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Resumen. 

Los alcaloides tetraclclicos del tipo eritrinano del género Erythrina 

(Leguminosae) han llamado la atención por sus efectos en el sistema nervioso 

periférico (relajante muscular) y sistema nervioso central. En México, las 

propiedades medicinales atribuidas a E. americana son el uso de la raiz como 

sudorifico, las infusiones preparadas con las flores se emplean para afecciones 

del tórax y la corteza es conocida como purgante y diurético. También se ha 

empleado como agente hipnótico y narcótico. Con el propósito fundamental de 

evaluar el potencial farmacológico de los alcaloides, se consideró como parte 

preliminar, analizar una alternativa para la obtención de los principios activos 

derivados de Erythrina americana a partir de varios subcultivos de tejidos de 

callo. Las fracciones de alcaloides libres y conjugados se identificaron por 

cromatografla de líquidos acoplada a espectrometria de masas, permitiendo 

establecer diferencias importantes en las proporciones de los alcaloides a través 

de varios subcultivos. Se detectaron estructuras no identificadas en esta 

especie. 

La mayoria de los subcultivos presentaron un bajo contenido de alcaloides en 

comparación con los cotiledones y las semillas. Se detectó la presencia de los 

alcaloides lactónicos a- y p-eritroidina en callos, ambos metabolitos se 

encontraron en mayor proporción en comparación a los alcaloides restantes de 

los tejidos analizados, estos resultados contrastan notablemente con los 

descritos en un estudio previo al no ser detectados. 
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1 . Introducción 

Las plantas contienen una gran variedad de compuestos orgánicos que 

han sido usadas en varias formas por el hombre desde los primeros dlas de la 

historia. Estas sustancias incluyen aminoácidos, terpenoides, protelnas, 

carbohidratos, llpidos, ácidos nucléicos, entre otros. El empleo de esas 

sustancias para la producción de productos farmacéuticos, insecticidas, 

herbicidas, tinturas, aceites, lubricantes, jabones. fragancias, etc .. se expandió 

considerablemente durante los últimos 60-70 años, principalmente, debido a los 

avances de la tecnologla qulmica que permitió el aislamiento, purificación 

elucidación estructural y slntesis de compuestos con especificidad bioactiva. 

Durante ese periodo de avances tecnológicos surgieron dos problemas 

potenciales: a) dificultad de slntesis de algunas substancias aisladas debido a 

problemas técnicos o a costos prohibitivos, y b) el agotamiento de la f':Jente 

natural por la producción continua del compuesto deseado, lo cual requirió de 

una constante cosecha del material vegetal. Alternativamente, el cultivo de una 

especie vegetal pudo verse afectada debido a condiciones ambientales, 

ecológicas, climáticas, tiempo de propagación, o necesidad de suelo agrlcola 

adecuado para su producción. 

Mientras tanto, se fueron desarrollando métodos que tomaron en cuenta 

células vegetales para obtener cultivos estacionarios o en suspensión. Tales 

investigaciones se basaron en la idea de que cada célula viviente de ur:i. 

organismo pluricelular puede ser capaz de desarrollarse individualmente en las 

condiciones externas apropiadas. Actualmente, el uso de la técnica de cultivo in 
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vitro permite producir células y tejidos de organismos "madre" para 

subsecuentemente ser estudiadas como unidades biológicas separadas. 

Adicionalmente, el cultivo de células vegetales se ha convertido en un 

instrumento esencial de la manipulación genética de plantas. Recientemente, se 

están desarrollando técnicas de micropropagación a escala comercial para Ja 

producción rápida de un gran número de especies vegetales; asimismo, para Ja 

producción industrial de compuestos caracteristicos de origen vegetal en 

cantidades significativas de metabolitos útiles como son antimicrobianos, 

alcaloides antitumorales, saborizantes, edulcorantes, vitaminas, insecticidas, 

enzimas, etc. 

Para lograr acumular una gran cantidad de esos materiales, esta 

tecnologia se basa en Jos procesos para la producción de substancias 

biofarmacéuticas por cultivo de !Jacterias y hongos, confirmando ser una 

alternativa de obtención en vez de utilizar Ja planta completa. Este enfoque 

determinó una serie de ventajas: a) la producción de biomasa es más rápida que 

en Ja planta misma, b) las condiciones nutricionales y ambientales de óptimo 

crecimiento pueden ser controladas más fácilmente que en Ja planta progenitora. 

y c) el cultivo de células vegetales es fácilmente manipulable para producir 

compuestos análogos, con tal vez mayor actividad fisiológica. Sin embargo, para 

hacer que la producción de compuestos biológicamente activos por cultivo de 

tejidos sea confiable, un número de puntos necesitan ser cubiertos. Entre afros, 

que el compuesto deseado debe tener un alto valor comercial para garántizar el 

largo tiempo de experimentación invertido, para iniciar un sistema de cultivo de 

tejidos vegetales y para la selección de líneas celulares de alta productividad. 

Entre todas las sustancias candidatas para, ser obtenidas por esta técnica y ser 

explotadas con fines de investigación y comercialización, sobresale un grupo de 

compuestos estructuralmente heterogéneos; cuya distribución se localiza 

solamente en un pequeño grupo de organismos; de hecho, algunos de estos 
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productos han sido identificados en solo algunas variedades de una misma 

especie. Estas sustancias son conocidas como metabolitos secundarios, los 

cuales no solo se han detectado en plantas y microorganismos, sino también, 

algunos distribuidos en el reino animal y organismos marinos. 

Los metabolitos secundarios, primero como preparación de extractos 

crudos, y luego, como sustancias puras, han resultado poseer las caracterlsticas 

necesarias para la investigación, debido a su gran importancia comercial para 

ser aprovechados de forma muy diversa, como fármacos (esteroides, alcaloides 

o glucósidos), saborizantes, colorantes naturales (antocianinas), fragancias 

(aceites esenciales), tintes, gomas (caucho natural), herbicidas e insecticidas. 

Aunque estos compuestos se relacionan mucho con las plantas, 

solamente una pequeña cantidad de ellas esta siendo analizada para la 

obtención de metabolitos secundarios, y en menor número son sometidas al 

cultivo de tejido:;¡ para obtener los productos naturales importantes. Sin embargo, 

no sorprende que el aislamiento y la caracterización de nuevas estructuras 

continua sin cesar. De hecho, el escrutinio para extraer de las plantas nuevos 

compuestos con actividad biológica, aún parece ser un campo promisorio hoy en 

dla, junto con las ventajas que proporciona la técnica de cultivo de tejido en el 

análisis de estas sustaQcias. 

Con lo antes expuesto, en este trabajo se pretende desarrollar una 

alternativa a través del cultivo de tejidos, para la obtención de metabolitos 

secundarios que podrian tener aplicación en el campo de la medicina como 

fármaco opcional en la relajación muscular. Especificamente, se estudiará la 

obtención de alcaloides del tipo eritrinano, empleando la técnica del cultivo de 

tejidos utilizando como materia prima, semillas de la especie Erythrina 

americana. 



Atareo teórico 4 

2. Marco teórico 

2.1. Aspectos relevantes en la obtención de 

metabolitos secundarios por cultivo de células 

vegetales 

De naturaleza quimica extraordinariamente diferente, las substancias 

vegetales presentan propiedades también muy diversas, aunque su papel 

fisiológico en la planta muchas veces no es del todo conocido. Hay dos 

categorias de productos aislados de las plantas: los metabolitos llamados 

primarios y los metabolitos secundarios. 

Los primeros, mas abundantes, son indispensables para el. desarrollo 

fisiológico de la planta 1 , se encuentran presentes en grandes cantidades, son de 

fácil extracción y su explotación es relativamente económica2
• 

Con los metabolitos secundarios aún no queda bien determinado su 

función en el metabolismo de la planta. Se ha propuesto que en algunos casos, 

son el resultado de un proceso evolutivo vegetal que confiere mayor aptitud de 

sobrevivencia a las especies vegetales que los presentan, pero actualmente se 

confirma un papel ecológico importante3
•
4

• 

Los metabolitos o productos secundarios no tienen un papel definido en 

los procesos de respiración, asimilación, transporte, a diferencia de los 

metabolitos p.rimarios como los carbohidratos, proteinas y ácidos nucleicos5
• 



Las investigaciones sobre la explotación potencial de las células 

vegetales, para la producción de metabolitos secundarios, han tenido un 

desarrollo mucho más tardlo, en comparación a lo que al cultivo de tejidos se 

refiere. Este retraso se ha debido, en parte, a los resultados contradictorios en la 

capacidad de bioslntesis en las células cultivadas. Los investigadores 

supusieron entonces que algunos compuestos, que en la planta se acumulan 

principalmente en órganos particulares bien diferenciados, no pueden ser 

producidos. por células en estado no diferenciado en cultivo. Esta idea 

contribuyó en gran parte a la falta de interés incluso al abandono de ciertos 

equipos en lo que respecta a cultivos de células vegetales. 

