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RESUMEN

En los ultimos tiempos se ha incrementado el interés por el estudio de las plantas
que son utilizadas en la medicina tradicional, entre estas podemos mencionar las
pertenecientes al género Erythrina, que en México se encuentra representado por
un numero considerable de especies. En el laboratorio, éste género es de interés
debido a que en sus flores y semillas se ha detectado la presencia de alcaloides
entre los que se encuentra la erisodina, sustancia que ha demostrado ser un
potente antagonista competitivo de receptores acetilcolinérgicos nicotinicos de tipo
neuronal (subtipo a4B2). Por su alta afinidad, este compuesto sera util para
discernir la participacion de los receptores nicotinicos cerebrales en las funciones
de aprendizaje y memoria. Por lo antes expuesto, fue evidente la necesidad de
establecer en el laboratorio las condiciones fisicoquimicas adecuadas para la
extraccion y purificacion de erisodina, para asi poder emplearle en posteriores
estudios conductuales. En este estudio se colectaron semillas de Erythrina
herbacea. Durante la extraccion se utilizd el método descrito por Soto-Hernandez
y Jackson (1994), obteniéndose un porcentaje de 0.0444% de alcaloides libres en
hexano, 0.1791% de alcaloides libres en metanol y 0.245% de alcaloides
hidrolizados. Una pequefa porcion de las fracciones alcaloideas obtenidas fueron
analizadas mediante cromatografia de liquidos-espectrometria de masas
(HPLC/EM), encontrandose la presencia de seis alcaloides los cuales fueron:
erisodina, erisopina, erisovina, erisotrina, eritralina y glucoerisopina. Las fracciones
de alcaloides crudos también fueron separadas por cromatografia en columna. Los
cristales puros de erisodina se lograron aislar a partir de la fraccidn metandlica y
fueron identificados obteniendo su espectro de resonancia magnética ('HRMN).



INTRODUCCION

La etnobotanica estudia las interrelaciones que se establecen entre el
hombre y las plantas, a través del tiempo y en diferentes ambientes. Desde
tiempos remotos y sobre la base de un conocimiento empirico, el hombre ha
buscado en el mundo vegetal su alimento y cura utilizando las plantas.
Posteriormente, el estudio de las plantas se caracterizé por la identificacion
botanica de las especies consideradas medicinales. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud de las Naciones Unidas (OMS), plantas medicinales son
aquellas que, puestas en contacto con un organismo humano o animal,
desarrollan en éste una terapia que podria denominarse “suave”. La terapia por
medio de las plantas medicinales tiene origenes muy remotos. Los primeros
vestigios del empleo de las plantas como medicamentos se encuentran entre los
pueblos Asiaticos, Egipcios, Hebreos y Fenicios; mas tarde se difundieron entre
los Griegos, y después en el mundo occidental antiguo. Con los primeros
herbolarios, surgen los estudios de botanica y las primeras descripciones de
plantas medicinales, debidos a la labor de Hipécrates, Teofrasto y Galeno

(Estrada, 1992).

La (OMS) define a la medicina tradicional como “la suma de todos los
conocimientos y practicas, explicables o no, usados en el diagndstico, prevencion
y eliminacién del desequilibrio fisico, mental o social con base en la observacion y
experiencia practica transmitidos de generacién en generacién oral o por escrito”

(Lozoya, 1989).



En la actualidad las plantas medicinales son utilizadas para la preparacion
de tinturas y extractos, o particularmente como materia prima para obtener
principios activos puros. El logro alcanzado con el aislamiento y caracterizacion de
los principios activos puros, definidos y dosificables, asegura y garantiza el uso

terapéutico de los productos obtenidos de las plantas medicinales (Estrada, 1992).

La investigacion de las plantas medicinales debe realizarse de manera
interdisciplinaria basada principalmente en la etnobotanica, la farmacologia y la
fitoquimica. Por lo que, una vez que se ha seleccionado la planta de uso medicinal
(segun la etnobotanica), y se ha demostrado un efecto biolégico positivo (segun la
farmacologia), entonces se procedera a su fraccionamiento quimico con base al
seguimiento de la actividad bioldgica, utilizando las técnicas de separacion y

métodos de identificacion (Reyes, 1988).

