratamiento con canavani-
na, se recuperaron luego de 8h. En general, no se observaron
convulsiones ni efectos neurologicos aparentes. Los animales
del grupo control que fueron tratados con igual volumen de
agua no manifestaron ningin sintoma.

La reduccién del consumo de alimento asociada a la
presencia de canavanina en dietas para pollos fue previamen-
te demostrada por Michelangeli y Vargas [5] quienes encontra-
ron que una dieta que contenia 10g del aminoéacido /kg de die-
ta redujo el consumo de alimento en 30% en relacién con die-
tas sin canavanina. Este efecto sobre el consumo de alimento,
también fue observado en ratas que recibieron inyecciones in-
travenosas con dosis de canavanina de 2,5g/kg de peso du-
rante cinco dias [10]. Las ratas, presentaron 80% de reduccién
del consumo de agua y de alimento, lo cual derivd en menor
crecimiento. Similarmente, las ratas recuperaron la ingestién
de alimento luego de un dia de finalizado el ensayo. En el pre-
sente trabajo, durante los siete dias que durd el ensayo para
determinar la dosis letal, en los pollos dosificados con 0.9 g de
canavanina/kg de peso, se observo una reduccion del 25% en
el consumo y de 35% de la ganancia de peso en los pollitos
gue sobrevivieron al tratamiento, al compararlos con el trata-
miento control sin canavanina. Otros autores también han re-
portado una asociacion entre presencia de canavanina en la

dieta y disminuciones en el comportamiento productivo en
aves [4, 5] y ratas [10].

La TABLA |, muestra los valores de canavanina en suero
de pollos tratados con una dosis de canavanina de 1g/kg de
peso vivo, a diferentes tiempos: 0, 15, 30, 60, 120 y 180 min.
luego de la administracion. Se observa un pico de canavanina
a los 30 min. el cual decrece bruscamente hasta casi desapa-
recer a los 180 min. La rapida desaparicion de la canavanina
del suero sugiere que este aminoacido es rapidamente meta-
bolizado por el pollo o excretado por la orina. Estos resultados
concuerdan con los encontrados en ratas por Thomas y Ro-
senthal [11] quienes reportaron que el 61% de una dosis en ra-
tas fue excretada en la orina a las 24 horas. En nuestro trabajo
no fue detectada la presencia de canalina en suero de pollos,
quizas debido a que este aminoacido no se acumuld en canti-
dades suficientemente altas en el suero como para ser detec-
tadas por el método utilizado o que, simplemente, el mismo no
fue transferido al suero, en su forma libre. Acamovic y D’Mello
[1], tampoco detectaron presencia de canalina en suero de po-
llitos sometidos a una dieta que contenia 4g de canavanina/kg;
aun cuando emplearon métodos cromatograficos para su de-
teccion (HPLC). Aun mas, comparaciones realizadas por estos
mismos autores entre las metodologias por HPLC y colorimé-
trica, no demostraron diferencias significativas en el contenido
de canavanina y canalina entre estas dos metodologias [1] lo
cual afiade confiabilidad a nuestras determinaciones.

La TABLA Il muestra la concentracion de canavanina en ri-
fién, higado y cerebro de pollos, apreciandose una disminucion
de la concentracién de canavanina, luego de incubar el rifion en
presencia de la canavanina por 120 y 180 min. En el higado, sin
embargo, la concentracién de la canavanina se mantuvo similar
para estos mismos tiempos. Por su parte la concentracion de ca-
nalina en rifién, aumentd con el tiempo de incubacién, obtenién-
dose valores de 0,66 mMy 1,19 mM para los tiempos de incuba-
cion de 60 y 180 min, respectivamente (TABLA II).

Como es conocido, las aves, por su condicion de ser
animales uricotélicos, no presentan ciclo de la urea en el higa-

TABLA |
CONCENTRACION DE CANAVANINA EN SUERO DE
POLLOS DE ENGORDE, LUEGO DE LA ADMINISTRACION
SUBCUTANEA DE 1g DE canavanina/kg de peso

Tiempo Canavanina
min. mg/mL de suero
15 1,02+0,3
30 3,93+£0,7
60 1,44 +0,3
120 0,18 £ 0,02
180 0,018 £ 0,06

Alicuotas de 0,5ml de extractos de suero precipitados con ATC
(dilucion 1:4) y éter nhidro fueron empleadas para el analisis
colorimétrico. N= 3 + DE.
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CONCENTRACION DE CANAVANINA YT(?ABII\_IAAll_IINA EN RINON E HIGADO DE POLLOS
Rifion Higado
Tiempo CAV CAN CAV CAN
(min)
mm?
60 21,3+83 ,662 £ 0,15 05,8+ 34 D
120 1355+ 25 0,813+ 0,21 213,9 + 68 D
180 140,0+ 2 1,185 + 0,44 16,1+ 70 ND

Alicuotas de 0,5 mL de extractos de homogenizado precipitados con ATC y éter anhidro fueron empleadas para el andlisis colorimétrico. N=3 + DE.

CAV: canavanina. CAN: canalina. ND: no detectado.

do y la actividad catabdlica de la arginasa, es mas significativa
en el rifion, a diferencia de los mamiferos [2]. Asi, los pollos,
tendrian una mayor capacidad para metabolizar el aminoacido
no proteico canavanina, un analogo de la arginina, en el rifion
[5]. Las observaciones obtenidas en el presente trabajo, reafir-
man la hipotesis de que una via de degradacién de la canava-
nina en el rifidn de pollo, pudiera estar asociada a su transfor-
macion enzimatica a canalina, mediada por la actividad catali-
tica de la arginasa renal.

CONCLUSIONES

El valor de DL50 determinado en pollos de engorde de
una semana de edad fue de 1.86%, con un intervalo de con-
fianza de 1.61 a 2.16 (P<0.05).

Luego de 30 min. de haber recibido una dosis via subcu-
tanea, de 1g/kg, este aminoacido fue rapidamente removido
de la sangre y ya a los 180 min habia sido casi totalmente eli-
minado.

Una via de degradacion de la canavanina en el rifién de
pollo, pudiera estar asociada a su transformacion enzimatica a
canalina, mediada por la actividad catalitica de la arginasa re-
nal.
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