Solo a partir de 1976, quedó definitivamente resuelto este problema 

gracias a los trabajos de Zenk6 en Alemania, quién demostró que la naturaleza y 

la cantidad de metaboiitos producidos son muy diversos de un cultivo a otro, aún 

con células procedentes de una misma planta. Posteriormente, esto quedó 

confirmado por numerosos estudios realizados a la postre, como lo demuestra 

recientemente la presencia de alcaloides quinollnicos de importancia comercial, 

en cultivos celulares de varias especies de Cinchona7
; as! mismo, la bioslntesis 

de alcaloides morfinanos fue inducida en medios de cultivo aún cuando se 

cuestionaba que esto fuera posibleª; o también se puede hablar de la 

hiosciamina y escopolamina de gran importancia médica, que se obtuvieron 

aplicando esta técnica de cultivo a partir de lineas celulares de Hyoscyamus 

niger. El adelanto obtenido con esta técnica, en lo que respecta a la producción 

de metabolitos secundarios, se ve reflejado en la tabla 1 , en donde se muestran 

metabolitos obtenidos durante 25 años de investigación. 

No obstante, no todo lo que se refiere a la producción de estas sustancias 

por esta técnica es lo deseable o esperado. Existen algunos aspectos en la 

expresión del metabolismo secundario de las células vegetales durante el 

cultivo, que promueven investigaciones más profundas al respecto. 
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Tabla 1. Compuestos oblcnidos por cultivo de lcjidos en un lnborntorio durante 25 anos de 
investi •ación ID, 

Tipo de compuesto 
Tcrpcnoide 

Alcaloide 

Cumarinu 
Flavonoide 
Antraquinona 
Glucosinolato 

Cultivo 
Punat gi11.n•ng 
Nicotia11a.1abac11111 
Digilalis p11r¡mr.:c1 
Nicoliana tahacum 
Papuver spp. 
Coptis japonica 
Coffea arabica 
Nicoliana 1ahac11m 
So/ora a11g11slifo/ia 
Digitalis /anata 
Wasaba iaponica 

Compuesto aislado 
G inscnoides Rb 1, Rg 1 
Cicloartenol 
Digitoxina 
Nicotina. anahacina 
Morfina, codeina, protopina 
Berberina, coptisina 
Caícina 
Escopolctina 
l·mnaquiaina 
7-mctilpurpurina 
Sincsrina 

Uno de esos aspectos y en el que la experimentación se ocupa en 

resolver, se presenta cuando al pretender establecer una linea celular de alto 

rendimiento, surgen consideraciones tales como la estabilidad genética del 

cultivo. Para poder explicar esta problemática, es necesario entender que el 

metabolismo de una planta, sea primario o secundario, es "un todo" que se 

integra en el programa de desarrollo de una planta, el cual se encuentra 

estrictamente controlado en su expresión genética. Esto implica que cada uno de 

los pasos del metabolismo se expresarán solamente en un estado y tiempo de 

desarrollo definido en la planta. Si se restringe esa expresión a unas células 

especializadas y a una diferenciación morfológica, como lo que se hace en el 

cultivo de tejidos, esto reprimirá una parte de ese programa de desarrollo, 

ocasion.ando una ruta metabólica distinta en ocasiones11. de ahi que se vuelva 

importante tomar en consideración estos aspectos en el cultivo in vitro de 

células. Este fenómeno se ha observado en algunos metabolitos producidos en 

cultivos de células, en donde se han determinado epoxidaciones, esterificación, 

glicosidación, hidrólisis, isomerización, metilación, reducción de grupos 

funcionales, entre otros, ejemplos de estos cambios se muestran en la tabla 2. 

Por otro lado, a menudo las secuencias y controles involucrados para la 

inducción en la formación de metabolitos secundarios son desconocidos; por lo 

que los métodos empleados para este propósito, son el resultado de repetidos 

ensayos hasta lograr diseñarlos satisfactoriamente. De este modo, un número de 
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reglas generales en la acumulación de metabolitos secundarios empiezan a ser 

descritas; como serla un cambio en el caso de reguladores de crecimiento 

(citocininas, auxinas) que tienden· a estimular la producción de estas sustancias, 

o también un cambio en las condiciones del cultivo que provoque situación de 

estrés en las células, por ejemplo, el remover de todo el cultivo, otros 

componentes que no sean fuentes de carbono12
• 

Tubln 2. Biotransformaciones de compuestos obtenidos por cultivo de tejidos'º. 
Tipo de compuesto Cullivo Subs1ra10 Producto 
Tcrpcnoidc 

Alcaloide 

Acldo 

Nico1it1a tabac11m 

Cannahis saliva 
Menthassp. 
Digilalis purp1Jrea 

Nicotina labacum 

Panax glnseng 

Papaver somniferum 

Aconilumjaponicum 
Nicoliana tabacum 

Linalul 

Geranio) 
Pulcgona 
Digitoxina 

Pregncnolona 

Progesterona 

Panaxatriol 

(R)-Reticulina 
( -)-Codeinona 
Fenilacetico 
Trópico 

8-hidroxilinalul, 
Acctalo de linalul 
Cilrnl, Nerol 
lsomcntona 
Glucósido de purpurea 
B 
Pnlmicaco de 
prcgnolona 
Palmilnlo de 
progcsterona 
JP- y 6P-Glucósido de 
panaxatriol 
(S}-Qucilantifolina 
(-)-Codclna 
P-Glucósido 
P·Glucósido 

Aunque no existe una respuesta expedita para estas cuestiones, la forma 

con la que la biotecnologla salva estos obstáculos, es aplicando tres estrategias 

que son: (1) Iniciar un "pool" de muchos callos provenientes de diferentes 

individuos y diferentes órganos, de una sola especie; (2) probar esos callos en 

diferentes medios de cultivo; y (3) realizar un análisis por escrutinio para .. 

determinar, de entre las células clones, las variedades más productivas 11
• 
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2.2. Los alcaloides del género Erythrina y su 

obtención por cultivo de tejidos 

2.2.1. Generalidades sobre alcaloides. 

Los alcaloides son los constituyentes herbales más usados durante siglos 

por el hombre; utilizados desde dilatadores de la pupila por las damas del 

renacimiento con la Atropa bel/adonna (atropina), hasta psicotrópicos como fue 

con la Cannabis sativa (1-tetrahidrocanabinol), utilizada desde el 3000 antes de 

Cristo. Otros alcaloides se emplearon por todo el mundo, como venenos en la 

caceria y para cometer homicidios. Ejemplo de ello, tenemos la estrofantidina del 

Strophanthus en Africa, el látex del árbol Antiaris toxicari en Java, la acointina 

del Aconitum napellus en Europa y Japón13
. Actualmente, más de 4000 nuevas 

estructuras quimicas de alcaloides han sido descritas, y de estas un número 

sustancial se han identificado para ser usadas por el humano14
, lo que nos habla 

de una importante actividad cientifica alrededor de estas sustancias. 

Los alcaloides son metabolitos secundarios que contienen en su 

estructura átomos de nitrógeno secundarios, terciarios, o cuaternarios. Estos son 

metabólicamente activos y juegan un papel importante en la fisiologia de plantas 

y otros organismos. Repeler y disuadir a depredadores y patógenos, son algunas 

de las funciones de los alcaloides en los vegetales. 

Los alcaloides se clasifican en tres grupos, ampliamente aceptados: 

alcaloides verdaderos, protoalcaloides y pseudoalcaloides. Los verdaderos 

alcaloides son derivados de aminoácidos y muestran una amplia varie~ad de 

• actividad fisiológica. Los protoalcaloides son simples aminas donde el nitrógeno 

del grupo aminoácido, no se encuentra en un anillo heterociclico, por ejemplo la 

mescalina y la efedrina. Los pseudoalcaloides, no son derivados de los 
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aminoácidos, ejemplo de ello, los alcaloides estereoideos (conesina) y los 

alcaloides de purina (cafeina) (figura 1). 

La mayoria de los alcaloides son sintetizados en las plantas, a partir de 

uniones covalentes de unidades de acetato y terpenos, a través de reacciones 

como hidroxilaciones aromáticas, metilaciones, etc. A estas unidades se 

adicionan otros compuestos tales como aminoácidos, núcleos de purina, amonio, 

o alquilaminas, para dar lugar a los alcaloides derivados de esos compuestos. 

Los alcaloides se agrupan de acuerdo a los aminoácidos precursores o a 

las rutas biosintéticas de donde provienen. En la tabla 3 se muestran 

aminoácidos precursores de algunos grupos importantes de alcaloides 14
• En este 

estudio, resulta de interés, aquellos alcaloides, que por su ruta biosintética, son 

derivados de la fenilalanina. 

Figura l. 