Con base en lo anterior en éste estudio se aislo erisodina a partir de
semillas de E. herbacea con la finalidad de obtener éste alcaloide y poderlo
utilizar en estudios psicofarmacoldgicos posteriores; ya que esta sustancia ha
demostrado ser, un potente antagonista de receptores acetilcolinérgicos

nicotinicos del subtipo a432 implicados en los procesos de memoria y aprendizaje.



ANTECEDENTES

EL GENERO Erythrina

DISTRIBUCION GEOGRAFICA

El Género Erythrina pertenece a la subfamilia Papilionidae de la familia de
las Leguminosas (Fabaceae) y consta de 113 especies de arboles, arbustos vy
hierbas, con inflorescencias y semillas rojas, distribuidas en regiones tropicales y
semitropicales del planeta. De ellas, 31 especies corresponden a Africa, 12 a Asia
y Oceania y aproximadamente 70 se encuentran en el continente Americano; de
estas ultimas se han identificado 27 para México, aunque existe la probabilidad de
que se encuentren especies sin identificar (Fig. 1). En nuestro pais el género
Erythrina se encuentra distribuido en varios estados entre los que destacan
Puebla, Morelos, Guerrero, Chiapas, Tabasco, Oaxaca, San Luis Potosi, Veracruz,

Estado de México y el Distrito Federal (Fig. 2) (Musalem, 1992).
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31 sp, Africa

70 sp, Ameérica

Fig. 1. Distribucion mundial del género Erythrina (Tomado de Musalem, 1992).



USOS

Cercos vivos, forraje y sombra: En nuestro pais y en varios de América Central
es muy comun el uso de estas especies como cercos vivos para delimitar potreros,
cafetales y otros campos cultivados y subdividir propiedades rurales. En el caso de
Erythrina berterona y Erythrina costaricensis, sirven como forraje para ganado
vacuno y caprino; Erythrina fusca, es comun usarla para dar sombra al café y al

cacao (Budowski, 2004).

Artesanal: Con el tallo se manufacturan mascaras para el carnaval (Fig. 3), y para
la danza del tecuan en Olinala (estado de Guerrero), las semillas se emplean para
la elaboracion de artesanias como collares y pulseras; la corteza del arbol se

utiliza como sustituta del corcho.

Fig. 2. Mascaras hechas de la madera de los arboles de Erythrina, en el estado de
Guerrero (FOTO: Anaya-Rodriguez, 2002).



Comestible: Las flores de E. coralloides y E. americana se consumen fritas o
hervidas y como relleno en la preparacion de tamales en los estados de San Luis
Potosi e Hidalgo. En Colombia, la harina obtenida las semillas de E. edulis, se
emplea en reposteria dado que en esta especie las semillas no son venenosas y

tienen un alto contenido de proteinas.

Fig. 3. En Colombia la harina obtenida de las semillas de Erythrina edulis

se emplea en reposteria (FOTO: Soto-Hernandez, 1993).

Ornamental: Debido al colorido de sus inflorescencias, el arbol de Erythrina es

comun encontrarlo adornando jardines, banquetas y avenidas.

Fig. 4. Arboles de Erythrina coralloides en Avenidas (FOTO: Garin-Aguilar, 2000).



ETNOBOTANICA

En Veracruz, las hojas de E. americana son aplicadas para ulceras y
abscesos, son tomadas internamente para curar las picaduras causadas por
diversos insectos; las semillas molidas son aplicados en inflamaciones de brazo,
piernas, cabeza y ojos (Amo, 1979 en Hastings, 1990). En la regién Huasteca del
noroeste de México, la corteza es hervida y tomada como anticonceptivo; en esta
region, la infusién de las flores inmaduras es usada contra el insomnio (Alcorn,
1984); en Guerrero la planta es usada contra la malaria. En Durango, las semillas
de E. flabelliformes son utilizadas como un remedio contra el dolor de muelas y la
infusion de las hojas es usada por los Indios Seri de Sonora para curar la diarrea;
E. standleyana es empleada por ésta etnia para detener las hemorragias nasales y

contra el dolor de muelas (Hastings, 1990).

Los tallos de E. berteroana, son utilizadas en Guatemala como agentes
hipndticos; la infusidon de las flores se usa como sedante y resulta un remedio
eficaz para los nervios, hemorragias y contra la disenteria; en la region de Bayano
cuna de Panama, la planta es usada para la debilidad de las mujeres; las ramas

machacadas han sido utilizadas como veneno para los peces (Hastings, 1990).

Las semillas de E. folkersii son empleadas en Colombia como agente
diurético en humanos y animales; las raices tienen efecto sudorifico, las flores son
empleadas en las afecciones del térax y causan somnolencia cuando se

consumen. Una coccidén de toda la planta alivia la apendicitis (Hastings, 1990).



La corteza de E. crista-galli es utilizada en Paraguay como un agente
astringente y contra el dolor de huesos, ademas de inducir el sueio (Hastings,

1990).

TOXICIDAD DE LAS ESPECIES DEL GENERO Erythrina

Bajo la denominacion de “colorin”, se designan en México varias especies
de Erythrina (E. americana, E. corallodendron y E. mexicana). Entre ellas la mas
conocida por su accion toxica es Erythrina americana, aunque la gran mayoria de
las especies detectadas para el territorio mexicano poseen efectos toxicos (Aguilar
y Zolla, 1982). Estudios fotoquimicos han permitido aislar de este género diversos
alcaloides con accion toxica entre los que se encuentran: erisotiovina, o y B
eritroidina, eritrocoraloidina, hipaforina, eritratina, eritralina, eritramina, erisotiopina,
coraloidina etc. Estos principios se concentran principalmente en las semillas y, en
menor cantidad, en la corteza y en las hojas. Se ha comprobado
experimentalmente que los alcaloides erisotiovina, o y B eritroidina tienen un
efecto semejante al producido por el curare, es decir, producen una paralisis de
los musculos esqueléticos e inhiben en la transmisién de los impulsos nerviosos.
También se ha detectado en el género la presencia de una saponina no
caracterizada que actua dilatando la pupila y provocando trastornos visuales. En
las hojas, el tallo, la raiz y los frutos se han detectado concentraciones bajas de
acido cianhidrico. Otros sintomas que se presentan en las intoxicaciones con E.
americana son: hipotensién arterial y paralisis respiratoria, tanto en el hombre

como en los animales afectados (Aguilar y Zolla, 1982).



ESPECIE Erythrina herbacea (L.)

UBICACION TAXONOMICA (Niembro, 1990).

REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta

SUBDIVISION: Angiosperma

CLASE: Dicotyledoneae
ORDEN: Rosales
FAMILIA: Fabaceae
GENERO: Erythrina
ESPECIE: E. herbacea L.

DESCRIPCION BOTANICA

Arbusto con o sin espinas, por lo comun
alcanza hasta 1.5 metros de altura con una
extension de 1.2 metros. Ramas espinosas de 75
centimetros en promedio tienen un periodo de
floracion generalmente de marzo a mayo. Las flores
son en forma de tubo o espada de color rosa

intenso (Fig. 5) (Toledo, 1974).

Fig. 5. Erythrina herbacea (L.)



Presenta hojas pinnadas trifoliadas (Fig. 6), [
el foliolo terminal es rombico-ovalado y Al ‘
mas grande que los dos foliolos laterales g2 h‘ 3

(Martinez y Matuda, 1979).

Fig. 6. Hojas de Erythrina hebacea (L.).

El fruto es una legumbre de color y tamano variable; las semillas
comunmente son rojas (Fig. 7), aunque a veces de color café o negras (Boyas,
1992). En algunas especies las semillas permanecen unidas a lo largo de la vaina
abierta y son facilmente dispersadas por los pajaros que se alimentan de bayas.
En otras especies, las semillas no permanecen en las vainas abiertas y son
dispersadas por corrientes de agua y en especies con vainas aladas las semillas

son dispersadas por el viento (Neill, 1993).

Fig. 7. Semillas de Erythrina herbacea (FOTO: www.floridata.com).