MeO~NH, 

MeO~ 
Me O Mes calina 

Cafeina 

Me,N 
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Tnl>ln 3. Algunos grupos importun1es de nlcnloidcs derivados de aminoácidos14
• 

Or11ili11a 
Tropano, pirrolidinn, nicotina, pirrolizidina 

lis/na 
Quinolizidinn, scdum, lobelina, pipcridina, nnabasinn, pcleticrina, litrina 

Tiros/na y Fc11ilalani11a 
Morfinn, isoquinolinn, eritrina, alcaloides de las Amari/idaceae, sccurinina, bctanidin, melanina, 
mescalinn, efcdrina, pellotina, nporfina1 pavina, protopinn, protoberdina, roeadinn, bcnzofenantridina, 
dibenzopirrocolinn, morfinnndienona, cularina 

Triptofano 
Indo!, alcaloides del género Ra11woljla, estricnina, ergo!, diquetopipernzinn, chinchona, yohimbina, 
pirrolnitrina, sccodina, carbazol, fisostigmina, iboga, pandolina, corinanto, melodinus, camptotccina, 
njmalicina, sarpagina, P-carbolina 

Histidina 
Alcaloides del lmidazol 

En el grupo de los derivados de la fenilalanina, encontramos a los 

alcaloides de eritrina, que desde las décadas de los cuarenta y cincuenta, varios 

investigadores estudiaron y sefialaron, una importante actividad farmacológica 

del tipo curariforme is-11
• Estas substancias se encuentran en los extractos 

obtenidos de diversas especies de vegetales del género Erythrina y que 

destacan por su amplia distribución e innumerables aplicaciones que se le han 

atribuido en México y en algunas partes del mundo; en cuyo contexto se 

desprende el presente trabajo. 

Como información adicional, la actividad curariforme se deriva del modelo 

farmacológico producido por un veneno conocido con el nombre de curare. Los 

fármacos que poseen esa actividad, pueden producir relajación muscular 

esquelética, específicamente interfieren en la acción neurotransmisora de la 

acetilcolina en la placa motora sobre el músculo esquelético (bloqueadores 

neuromusculares). El curare es un extracto complejo de numerosos ingredientes, 

que se extrae del Chondrodendro tomentosum, utilizado por los indigenas 

amazónicos jibaros, para la caza y la guerra. Actualmente, se conoce que el 

fármaco responsable de esa actividad en esta planta, es la d-tubocuradna 18
• 
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2.2.2. El género Erythrina y sus alcaloides 

2.2.2.1. Taxonomía 

El género Erythrina (del griego erithros ('Epu.9poq]: rojo, debido al color 

rojo de las flores) pertenece a la subfamilia Papilionoidae en la familia de las 

Leguminosas (Fabaceae). Entre otros vegetales que pertenecen a esta 

subfamilia, tenemos al frijol (Phaseolus vulgaris), garbanzo (Cicer erientinum) y 

la lenteja (Lens escu/enta). 

Se conocen cerca de 115 especies del género Erythrina, comprendiendo 

una gran diversidad de variaciones moñológicas y ecológicas 19
• El mayor 

número de especies se encuentra localizado en el continente americano (70 

especies), 31 especies se ubican en Africa y 12 especies en Asia y Oceanla. En 

la figura 2, se muestra la distribución mundial de este género y en la figura 3, su 

distribución en mesoamérica. 

NEOTROPICO 
(70 ESPECIES) 

Figura 2. Distribución mundinl del género Erythrina. 

AFRICA 
(31 ESPECIES) 

Fuenle: Ncil, D. A. Tite genus Erythrina: ta.\onomy, distribution nnd ecologicnl differentintion. 
En: Westley, S. ll. y Powell, M. 11. comp. llnwnii: NAFTA, 1993. 
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En México se han identificado alrededor de 27 especies, pero 

probablemente existen algunas especies no identificadas taxonómicamente en 

las zonas tropicales, en la tabla 4 se presentan las especies de este género en 

nuestro país. Su gran distribución justifica la existencia de varios nombres 

comunes, en algunos estados de la República. Se le conoce a la especie E. 

americana como colorin, chontal, cocchoquelite, chicolote, madre del cacao, 

pato!, pito, sompantie20
•
21

• En la tabla 5 se puede apreciar la gran diversidad de 

nombres que recibe una sola especie de este género en el pais. 

Figura 3. Distribución del 
género Erythrlna en mcsoamérica. 
Fuente: Neil, D. A. TI1e gcnus 
Erythrina: Uxonomy, distributio 
and ccological dilTercntiatio1t 
En: WcsUcy, S. B. y Powell, M. H. 
comp. Hawaii: NAFrA, 1993. TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 

Tabla 4. Especies del sénero Erythrina en México (27 especies y 3 subespecies)20
• 

E. brevijlora E. /anata subsp. /anata 
E. petraea E. /anata subsp. occidentalis 
E. oaxacana E. /anata s11bsp. ca/venscens 
E. balolobium E. goldmanii 
E. montana E. caribacea 
E. /eplorhiza E. fo/kersii 
E. horrida E. Tintlana 
E. sousae E. chiapasana 
E. herbacea susp.lrerbacea E. lajum/censis 
E. herbacea susp.nigrorosea E. jlorenciae 
E. standleyana E. berenices 
E. jlabeliformis E. americana 
E. coral/oides E. berteroana 
E. aff. Coral/oideeds E. me:ricana 
E. 11dica E. o/i,·iae 
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Tubln S. Nombres comunes de E. mm:riccma en México (el lenguaje, cuando se mcncioila, es dado entre 
aréntesis21

• 

Nombre 
Alcaparra 
Colorln 

Chak-mol-chc (mnyán) 
Chocolin 
Chotzn (otoml) 
Colchoquelitc 
Coralina 
Dcmti (otoml) 
Equimite 
lquemite 
Jiquimite 
Lakntih\ (totonaca) 
Lnk'tanga (totonaca) 
Lakatilo (totonaca) 
Li-pa-shcua (chontal) 
Madre brava 
Madre del cacao 
Madre chontnl 
Ma-ja-nu (chinanteco) 
Parencsuni (tarascan) 
Patol 
Pichoco 

Re 1 ión 
Tabasco 
Puebla, México, 
Morclia 
Yucatán 
Hidalgo 
Hidalgo 
? 
Baja California 
Hidalgo 
Puebla 
Puebla 
Puebla 
Norte de Puebla 
? 
Sierra norte de Puebla 
Oaxaca 

Tabasco 
Oaxaca 
Michoacán 
? 
El Ta· in. V emcruz 

Nombre 
Pipal 
Pito 
Purcnchccua 
Pureguc 
Quemite 
Quimitc 
Sompnntlc 
Sumpantle 
Tc'batai (otoml) 
Tlalni (totonaca) 
Tsejch (mixe) 
Tsizch 
Tzinacancuahuitl 
(nahuatl) 
Tzompancuahuitl 
(nahuatl) 
Tzompantli 
Tzompomitl (nahuatl) 
Xoyo (mayán) 
Zompantel 
Zumpantle (nahuatl) 
Zompantli (nahuatl) 

ltc 1ión 
Chiapas 
Vcracruz 
? 
Michoacán 
San Bartola, Hidalgo 
San Bartola 
Valle de México 
Valle de México 
? 
? 
San Juan 
? 
? 

? 

? 
Tetelcingo, Morelos 
? 
? 
? 
Yucatán 

Este género se encuentra representado por árboles, arbustos y hierbas 

perennes con un largo tallo, subterráneo y leñoso. Presenta hojas trifoliadas con 

cáliz corto, la corola es roja o anaranjada; el fruto es una legumbre bivalvada de 

color y tamaño variable; las semillas son comúnmente rojas, cafés o negras22 

(figura 4). 
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2.2.2.2. Usos tradicionales 

Cabe hacer notar que en los últimos años, ha llamado la atención él 

conocimiento emplrico que existe sobre la gran diversidad de usos que se le ha 

dado a algunas especies del género; asimismo, se han realizado numerosos 

estudios de diversas especies con la finalidad de aprovechar su potencial 

derivado de la versatilidad, aceptación y' popularidad que se le atribuye en 

muchas partes del mundo23
• 

Por mencionar algunas de esas aplicaciones, diremos que en agronomla, 

el árbol se asocia a otros cultivos para proporcionar sombra y afectar el 

rendimiento del cultivo principal; sin embargo, esta asociación puede representar 

una competencia por los nutrientes en el suelo. pero en algunos casos esto serla 

una ventaja cuando se trata de suelos con baja fertilidad, dado que este tipo de 

vegetales se caracterizan por ser fijadores del nitrógeno21
• 

24
-
26

• 

Como alimento, tanto para humanos como para animales de corral, los 

pétalos y semillas son utilizados de diversas maneras en muchos paises de 

latinoamérica20
· 

27
'
29

• Por otro lado, muchas especies de Erythrina son usadas 

como plantas ornamentales en calles, parques y jardines, llegando incluso a ser 

emblemas en algunas ciudades de otros paises. 