NOMBRE COMUN

Colorin Patol (Tamaulipas), Pichoco cimarron (region del Tajin Veracruz),
Pomachita (lengua totonaca en la regién del Tajin Veracruz), Pemoche y Pejmoch

(Sureste de San Luis Potosi), Cococho (Michoacan) (Martinez, 1987).

ALCALOIDES.

Los alcaloides son compuestos sodlidos, cristalinos, incoloros, de reaccion
basica; contienen uno o mas atomos de nitrégeno que forman parte de un anillo y
que poseen actividad farmacolégica. Una propiedad que todos los alcaloides
presentan en su accion farmacoldgica, es que con una dosis minima de ellos se
obtiene una maxima accion, y asi muchos son venenosos, la mayoria son
especificos y actuan sobre un o6rgano o sistema (Valencia, 1995). Poseen
estructuras moleculares complejas, con uno o varios anillos heterociclicos como
un pirrol, piridina, pirrolidina, quinolina o isoquinolina, pero ocasionalmente se
encuentran del lado de una cadena alifatica. Los alcaloides pueden presentarse
como aminas derivadas tedricamente de amonio, la mayoria como aminas
terciarias, ocasionalmente como aminas secundarias y, con menor frecuencia

como compuestos cuaternarios (Maldoni, 1991).

Los alcaloides pocas veces se encuentran en las plantas en el estado de
bases libres, es mas comun encontrarlos en forma de sales tanto solubles como

insolubles. Por lo general los alcaloides pueden estar en todas las partes de la
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planta, pero son mas frecuentes en los 6rganos que estan en una etapa de intenso
desarrollo, como las yemas o los brotes de las ramas, las hojas y las raices, y a
veces en cortezas, tallos, semillas, etcétera. Las cantidades de alcaloides que se
encuentran en las diferentes partes de una planta pueden variar, es comun
encontrar cantidades distintas en una misma especie; esto se debe a las
condiciones que hay en el medio en el que crecen dichas especies, ya que
intervienen el clima, la altitud, la composicién del suelo, la estacién del afo, la

etapa de crecimiento de la planta, etcétera (Valencia, 1995).

Para el hombre, los alcaloides desempefian un papel destacado en las
industrias quimica y farmacéutica. Se les han dado varios usos: potenciadores
analgésicos (cocaina), antiamebianos (emetina), anticolinérgicos (atropina,
hiosciamina, escopolamina), antidepresivos (reserpina, rescinamina, deserpina,
protoveratina A), antimalarico (quinina), antitumorales (vinblastina, vincristina),

estimulante nervioso (cafeina), anestésico local (cocaina) (Pelletier, 1983).

Se ha descrito mucho acerca de la funcidon que desempenan los alcaloides
en las plantas, se dice que sirven como repelentes o atrayentes de los insectos;
son reguladores del crecimiento de las plantas; es la forma en que la planta
almacena nitrégeno y sustancias de reserva capaces de suministrar nitrégeno u
otros elementos necesarios para la economia de la planta; son agentes venenosos
que sirven de proteccion contra los animales herbivoros ya que debido a su sabor

amargo los animales no se atreven a comer de la planta (Valencia, 1995).

11



ALCALOIDES DEL GENERO Erythrina

Desde 1930 se ha mostrado la presencia de alcaloides en diferentes
especies de Erythrina, en estudios realizados con diferentes especies de este
género se ha encontrado que las semillas son estructuras vegetales en donde mas
se acumula el contenido de alcaloides, cerca de 1%, aunque también estos se han
logrado aislar de hojas, tallo, tronco, corteza, vainas, raices vy flores (Garcia-

Mateos y Soto-Hernandez; 1998).

En 1877, el Dr. Francisco Rio de la Loza comprobd que las semillas de
Erythrina coralloides son venenosas ya que experimentd en perros, €l mismo las
analizé y encontrd la presencia de agua, grasa solida y liquida, resinas, alcaloide,
albumina vegetal, goma, azucar, acido organico, fécula y materias inorganicas

(Martinez, 1996).

En 1888 el Dr. Fernando Altamirano, extrajo un alcaloide de Erythrina
coralloides llamandolo coraloidina, este alcaloide tiene la propiedad de paralizar
los nervios motores cuando se administra por via intravenosa, y reduce su
actividad por via oral notando que produce un efecto semejante al del curare
(Martinez, 1996; Lozoya y Lozoya, 1982), proponiéndolo como un sustituto de

éste, e incluso como un tratamiento para las convulsiones (Lehman, 1937).

12



El profesor José Ma. Prieto en 1890, analizando la corteza de Erythrina sp.
encontré dos materiales colorantes, una roja y otra amarilla, una resina neutra y un

alcaloide con propiedades narcéticas (Martinez, 1996).

Folkers y Major en 1937 aislaron un principio activo a partir de un extracto
de Erythrina americana al que llamaron eritroidina con accion paralizante,
determinando que se trataba de dos alcaloides isémeros a los cuales llamaron a y

B-eritroidina (Craing, 1981).

Folkers y Koniuszy (1940) aislaron y caracterizaron erisodina y erisovina de
Erythrina glauca y E. sandwicensis; erisopina y erisocina de Erythrina
sandwicensis; erisocina y erisodina de E. poeppigiana y E. americana; de E.
poeppigiana y E. berteroana erisovina; erisodina y erisopina de E. abyssinica y E.

herbacea.

Los alcaloides de Erythrina poseen un esqueleto base el cual se ha
denominado eritrinano (Fig.8), estructuralmente se trata de una espiroamina

tetraciclica.

Fig. 8. Esqueleto eritrinano.
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Hargreaves, et al. (1974) publicaron una lista de 34 alcaloides conocidos de
22 especies americanas de Erythrina. En el mismo ano, Games, Jackson, Kahn y
Millington, realizaron un estudio similar con 18 especies africanas, asiaticas,
polinesias y australianas del género Erythrina, encontrando mas de 50 alcaloides
que se clasificaron con base al trabajo de Hargreaves y colaboradores (1974) en
tres tipos segun su estructura: 1) diénicos: poseen un doble enlace de carbonos
en los anillos Ay B (Fig. 9), 2) alquénicos: poseen un doble enlace entre carbonos
del anillo A (Fig. 10) y 3) lacténicos: poseen una lactona en lugar de un anillo

aromatico D (Fig. 11).

A) Erisodina B) Erisovina

Fig. 9. Estructura y ejemplos de los alcaloides diénicos.
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MeQ

HO

MeO
A) Dihidroerisodina B) Dihidroerisovina

Fig. 10. Estructura y ejemplos de alcaloides alquénicos.

A) a-eritroidina B) B-eritroidina.

Fig. 11. Estructura y ejemplos de alcaloides lactonicos.
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Lehman (1937) observd que los extractos alcohdlicos obtenidos de semillas
de Erythrina americana, tienen efectos paralizantes semejantes a los del curare.
Subsecuentemente, diferentes alcaloides extraidos de plantas del género
Erythrina han sido identificados con estas propiedades, tal es el caso de dihydro-3-
erythroidina el cual se encuentra entre los alcaloides mas potentes. Ademas de los
efectos semejantes al curare, dihydro-B-eritroidina es un antagonista competitivo

neuronal de los receptores nicotinicos de acetilcolina (Williams y Robinson, 1984).

El curare es un término genérico para designar diversos venenos que los
indigenas sudamericanos aplicaban en sus flechas, para la caceria de animales
salvajes; la muerte sobreviene por paralisis del musculo estriado (Goodman y

Guilman, 2004).

El curare y los medicamentos sintéticos relacionados actuan como
antagonistas competitivos de la acetilcolina y participan de las propiedades de los

agentes bloqueadores ganglionares (Goth, 1984).

Cuando se da un impulso nervioso se genera un cambio eléctrico conocido
como potencial de accion que se propaga por toda la terminacién nerviosa, este
impulso nervioso va a provocar que las vesiculas sinapticas lleguen a la
terminacidén nerviosa y pueda ser liberada la acetilcolina. La acetilcolina se va a
pegar al receptor nicotinico que se encuentra en la membrana postsinaptica, la
unién del neurotransmisor con el receptor va a activar a la proteina G esta a su

vez activa a la fosfolopasa C y la fosfolipasa C va activar a dos mensajeros, el
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diacil glicerol y el trifosfato de inositol; el trifosfato de inositol va abrir canales de
calcio en el reticulo sarcoplasmico, el calcio que sale del reticulo sarcoplasmico se
une a la calmodulina y van a formar a la cinasa de cadena ligera de la miosina, la
miosina fosforilada junto con la actina van a dar lugar a la despolarizacion lo que
se conoce como contraccion muscular. Cuando la acetilcolina es liberada en
presencia de un agente bloqueador, no tiene lugar la despolarizacién de la

membrana postsinaptica (Meyers, 1998).