Como uso medicinal, podemos citar que se utiliza como purgante y en el 

tratamiento de la disenteria en la India, empleando las hojas y la corteza; 

también se usa para estimular la menstruación y la lactancia26
. En Asia y 

América Central, la corteza se emplea como laxante, diurético, expectorante, 

antimalárico, en casos de asma y como sedante. En México se le atribuyen las 

propiedades de sudorlfico, purgante, diurético e incluso como veneno para 

eliminar animales nocivos. También se ha llegado a emplear como agente 

hipnótico, narcótico y sedante; en algunos estados del pals se le atribuyen 

efectos tranquilizantes20
• 

25
· 

27
• En otros paises de América latina se emplea para 
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enfermedades de la piel, para inflamación de la vejiga y para contrarrestar la 

· irritación en los ojos28
• 

2.2.2.3. Fitoquímica 

En general la investigación fitoqulmica sobre este género se ha enfocado 

a la caracterización estructural de sus constituyentes o productos naturales29• 

Asl se han identificado alcaloides y otros metabolitos de naturaleza diversa: 

saponinas, flavonoides con propiedades antimicrobianas y fitoalexinas30
-
34

• Otras 

investigaciones incluyen el reconocimiento de lectinas y evaluaciones 

enzimáticas de los inhibidores de proteasas35
• 

Desde hace algunos años, los alcaloides de Erythrina han sido objeto de 

una intensa investigación en la que se ha incluido aspectos relacionados con su 

bioslntesis e Identificación de nuevas estructurasJ6.39
; todo esto debido a los 

primeros, hallazgos de la actividad curariforme o de relajante muscular4º· 41
• 

Millinton et al. en lllinois han examinado especies americanas,42 a si como, los 

grupos de Jackson en Cardirr43
• 

44
• Barton en Londres45

• 
46

, lto en Japón47
, Singh 

y Chawla en la lndia48
, han estudiado especies de todo el mundo. 

Especlficarnente, Hargreaves49 y Games50 revisaron la presencia de alcaloides 

en especies de América, Africa, Asia, Polinesia y Australia, encontrando que 

existen diferencias significativas en la presencia y concentración de alcaloides 

entre las distintas especies del género. 

Se sabe que los alcaloides presentes en las especies del género 

Erythrina, se distribuyen en toda la planta y por lo general, se acumulan en las 

semillas. Sin embargo, existen estudios que señalan a las hojas jóvenes de la 

planta, como los sitios de slntesis de estos metabolitos51
. De cualquier manera, 

los estudios se han centrado en el análisis de las semillas, que normalmente los 

contienen en una concentración del 0.05 al 0.10% en peso seco, aunque 

también se han aislado de hojas, corteza, tallos, ralees y flores52 • 
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Los alcaloides se encuentran en dos formas en la planta: libres o 

conjugados formando glucósidos. Según el procedimiento de Folkers y Unna40
, 

se pueden obtener a partir del material vegetal previamente desengrasado, 

seguido de una extracción con metanol. Del residuo vegetal se obtienen los 

alcaloides libres y del residuo del extracto metanólico se obtienen los alcaloides 

liberados por una hidrólisis ácida. 

Estructuralmente, los alcaloides aislados del género Erythrina son del tipo 

isoquinolínico y contienen como esqueleto base al denominado eritrinano (figura 

5), que es una espiroamina tetraclclica. Se han clasificado con base a su 

estructura en tres grupos: alcaloides diénicos, alcaloides alquénicos y alcaloides 

lactónicos. A continuación en las tablas 6 y 7, se muestra una lista de estos 

compuestos, a si como sus estructuras. 

Figura 5. Esqueleto Eritrinano 

16 

15 



Tuhlu 6. Alcaloides Diénicos5
J. 

R, 

"·ºxx) :::::,,._ N=r'X 
R,O .··_):_ 

CH,o·)· ... ,.9 

Alcaloides R1 R2 
1 E riso trina Mo Me 
2 Erisotnunida Me Me 
3 Eritravina Me Me 
4 Eritralina -CH:i-
s 8-0xocritralina -CH:i-
6 Eritrocarina -CH:i-
7 Erisolina Me OH 
8 Erisonina OH Me 
9 Erisodina OH Me 
10 Erisovina Me OH 
11 8-0xocrisovina Me OH 
12 Erisopina OH OH 
13 Erisotiovina Me a 
14 Glucocrisodina b Me 
IS Erisoliopina a OH 
16 Erisoforina Me e 
17 Eritranina Me Me 
18 Erítristcmina Me Me 
19 Eritrinina -CH:i-
20 8-0xocritrinína -CH:i-
21 Eritrascina Me Me 
22 11 P-Mctoxieritralinn -CH:i-
23 11-0xoeritralina -CH:i-
24 11 P·liidroxierisovina Me H 
25 11 P-Metoxieriso"·ina Me H 
26 11-0xocrisovina Me H 
27 l lP·llidroxierisodina H Me 
28 11 P-Mctoxierisodina H Me 
29 11-0xoerisodina H Me 
30 11 P-Mctoxierisopina H H 
31 8-0xo-J tj)-mctoxicritralina -CH:i-
32 11-0xocrisopína H H 
a: H02CCJ-11SOr; b: 1 p-glucosil : e: hipaforinn-ester 
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R> X 
Mo H 
Me •O 
H H 

Me H 
Me -o 
H H 
H H 
H H 

Me H 
Me H 
Me -o 
Me H 
Me H 
Me H 
Me H 
Me H 
OH H 

OCH> H 
OH H 
OH -o 
O A e H 

OCH> H 
•O H 
OH H 

OCH> H 
•O H 
OH H 

OCH1 H 
•O H 

OCH> H 
OCH> •O 
•O H 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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T11bh1 7. Alcnloidcs Alquénicos". 

~~ TESIS CON 
R,O """-. •. · N 

FALLA DE ORIGEN 
r 1 

CH,0········1 

Alcnloldes Alquénicos R1 R2 R> R• 

33 Dihidrocrisolrina Me Me H H 
34 Erilrnlidina Me Me a-OH H 
3S Epicrilrnlidina Me Me 11-0H H 
36 Erilrn1idinona Me Me •O H 
37 Eritraminn -CH:i- H H 
38 Eritratina -CH:i- 11-0H H 
39 Epicritrallna -CH:i- a-OH H 
40 Eritrntinona -CH:i- •O H 
41 Dihidrocrisovina Me H H H 
42 Erisosalvina Me H a-OH H 
43 Epicrisosalvinn Me H 11-0H H 
44 Erisosalvinonn Me H •O H 
4S Dihidrocrisodina H Me H H 
46 Erisotina H Me a-OH H 
47 Epicrisotina H Me 11-0H H 
48 Erisotinona H Me •O H 
49 Erisopitina H H OH H 
so Erisoflorinona H H •O H 
SI l l·Hidroxicritratina -CH:i- OH OH 
S2 l l·Hidroxicrisotinona H Me •O OH 
S3 l l·llidroxieritratidina Me Me a-OH OH 
S4 l l·Hidroxicpicritratidlna Me Me 11-0H OH 
SS Hidroxicrisotina H H OH OH 
56 l l·Hldroxicrisosalvina Me Me OH OH 
57 8·0xocritratinona -CH:i- •O H 

Figura 6. Alcaloides Lactónicos 

;):)_, 
O ffiO,,U 

' 
X= H, J!-erilroidina a-eritroidina 
X= O 6-oxo-[l-eritroidina 



2.2.2.4. Farmacología de los alcaloides del género Erythrina 

La primera investigación de tipo farmacológica realizada con los extractos 

de Erythrina se realizó en 1888 por Altamirano54
, siendo el quién diera el nombre 

de eritrina al extracto de E. americana, y demostrando su actividad curariforme 

en ranas. Estudios posteriores demostraron que la eritrina era la mezcla de a y 

p-eritroidina20
• 

49
, alcaloides con una lactona clclica {figura 6). 

Para 1937 se realizaron los primeros estudios formales para evaluar 

fisiológicamente los alcaloides de Erythrina a partir del aislamiento de la p

eritroidina55, y se dio el primer paso para considerarlos como posibles fármacos 

comerciales. Esto derivó en estudios más finos con P-eritroidina y su dihidro 

derivado semisintético, demostraron que la dihidro-p-eritroidina es la sustancia 

que presenta una actividad farmacológica mayor55· 56. 