Las semillas de los arboles y matorrales del género Erythrina que abundan
en las regiones tropicales y subtropicales, contienen alcaloides que actuan como
antagonistas competitivos de la acetilcolina y participan de las propiedades de los

agentes bloqueadores ganglionares (Godman y Guilman, 2004).

ACETILCOLINA Y SUS RECEPTORES

La Acetilcolina ACh es una molécula secretada en las terminaciones
nerviosas simpaticas y parasimpaticos, que activa a dos tipos de receptores, que
difieren en su estructura quimica y en sus propiedades fisiologicas. Unos son
denominados receptores nicotinicos (R-nic) y los otros muscarinicos, debido a que
la nicotina y la muscarina funcionan como agonistas especificos de unos y otros

respectivamente (Lopez, 2003).

Los receptores muscarinicos estan ampliamente distribuidos a través del

cuerpo y favorecen numerosas funciones vitales en el cerebro y sistema nervioso
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auténomo periférico. En el sistema periférico, la activacion de los receptores
muscarinicos produce una disminucién en la frecuencia cardiaca, una constricciéon
de las lineas aéreas del pulmén, un incremento en la motilidad del tracto
gastrointestinal, un incremento en la secrecién de las glandulas exocrinas. Con
excepcion de la respuesta cardiaca, la cual es mediada por los receptores my,
virtualmente todos los otros efectos son mediados por los receptores ms
localizados sobre las células efectoras. En contraste, el cerebro contiene
principalmente receptores muscarinicos my m4 (Yasuda, Cielsa, Flores, Weinstein,
Spagnola and Wolfe, 1992). Puede verse que los receptores muscarinicos my my
son los mas abundantes en varias regiones del cerebro anterior (Ehlert, Roeske

and Yamamura, 1994).

Los receptores para acetilcolina de tipo nicotinico (R-nic) son canales
catidénicos que se abren por la union del neurotransmisor acetilcolina. A la fecha se
han identificado 17 genes diferentes que codifican para subunidades de R-nic. En
el musculo esquelético fetal los R-nic estan formados por las subunidades a1, B2,
y y 6, mientras que la subunidad y se cambia por la € en el musculo adulto. En el
sistema nervioso se han identificado las subunidades de los R-nic a2-a10 y las

B2-B4, y son a4 y B2 las subunidades predominantes en el cerebro (Lopez, 2003).
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FUNCIONES DE LOS RECEPTORES NICOTINICOS

Se conoce que los receptores nicotinicos estan implicados en varias
funciones cognitivas complejas, tales como la atencion, el aprendizaje y la
consolidacion de la memoria, la percepcion sensorial y el control de la actividad
locomotora, percepcidn del dolor, regulacion de la temperatura corporal. El uso de
la nicotina y de los agonistas de R-nic tienen efectos benéficos en los pacientes
enfermos de Alzheimer y Parkinson. Se ha sugerido que la activacion de los R-nic
formados por a4B2, que son predominantes en el SNC, intervienen en los
procesos de aprendizaje y memoria. Se ha demostrado que el uso de la nicotina y
de otros agonistas tienen efectos benéficos en enfermos de Alzheimer y Parkinson

(Lépez, 2003).

IMPORTANCIA DE LOS ALCALOIDES DE Erythrina EN ESTUDIOS
PSICOFARMACOLOGICOS.

Dentro del hipocampo se ha encontrado que las subunidades a; y a4, de
los receptores acetilcolinérgicos nicotinicos estan implicadas en el funcionamiento
de la memoria. En el hipocampo ventral la infusion de dosis altas de dihydro-f3-
erytroidina (DHBE) antagonista de las subunidades a4, y metilcaconitina (MLA)
antagonista de la subunidad a7, deterioran la memoria en la ejecucidn de una
tarea en el laberinto radial de 8 brazos (Felix y Levin, 1997). En otro estudio Levin,

et al. (2001) donde usaron el laberinto radial de 16 brazos y administraron dosis
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mas bajas de DHBE y MLA que las reportadas por Felix y Levin (1997),

demostraron también que estas drogas causan un deterioro en la memoria.

Se ha senalado en varias ocasiones, que la administracion de nicotina en
ratas facilita el funcionamiento de la memoria en el laberinto radial. Brancroft y
Levin (2000) mostraron que las infusiones de DHBE, dentro del hipocampo ventral,
disminuyeron significativamente el funcionamiento de la memoria y con la

administraciéon de la nicotina esta deficiencia fue eliminada.

Barros, et al. (2004) indicaron que los receptores nicotinicos presentes en la
region CA1 del hipocampo dorsal, participan en la adquisicion y consolidacién de
la memoria a corto y a largo plazo en una tarea de evitacion inhibitoria; esto fue

observado con la administracién de DHBE, Mecamilamina y el agonista nicotina.

Cheeta, et al. (2001) confirman que dentro del nucleo del rafe dorsal (NRD),
las bajas dosis de nicotina ocasionan un aumento en una prueba de interaccion
social en ratas. El efecto ansiolitico de la nicotina fue completamente
antagonizado por DHBE, las dosis de este alcaloide no modificaron la interaccion

social de los sujetos cuando esta sustancia se administra en el NRD.

A partir del trabajo quimico y farmacoldgico realizado en el laboratorio con

especies del género Erythrina se observoé que la administracién de fracciones

alcaloideas o del alcaloide B-erythroidina, obtenido de semillas de E americana, y
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su derivado dihidro-p-erythroidina, disminuyeron la conducta agresiva de ratas
(Garin-Aguilar et al., 2000; Garcia-Mateos et al., 2000); y recientemente se sefiald
la presencia de erisodina y erisovina como los alcaloides mas abundantes en las

semillas de E. herbacea (Garin-Aguilar et al., 2001).

En 1995, estudios realizados por Decker y colaboradores, mostraron que la
erisodina tiene mucho mas afinidad a receptores acetilcolinérgicos nicotinicos de
tipo neuronal que la dihidro-p-erythroidina, indicando que la erisodina tuvo siete
veces mas afinidad para el sitio de enlace nicotinico de alta afinidad marcado por
[3H](-)-citisina que la dihidro-pB-erythroidina. Este sitio parece corresponder al
subtipo a4, del receptor acetilcolinérgico nicotinico, el principal sitio de enlace (-)-

nicotina de alta afinidad en el cerebro de roedores.
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JUSTIFICACION

Estudios han demostrado que erisodina es un potente antagonista
competitivo de receptores acetilcolinérgicos nicotinicos de tipo neuronal subtipo
asPB2, esto hacen de este alcaloide una herramienta importante para la
caracterizacion funcional de estos receptores nicotinicos en el cerebro. El presente
estudio se planted con la finalidad de aislar y caracterizar los alcaloides presentes
en las semillas de E. herbacea especificamente erisodina, para en otro momento
utilizar esta sustancia y conocer la participacién de estos receptores a4f32 en los
procesos de memoria y aprendizaje. Por lo que en este estudio se planted el

siguiente objetivo.

OBJETIVO GENERAL

» Establecer en el laboratorio, las condiciones fisicoquimicas

adecuadas para la obtencién de erisodina a partir de semillas de E.

hebacea (L.).

OBJETIVOS PARTICULARES

> Obtener las fracciones alcaloideas hexanica, metandlica e hidrolizada a

partir de semillas de Erythrina herbacea (L.).
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» Detectar la presencia de alcaloides en las fracciones crudas y sub-

fracciones alcaloideas obtenidas con la cromatografia en columna.

» Realizar la caracterizacion de alcaloides obtenidos mediante cromatografia

de liquidos-especrometria de masas.