El mecanismo exacto de acción de estos alcaloides es todavla 

desconocido. Pero se sabe que el efecto farmacológico de estos bloqueadores 

neuromusculares antidespolarizantes, se debe a la competencia que existe entre 

estos y la acetilcolina por los receptores nicotlnicos de la membrana 

postsináptica en la placa motora, cuya activación abre los canales iónicos, 

permitiendo el flujo de iones que provoca la despolarización y la posterior 

contracción del músculo57. Al realizar este antagonismo competitivo, los 

curarizantes disminuyen la frecuencia de apertura de canales iónicos, tapizando 

en forma de pentámeros la apertura de los mismos, produciendo la relajación del 

músculo {figura 7). 

La actividad de los alcaloides de Erythrina esta asociada con el residuo 

espiroamina y sus caracterlsticas de amina terciaria57, en contraste con los 

alcaloides del curare que son sales cuaternarias de amonio. Por otro lado, la 
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disminución de la presión sanguínea se presenta a bajas dosis de la p
eritroidina y la actividad de la colinesterasa no se ve afectada por esta58

• 

Flgurú 7. Mecanismo de acción de los relajantes musculares 
no dcspolnrizanles. 

Placa neuomuscula 

Yeolculo 
transpatodola 

Recept01es nicotinieos 
delaAcetlcolna~~~~~• 

Los compuestos curarizantes como el curare, fueron usados en cirugía 

para producir un grado de anestesia imposible de obtener con óxido nitroso o 

etileno55
• El sistema nervioso central no es afectado por estos fármacos, 

conservándose la conciencia y la sensibilidad dolorosa. Un sujeto paralizado con 

d-tubocurarina (curare), que no estuviese anestesiado, sería incapaz de ver con 

precisión y de hablar, pero conservaría lucidez de conciencia y sensibilidad59
• 
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La p-eritroidina es de los compuestos con actividad curarizante que se 

convirtió en un prospecto para emplearse en el quirófano como relajante 

musculare, por que facilitan una excelente relajación de toda la musculatura 

esquelética, especialmente en la pared abdominal, permitiendo la administración 

de menores cantidades de anestésicos al paciente que va a ser intervenido 

quirúrgicamente. También son empleados en algunos procedimientos 

ortopédicos para corregir dislocaciones y para facilitar laringoscopia, 

broncoscopia y esfaringoscopia, en combinación con un anestésico20
• 

Otro factor que hizo de la p-eritroidina un fármaco de elección, es el 

hecho de que esta puede ser administrada oral o intravenosamente, en 

contraste, el curare tiene que ser administrado intravenosamente. Sin embargo, 

existe el hecho de que el margen de seguridad de la p-eritroidina para su uso 

como anestésico, es muy estrecho en comparación con los estándares de hoy 

en dia (LD50 en humanos = 15-17 mg/kg55
); a pesar de que su margen de 

seguridad es más amplio con respecto al del curare59
. 

El uso más frecuente de la p-eritroidina fue el de controlar los ataques y 

convulsiones en el tratamiento médico de la esquizofrenia y otras enfermedades 

mentales55
, gracias a su actividad en el sistema nervioso central, a diferencia del. 

curare y otros compuestos curarizantes61
• 

62
• Cottingtons55

, señaló que el uso de 

p-eritroidina en el tratamiento con metrazol en niños con esquizofrenia reducia la 

severidad, duración de los ataques y proporcionaba alivio en la ansiedad de los 

pacientes. 

2.2.2.5. Obtención de alcaloides del género Erythrina, a través 

del cultivo de tejidos 

Los cultivos de células vegetales son capaces de producir un vasto 

conjunto de alcaloides isoquinolinicos63
. En lo que respecta a la obtención de 
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alcaloides de Erythrina, Garcla-Mateos et al. en 199864 realizan el primer estudio 

en este campo, con el objeto de conocer el contenido y concentración de estos 

compuestos en callos subcultivados, particularmente fl-eritroidina65 (el que 

posee una actividad farmacológica reconocida). Siendo este trabajo el punto de 

partida para estudiar detalladamente la obtención de estos metabolitos por la 

técnica de cultivo in vitro, como una alternativa para la producción de alcaloides 

de importancia farmacológica presentes en el género Erythrina. 



/'/,m11.•m11h·1110 dd probh•urn 23 

3. Planteamiento del problema 

México cuenta con una gran diversidad vegetal, ocupa el cuarto lugar 

mundial en megadiversidad, albergando aproximadamente el 10% de las 

especies vegetales conocidas y con una alta proporción de endemismos. 

Igualmente importante es su etnobotánica, expresada entre otros aspectos, por 

la amplia utilización de los recursos naturales que hacen los 58 grupos étnicos 

reconocidos en el país con diversos fines, entre ellos la reconocida riqueza de la 

herbolaria. 

Como ejemplo de esa riqueza se encuentra una especie del género 

Erythrina, conocida popularmente como colorln (E. americana). Esta especie es 

apreciada en nuestro pais por múltiples razones, debido a que representa un 

gran potencial para obtener beneficios de ella. Estos beneficios van desde 

plantas de ornato, artesanias, forraje, alimento de consumo humano, hasta 

aplicaciones agronómicas. 

En la medicina tradicional, a esta planta se le han atribuido propiedades 

narcotizantes, diuréticas, hipnóticas, purgantes, entre otras. En general, esas 

propiedades se deben a la presencia de un cierto tipo de alcaloides, que pueden 

ser extraidos de diferentes partes en la planta. Sin embargo, para poder explotar 

el potencial farmacológico de esos alcaloides, al nivel que se exige para la 

investigación y desarrollo de medicamentos, se presenta el inconveniente del 

suministro constante y de altos rendimientos de la materia prima. 
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En ocasiones, estos inconvenientes representan un impedimento para el 

aprovechamiento de muchas sustancias útiles, que podemos encontrar-en las 

plantas consideradas corno medicinales en el ámbito cultural de nuestro pals. 

Aunado a lo anterior, desde hace algunos años el enorme incremento en 

el conocimiento sobre los procesos biológicos, han permitido el desarrollo de 

técnicas capaces de generar una fuente continua y estable de compuestos 

naturales, en células vegetales cultivadas a gran escala. A si mismo, al 

manipular genéticamente, estos procesos hacen posible la propagación de 

especies vegetales con caracteristicas de calidad que las hacen más 

provechosas para la explotación de los recursos naturales. 

Por lo anterior, el presente proyecto tiene corno finalidad contribuir en la 

investigación de los metabolitos secundarios presentes en los cultivos in vitro de 

E. americana, como una posible rnetodologla para la obtención de alcaloides con 

importante actividad farmacológica, además de revalorizar una especie que goza 

de mucha aceptación en el pals. 



4. Objetivos 

4.1. Objetivo general 

Identificar y comparar por .Cromatografia de llquidos acoplada a 

Espectrometrla de Masas, los alcaloides de interés farmacológico, 

presentes en semillas, cotiledones y subcultivos in vitro de Erythrina 

americana. 

4.2. Objetivos particulares 

V Recolectar el material vegetal durante el mes Mayo de 1999, en 
Tepetixtla, Edo. de México. 

V Seleccionar y desinfectar semillas sanas y viables. 

V Inducir la germinación de las semillas en condiciones de 
asepsia. 

:P- Inducir la formación y multiplicación del callo a partir de los 
cotiledones obtenidos en la germinación, en condiciones 
controladas de luz y temperatura. 

:p" Extraer los alcaloides de los diferentes tejidos y subcultivos, a 
partir de los extractos crudos (alcaloides libres) y de una 
hidrólisis ácida (alcaloides liberados). 

V Identificar los alcaloides obtenidos utilizando Cromatografía en 
Capa Fina y Cromatografla de llquidos acoplada a 
Espectrometria de Masas. 

:p" Integrar y discutir los resultados. 
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5. Hipótesis 

• En la literatura especializada se ha informado que 

existe una gran diferencia en la producción de 

metabolitos secundarios en una planta intacta con 

respecto a los obtenidos por la técnica de cultivo de 

tejidos66
• Berlin señala al respecto variaciones en el 

perfil y en el rendimiento de metabolitos secundarios 

obtenidos por cultivo in vitro, lo cual parece ser 

atribuido a una fisiología diferente en las células no 

diferenciadas67 y a la inestabilidad genética entre 

subcultivos 10
, modificando su biosíntesis. Con base a lo 

anterior, se plantea que el perfil y concentración de 

alcaloides, puede variar a través de cada uno de los 

subcultivos de callos, siendo diferentes estos con 

respecto a los obtenidos en las semillas progenitoras 

de Erythrina americana, lo cual permitiría la obtención 

de nuevos alcaloides de interés farmacológico. 



6. Parte experimental 

6.1. Colecta del material vegetal 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Las semillas de Erythrina americana se colectaron de diferentes 

especlmenes elegidos al azar en Tepetixtla, Edo. de México, su autenticidad se 

confirmó por el taxónomo responsable del herbario CHAPA de la Especialidad 

de Botánica del Colegio de Postgraduados, Montecillo, México. Para el criterio 

de selección de estas semillas se consideraron solo aquellas que se encontraron 

en madurez fisiológica, libres de patógenos y viables. La variable de estudio se 

consideró como el perfil de alcaloides, que se obtendría en los subcultivos y en 

los tejidos iniciales del material a prueba. 

6.2. Metodología. 

6.2.1. Cultivo in vitro. 

6.2.1.1. Germinación. 

Las semillas colectadas se lavaron cepillándolas con 

agua y jabón, a continuación las semillas se desinfectaron con 

soluqión de "lrgasan" en agitación constante por 10 minutos. Se 

enjuagaron con agua estéril y para continuar con el 

tratamiento de desinfección, se utilizó hipoclorito de 

sodio al 50% durante otros 15 minutos, finalmente se 

enjuagaron con agua destilada. 
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En una campana de flujo laminar en condiciones 

asépticas, las semillas se escarificaron según la metodologla 

señalada por Meyer y Staden68
, con H2S04 concentrado por 

espacio de 30 min a una temperatura de 25ºC y enjuagadas 

con agua destilada 5 X 50 mL. Las semillas se colocaron para 

ser incubadas en frascos limpios, con algodón húmedo y 

esterilizados en autoclave durante 15 min a 15 lbs de presión 

(1.05 kg/cm2) y a una temperatura de 120ºC. 

Después de 48 h de incubación, se les quito la testa y 

se establecieron para su germinación por 72 h en frascos con 

20 mL de medio esterilizado, preparado únicamente con 15 g 

de sacarosa y 6 g/L de agar, ajustando el pH a 5.7. 

6.2.1.2. Formación de callo 

En una cámara de flujo laminar, en condiciones de 

asepsia, mediante disección se separaron los cotiledones y se 

incubaron en el medio descrito por Garcla-Mateos et al.64 

(Anexo A). El medio consistió en un medio modificado de 

Murashige y Skoog69
, enriquecido con azúcar al 3%, 2 mg de 

2,4-D, 0.5 mg/L benciladenina y 6 g/L de agar. El pH se ajusto 

a 5.7. Los frascos con el inoculo se colocaron en un cuarto de 

incubación a una temperatura de 27ºC, un fotoperiodo de 16 h 

J~~~~~L luz y 8 h de obscuridad y una intensidad luminosa de 2500 lux 

durante 3 semanas. Una parte de los cotiledones, se 

secaron en una estufa a 30°C y se molieron para realizar 

una extracción de alcaloides libres y los disueltos en el 

extracto metanólico. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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6.2.1.3. Multiplicación del callo 

Una vez formado el callo. se eligieron los callos sanos y 

jóvenes, y se subcultivaron por intervalos de cuatro semanas 

hasta obtener suficiente tejido (aproximadamente 100 g peso 

fresco) para la extracción de los alcaloides. Se realizaron un 

total de 7 subcullivos. De Jos subcullivos 1, 3, 5 y 7 se realizó 

una separación del tejido con apariencia más viable 

manualmente, se secaron a temperatura ambiente y se 

molieron separadamente Jos de cada subcultivo. La parte 

descrita se realizo en el laboratorio de Biotecnologfa de Ja 

Especialidad de Fruticultura del Colegio de 

Postgraduados, posteriormente se realizo Ja 

extracción de Jos alcaloides. 

6.2.2. Extracción de alcaloides 

6.2.2.1. Alcaloides libres 

""Í!•I -DE!:;¡:: 

La preparación de los extractos crudos de alcaloides se 

realizo conforme a la metodologfa de Games et al. 50
• El residuo 

se seco a temperatura ambiente y se extrajo con metano! 

durante un periodo de 48·72 h en un equipo Soxhlet. 

Posteriormente el disolvente se eliminó a presión. El extracto 

se disolvió en una solución de H2S04 al 2%. La fase acuosa se 

neutralizó con NaHC03 hasta alcanzar un pH 8 o 9, después se 

realizaron extracciones con diclorometano (3 X 50 mL). El 

extracto de diclorometano se seco con Na2S04 anhidro y se 

evaporó obteniendo la fracción de alcaloides extrafdos con 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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6.2.2.2. Alcaloides liberados 

El remanente de la fase acuosa se acidificó a pH = 2 con 

ácido clorhldrico concentrado. La mezcla se llevó a reflujo 

durante 3 h (T= 60 - 70ºC). La mezcla fria, se neutralizó con 

NaHC03 hasta pH= 8 y se extrajo con diclorometano (3 X 50 mL), 

el disolvente se evaporó por medio del rotavapor, obteniéndose la 

fracción de alcaloides liberados41
• La preparación de los 

extractos se realizó en el laboratorio de Fisiologla Vegetal y 

Fitoqulmica de la Especialidad de Botánica del Colegio de 

Postgraduados en Montecillo, Méx. 

6.2.3. Identificación 

6.2.3.1. Cromatografía en capa fina (CCF) 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Los análisis cromatográficos en capa fina se realizaron 

siguiendo las técnicas convencionales utilizando placas 

recubiertas de gel de sflice (silica gel 60 GF254, Merck), el 

eluyente empleado fue diclorometano : metanol en una 

proporción de 8 : 2. Las placas se revelaron con el reactivo de 

Dragendorff (Anexo B). 

6.2.3.2. Cromatografía de liquidos/espectrometría de masas 

Los análisis se realizaron en fase reversa en un 

cromatógrafo de lfquidos de alta resolución Waters 600 

acoplado a un espectrómetro de masas Finnigan Mat 

LCQ. En el cromatógrafo se usó una columna (250 

mm X 4.6 mm.) Sum Discovery, C18. La velocidad de 

flujo fue de 1 mUmin, y como fase móvil se utilizó una 

; -- , mezcla de acetato de amonio 0.1%/MeOH/ACN 

';im._Íllli,¡¡¡¡,iíilíiiiim-iJ,-' (75:20.5; 50:45.5; 50:45.5 correspondientes a tres 
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tiempos programados), equipado con detector UV a 230 nm. 

Por espectrometrla de masas se confirmaron e identificaron los 

alcaloides, comparando los espectros con los de muestras 

auténticas y biblioteca de espectros. 

Figura 8. Extracción de alcaloides 
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7. Resultados 

Las muestras se trataron siguiendo la metodologla de extracción de 

alcaloides descrita por Games et at.50
, los rendimientos se muestran en la tabla 

8, asl mismo, se presenta el contenido de alcaloides en los extractos de los 

tejidos analizados. 
Tabla 8. Contenido de los alcaloides en semillas, cotiledones y callos. 

Semillas Cotiledones Subcultivol Subcultivo 3 

Contenido de agua (%) 

Peso fresco (g) 
70.76 94.24 9S.90 
6S.00 t93.28 381.tO 

Peso seco (g) 
Extracto mctan61ico11 

Alcaloides libres"' 
Alcaloides liberados' 
Alcaloides totales 
•No se determinó 

20.00 
23.SO 
O.SS 
0.06 
0.62• 

19.00 
38.94 
0.48 
0.07 
O.S6 

•Gramos de extracto obtenidos de 100 g de tejido seco. 
e Miligramos de alcaloides presentes en 100 g de tejido seco. 
•No se consideró la fracción hc:u\nica. 

ti.lo IS.60 
63:06 48.71 
0.18 
o.os 
0.24 

0.12 
0.10 
0.23 

Subcultivo S Subculllvo7 

94.89 94.20 
217.SO 129.48 
11.10 7.SO 
49.54 40.0S 
0.08 0.10 
0.01 0.04 
0.10 0.14 

En la figura 9 se muestra en forma esquemática la información anterior, 

con respecto a la acumulación de alcaloides totales generados durante el 

proceso de subcultivos en cada uno de ellos. 

Figura 9. Total de alcaloides hallados en cada uno de loa tejidos. 
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El análisis cromatográfico permitió establecer el contenido relativo de 

alcaloides en los diferentes tejidos estudiados, los cuales se muestran en la tabla 

9. 

Tnbla 9. Porcentaje del contenido de alcaloides en semillas, cotiledones y en callos•. 

Semillas Colilcdoncs Subcullivo 1 SubcullivoJ Subcullivo S Subcullivo 7 
Erisodina luu.ns 6.74 
l!risovina 1.38 10.00 
l!rilralina lrnlJlS 14.8S 0.94 
l!rilrinina 1.81 6.61 3.SO 0.7S 
8-0ico-critralina unzas 
ErilraUdina 3.09 3.09 1.23 

Erilrartlna-N.axldo 1.7S 0.39 0.39 

a·Erllroldina 40.77 4S.SI 43.26 43.26 4S.S8 38.SS 

P·Erltroidina 58.73 36.08 49.75 49.75 52.44 44.71 

• Las proporciones relativas de los alcaloides fueron calculadas de las An:as en los picos de la cromalografla de llquidos. Las lraz.as 
se consideraron cuando el porcentaje fue s0.01%. Las estructuras se muestran en la tablas 11 y en Ja figura 9. los espectros en el 
anexo concspondientc. 

En la tabla 1 O, se presentan los tiempos de retención de cada uno de los 

alcaloides Identificados por esta técnica. 

Tabla 10. Tiempos de retención relativos por Cromalografla de 
Lfquidos de los alcaloides obtenidos. 

Alcaloide Tiempo de retención• 
Erisodina 1.23 
Erisovina 1.30 
Erilralina 1.89 
Eritrinina 1.69 
8-0xo-eritralina 1.67 
Eritratidina 1.29 
Eritrartina-N-oxido 1.76 
a-Eritroidina 1.00 
(l-Eritroidina 1.16 
• Expresados con respecto al tiempo de retención de a-eritroidina 

Las estructuras de los alcaloides identificados se muestran en la tabla 11, 

agrupándolos en diénicos, alquénicos y en alcaloides N-óxidos. Los alcaloides 

lactónicos se muestran separadamente debido a su relevancia farmacológica en 

la figura 10. Se identificaron 5 estructuras de naturaleza diénica y dos del tipo 

alquénico. Es importante destacar la presencia de la estructura de un N-óxido, 
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debido a que este tipo de alcaloides han sido identificado en investigaciones 

efectuadas sobre otras especies del género70
•
71

• Asl de importante, fue confirmar 

el hecho de que las estructuras identificadas se encuentran formando parte el 

grupo de alcaloides que han sido detectados en las especies de Erythrina del 

continente americano como lo señala Hargreaves49
• 

Tnbln 11. Eslructurn de alcaloides identificados en el análisis. 
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En la figura 11, se muestra el número de alcaloides presentes en cada 

uno de los tejidos analizados. 

Figura 11. Distribución de alcaloides en semillas, cotiledones y callos. 
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Tejido 

Al ser los alcaloides lactónicos a- y p-eritroidina, el eje de interés en esta 

investigación, vale la pena observar de que manera se distribuyeron estos 

alcaloides en las fases de alcaloides libres, a través de los diferentes subcultivos 

efectuados, los cuales se muestran en la figura 12. La variación de los alcaloides 

lactónicos en la fracción de alcaloides liberados no se observó tendencia alguna. 

TESIS CON 
fAUA DE ORIGEN 
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Figura :1.2. Distribución de los alcaloides lactónlcos en la fracción de 
alcaloides libres 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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8. Análisis de resultados 

En Ja tabla 8 se muestra el rendimiento y el contenido total de alcaloides 

en Jos diferentes tejidos analizados de E. americana. Esta información se 

comparó con el único estudio previo realizado con la misma especie, para poder 

hacer una interpretación de Jos resultados y determinar que tan factible era la 

obtención de alcaloides a través de la técnica de cultivo de células. Asl 

entonces, observamos lo siguiente: 

En Ja parte que se refiere a la extracción de los alcaloides (tabla 8), el 

total de alcaloides contenidos en semillas es alto con respecto a los hallados en 

los cotiledones y callos, tanto a si que, en callos resultó ser el rendimiento más 

bajo en la obtención de estos metabolitos, de hecho, se aprecia una tendencia a 

la baja conforme fue aumentando el número de subcultivos (figura 1 O). 

En el entendido de que en las semillas no se lleva a cabo slntesis alguna, 

según Mantle y Coleman51 al usar precursores marcados para identificar los 

sitios de bioslntesis, concluyeron que los tejidos jóvenes como las hojas y 

meristemos son los lugares de slntesis de este tipo de estructuras; por lo tanto, 

los compuestos ahl detectados son el resultado de la acumulación durante el 

desarrollo normal de la planta, y solo cuando da comienzo Ja germinación de las 

semillas es cuando la maquinaria biosintética comienza a generar otros 

compuestos a partir de aquellos que se acumulan previamente; eso explica el 

por qué se obtuvieron más alcaloides en las semillas, consideradas como tejido 

en un estado de letargo y de almacenaje, que en los cotiledones y en callos, 

poseedores de una mayor actividad bioqulmica y de desarrollo. 
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A cerca de ello, se sabe por ejemplo, que los alcaloides aromáticos, en 

todos los estados de desarrollo del fruto de Ery/hrina pueden no estar presentes 

o no ser detectados en cantidades significantes, por que parte de ellos o todos 

son rápidamente utilizados en la sintesis de p-eritroidina65
, producto final de la 

biosintesis, lo cual justifica ser uno de los alcaloides más abundantes en E. 

americana. 

El cultivo in vi/ro se considera a partir de que el tejido seleccionado es 

expuesto a un medio que contiene los factores de crecimiento y nutrientes para 

que las células continúen sus procesos fisiológicos y puedan ser estudiados. Lo 

obtenido en la extracción de alcaloides en las semillas y cotiledones sirvió para 

apreciar si se presentaba algún cambio cualitativo y/o cuantitativo en el perfil 

alcaloide con respecto al proceso de subcultivo. 

Como se mencionó anteriormente la cantidad de alcaloides totales en 

callos fue menor a los obtenidos en los otros tejidos estudiados, disminuyendo 

paulatinamente con el número de subcultivos. Este hecho, nos habla quizá, de 

una supresión en la sintesis de alcaloides, a partir de la inducción en la 

formación del callo, pudiendo deberse a la presencia del 2,4-Dicloro 

fenoxiacético en el medio de cultivo. Este efecto ha sido descrito como una 

inhibición en la producción de alcaloides por la presencia de ese tipo de 

auxina72
• 

Por otro lado, también se observó que la fracción de alcaloides libres fue 

más alta que en la fracción de alcaloides liberados en todas las muestras 

analizadas; esto quiere decir que una cantidad mayor de alcaloides no se 

encuentra asociado a glucósidos, como es la forma en la que son almacenados 

por las células de la planta intacta, en cambio se ha visto que para su 

translocación se encuentran glucosilados73
• Este aspecto en los resultados, 

demostró tener una correspondencia positiva con lo observado en los trabajos 

de Garcia-Mateos et a/.64
·
74

'
75

, al hacer este tipo de análisis quimico, tanto en 
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cultivo in vi/ro de E. americana como en diferentes órganos de la planta intacta, 

para describir el perfil de alcaloides. Se infiere entonces, que no se afecto la 

disposición de esos metabolitos en las células a lo largo del proceso de 

subcultivo. 

Sobre los alcaloides obtenidos acoplando la técnica de cromatografla de 

liquides con espectrometrla de Masas (CUEM), existen escasos estudios en 

donde se hayan aplicado estas técnicas53
·
55

, pero se observa un mismo perfil 

semejante al descrito por Garcia-Mateos el af4
, identificando estructuras con un 

perfil mayor de oxidación que las detectadas en los tejidos analizados de plantas 

intactas, los cuales se muestran en la tabla 12. Asl mismo, la técnica permitió 

identificar trazas de algunos alcaloides no informados por cultivo in vi/ro en esta 

especie. 

Tabla 12. Alcaloides de la especie E. americana, identificados en este y en estudios previos. 
Hargrcavcs•" Sotclo Abdulah'• Garcfa""' Este estudio 

Erisodina (O) s s - SIC SIC 
Erisovina (O) s s s SIC SIC 
Erisotrina (D) - - - - SIC 
Erilralina (A) - - - c SICt!C 
8-0xocritralina (D) - - - - Ct/C 
l!rilrinina(D) - - - - c 
Erilralidina (A) - - - - Ct/C 
Eritrartina N·óxido (N) - - - - -
Erisopina (0) - s SIC -
Erisonina (D) - - - c -
8-0xo-crisovina (O) - - - c -
11 ·Hidroxicrisotina (A) - - - c -
Eritrlstemina N-óxido (N) - - - - -
a-Eritroidina (L) s s s s SIC 
íl-Erilroldina (L) s s s s SIC 

S =se encontró en semillas D •alcaloide Du~mco 
Ct =se encontró en cotiledones A - alcaloide Alquénico 
C =se encontró en callos L =alcaloide Lactónico 

En este sentido, los cotiledones fueron los tejidos con alto contenido de 

alcaloides, a diferencia de los callos en los subcultivos. En semillas fueron 

detectados los mismos alcaloides descritos por otros investigadores (tabla 12). 

En la tabla 11, se muestran las estructuras de los alcaloides detectados, muchos 

de ellos agrupados en la serie de los diénicos (erisodina, erisovina, eritralina, 8-



Ancilisi.\' ele re.,·11/tado.f 40 

oxo-eritralina) y otros en la serie alquénica (eritratidina) y los alcaloides 

lactónicos (a- y [3-eritroidina). 

Un hallazgo singular, fue el detectar nuevamente la presencia de los 

alcaloides N-óxidos en algunas especies de esta género, en particular el N-óxido 

de eritrartina, el cual solamente ha sido identificado en vainas, pericarpio 

inmaduro y semillas inmaduras de esta especie74
• Sin embargo, Garcia-Mateos 

et al.64 solamente detectaron el alcaloide N-óxido eritristemina en E. coralloides 

en un estudio semejante de obtención de alcaloides por cultivo de tejidos. Estos 

compuestos inicialmente fueron considerados como artefactos o compuestos 

que se generan durante la preparación de la muestra, pero se descartó la idea 

cuando se demostró que en realidad se trataban de productos naturales 71
• Estos 

compuestos poseen una alta solubilidad en el agua y al utilizar métodos de 

extracción con disolventes orgánicos, se aumenta la probabilidad de que se 

pierdan durante el proceso como lo propusieron Phillippson y Handa76
; por tal 

motivo es que no fueron detectados previamente. 

Resulta interesante el que se encontraran los alcaloides lactónicos en 

callos, por que contrasta notablemente con los informados en el estudio previo 

de Garcia-Mateos et a/.64 al no ser detectados en cultivo in vitro para E. 

americana; inclusive ambos metabolitos se encontraron en una proporción 

mayor en comparación con los alcaloides restantes en los tejidos analizados. Por 

otro lado, [3-eritroidina en comparación con el otro alcaloide lactónico (a

eritroidlna), mostró una mayor proporción en las fracciones de alcaloides libres 

(figura 12), pero en las fracciones de alcaloides liberados no se detectó una 

tendencia clara en cuanto a la variación de ambos alcaloides. 

Aqui es importante señalar las posibles causas que prop1c1aron la 

aparición de alcaloides no hallados en el estudio previo sobre el cultivo de tejidos 

en esta especie; dado que se pretende determinar lo factible de este proceso 

para obtener los alcaloides de importancia farmacológica. Para lograr eso, es 
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necesario obtener la reproducibilidad de los resultados, en los múltiples 

experimentos que se realicen. 

En el trabajo al que se hace referencia64
, se pensó que posiblemente a- y 

p-eritroidina no eran los productos finales por cultivo in vi/ro en la ruta 

biosintética de los alcaloides propios de la especie, ya que solo se encontraron 

compuestos considerados precursores de ellos (alcaloides diénicos). Con los 

resultados obtenidos en este ensayo, podria pensarse que si se llevó a cabo la 

sintesis de esos alcaloides y de forma muy activa, por la abundancia relativa en 

los callos analizados: pero no se puede ser contundente al respecto con la 

escasa información que se tiene, por lo tanto no es posible pronunciarse por 

alguna teoria para resolver esta discrepancia. Por el momento, las razones 

bioquimicas de por que una serie de reacciones metabólicas se expresan en un 

tejido y otras son inactivadas cuando se aplica esta técnica, son completamente 

desconocidas aún 11
• 

Las células vegetales son menos especializadas que las animales en sus 

capacidades metabólicas, y esto también se hace ver en el cultivo celular 

cuando sus propiedades metabólicas se alteran; en algunos casos se aprecia 

esto al no expresarse un metaboiito de forma espontánea en un cultivo, debido 

quizá a factores ambientales en el medio de crecimiento 11
• Consecuentemente 

hay que encontrar las condiciones necesarias para su formación y acumulación, 

o en el caso de este experimento hallar las condiciones que lo hicieron posible. 

El hecho de haber encontrado estas sustancias en los callos generados, 

es una prueba de como se ve afectada la fisiología de un tejido o de un sistema 

que tiene una organización en extremo compleja y que basa su regulación en la 

interacción de todos sus componentes. Sin embargo, de estas alteraciones se 

puede obtener provecho, en el sentido de la posibilidad que representa hallar 

compuestos no contemplados en un tejido, y que tales compuestos puedan tener 

una utilidad importante. 
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9. Conclusión. 

El objetivo principal de identificar y comparar los alcaloides que se 

obtuvieran de los diferentes tejidos analizados, se cumplió cabalmente junto con 

los demás objetivos particulares; y de acuerdo con los resultados, el perfil de 

alcaloides mostró la presencia de algunos de los alcaloides más comunes 

descritos en el género Erythrina. En este aspecto no se halló una variación 

substancial, que indicara que el tejido cambiara su bioslntesis o que estas 

substancias fueran degradadas. Sin embargo, se obtuvieron alcaloides del tipo 

lactónico y el rendimiento de los alcaloides totales obtenidos en los subcultivos, 

fue inferior con respecto al de las semillas, lo que nos habla de una probable 

inhibición por alguno de los constituyentes del medio de cultivo. 

Estos resultados nos permite aceptar que se cumplió la hipótesis 

planteada, y de hecho sienta un precedente que hace necesario realizar más 

pruebas, que nos permitan entender un poco más la biosintesis de esta clase de 

compuestos con esta técnica de producción, y asi conducir las investigaciones 

para lograr una mejor expresión en la acumulación, principalmente de aquellos 

compuestos relacionados con su importante actividad farmacológica. 
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Substancia 
Agar 

Sacarosa 
Glicina 

Ac. Nlcotlnico 
Piridoxina 

Nitrato de amonio 
Nitrato de potasio 
Nitrato de calcio 

Fosfaco ácido de Potásio 
Sulfato de Magnesio 

Que latos 

Sulfato de Manganeso 
Acido Bórico 

Sulfato de Zinc 
Molibdato de Sodio 

Sulfato de Cobre 

Tiamina 
mio-Inositol 

Bencilaminopurina 
Ac. 2,4-Dicloro-fenoxiacético 

Ac. lndolbutlrico 
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Fórmula 

C12H22011 
C2H,N02 

C6H,N02 

C,H,,CINO, 
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NH4N01 

KNO, 
Ca(NO,), 
MgSO, 
MgS04 

CEDTA·FeSO,) 
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MnSO, 
1-1,eo, 
ZnSO, 

Nn2MoO,. 
cuso, 
Vuammns 

C12H11CIN,OS 
c.H,,o. 

Hormonas 

c,1-1.c1,o, 
C12H,,NO, 

h' Sk ums me-

Anexo B. Reactivo de Dra~endorn6'. 
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Concentración 

0.03 glml 
l.Oppm 
0.5 ppm 
0.5 ppm 

0.200M 
0.160M 
0.015M 
O.OIJM 
0.015M 

l 69x 1 o·• ppm 
620x 1 o·' ppm 
860xlO"ppm 
250xlO" ppm 
2.50xlO'' PPm 

1 ppm 
100 m 

0.5 ppm 
2.0 ppm 
0.1 m 

Solución A): Se pesan 0.25 g de Nitrato de bismuto y se disuelven en una mezcla de ácido acético : 
agua, en una proporción de 1 O : 40. 

Solución B): Se pesan 8 g de yoduro de potasio y se disuelven en 20 mL de agua. Se prepara una 
solución stock a pan ir de la solución A y B, mezclando las dos soluciones en una proporción de 1: 1. 

La solución para asperjar se prepara al momento, tomando 1 mL de la solución stock, posteriormente se 
disuelve en 2 mL de ácido acético v 10 mL de auua. 



Anexo C. Análisis cromatográfico de los alcaloides libres en el extracto hexánico (semillas). 
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Anexo D. Análisis cromatográfico de los alcaloides libres en el extracto metanólico (semillas). 
1U9 

Jl-eritrcidina 21.t.1s 
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Anexo E. Análisis cromatográfico de los alcaloides liberados en el extracto metanólico (semillas). 
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Anexo F. Análisis cromatográfico de los alcaloides libres en el extracto metanólico (cotiledones). 

a-erittoidina u1 
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10 12 ,, 11 11 20 
Tlempo{mln) 

22 24 



Anexo G. Análisis cromatoimlfico de los alcaloides liberados en el extracto metanólico (cotiledones). 
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Anexo H. Análisis cromato2ráfico de los alcaloides libres en el extracto metanólico (r subculth·o). 
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Anexo l. Análisis cromatomfico de los alcaloides liberados en el extracto metanólico o· subcultivo). 

P-eritroidina ~3;_~~ 

a-eritroidina ~¡.:. 
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Anexo J. Análisis cromatol!l'áfito de los alcaloides libres en el extracto metanólico (r subculti•·o). 
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Anexo K. Análisis cromatognlfico de Jos alcaloides liberados en el extracto metanólico (3~ subcultivo). 

Jri1 a·eriJroidina 

i,2ft1 jl-erilroidina 

i18f:1 erilrinina 
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Anexo L. Análisis cromatográfico de los alcaloides libres en el extracto metanólico (Sº subcultivo). 
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13-erilroidina 274.15 

11.14 eritratidina 
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Anexo M. Análisis cromatoimlfico de Jos alcaloides liberados en el extracto metanólico (5" subculti,·o). 
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Anexo N. Análisis de los alcaloides libres en el extracto metanólico (7' subcultivo). 
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Anexo O. Análisis cromatográfico de los alcaloides libres en el extracto metanólico (7' subcultivo). 
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