» Aislar y confirmar la autenticidad de erisodina por un analisis de resonancia

magnética nuclear.
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MATERIALES Y METODOS

A) Colecta.- Se realiz6 una colecta manual de semilla de Erythrina
herbacea en el Poblado de San Pedro de las Anonas en el Municipio de
Aquismén San Luis Potosi. La planta fue identificada por el Dr. Mario Sousa
Sanchez del Instituto de Biologia, y ésta se encuentra depositada en el Herbario

Nacional “MEXU” del mismo instituto.

B) Extraccion.- La extraccion de los alcaloides crudos se llevo a cabo con

el método propuesto por Soto-Hernandez y Jackson (1994).

i) Extraccion de alcaloides solubles en hexano.- Las semillas se pasaron
por un molino y ya trituradas se colocaron en cartuchos de tela para su extraccion
con hexano en un equipo Soxleth por 48 horas (Fig. 12), para después concentrar
a presion reducida, acidificar y extraer con diclorometano. Posteriormente se
alcalinizo y los alcaloides libres solubles en hexano se extrajeron con cloruro de
metileno.

ii) Extraccion de alcaloides solubles en metanol.- La semilla
desengrasada fue sometida a reflujo por 48 horas con metanol. Después de la
extraccion se procedid a concentrar a presion reducida, acidificar y extraer con
diclorometano. Después de alcalinizar, los alcaloides libres solubles en metanol se

extrajeron con diclorometano.
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iii) Extraccion de alcaloides liberados.- La fase acuosa de la extraccion
anterior, se acidifico y se someti6 a reflujo por 3 horas. El hidrolizado se alcalinizo

y extrajo con cloruro de metileno para obtener la fraccién de alcaloides liberados.

Fig. 12. Extraccion de alcaloides a partir de semillas de E. herbacea
con un equipo Soxleth (FOTO: Garin-Aguilar, 2004)

C) Separacion e identificacion.- Las fracciones de alcaloides crudos se
separaron mediante cromatografia en columna (CC) (gel de silice G60 Merk 70-
230 mallas), la elusién se efectud con diclorometano:metanol con proporciones de
99:1 hasta 90:10. Se obtuvieron fracciones de 10 ml cada una, que se analizaron
por cromatografia en capa fina (CCF), utilizando cromatofolios de vidrio con silica
gel de 20 x 20, empledndose como eluyente una mezcla de diclorometano:metanol

(90:10), posteriormente las placas fueron visualizadas con luz ultravioleta para
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después revelarlas con reactivo de Dragendorff (Fig. 13). Las fracciones obtenidas
durante la cromatografia en columna y que presentaron el mismo valor de Rf en la
cromatografia de capa fina se combinaron, se eliminé el disolvente y el residuo se
peso. El material que cristalizd se purificd y se les tomo el punto de fusién con un

aparato Electrothermal sin correccién de temperatura.

Fig. 13. Cromatografia en Columna y en Capa Fina (FOTO: Garin-Aguilar, 2004).

Analisis por Cromatografia de Liguidos/Espectrometro de Masas
HPLC/EM.- Esta técnica fue realizada para analizar los alcaloides que estuvieron
presentes en cada fraccion de alcaloides crudos. Para el analisis por combinacién
de HPLC/EM se utiliz6 una columna C18 reversa y como fase movil: gradiente de
acetato de amonio al 0.1%/metanol/acetonitrilo en proporciéon 70:20:0.5, 1 minuto,
luego 10 minutos a 50:45:50 y finalmente 5 minutos en condiciones isocraticas; se

detect6é a 230nm. El detector de masa fue version de electrospray.
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Resonancia Magnética Nuclear (*HRMN).- Los cristales puros de
erisodina se obtuvieron a partir de la fraccion metandlica; y fueron identificados por
Su espectro de resonancia magnética con un espectrometro Mercury-3000BB de
300 MHz usando como disolvente cloroformo deuterado (CDCls3) y como referencia

interna tetrametil silano al 1% y contrastado con erisodina pura.

Fig. 14. Espectrémetro de 'HRMN Mercury-3000BB.
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OBTENCION DE LAS FRACCIONES ALCALOIDEAS

Colecta de
semillas de
Erythrina
herbacea

Triturado

A 4

Extraccion con
hexano

\ 4
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Acidificacion con
H,SO,4 diluido

'

Alcalinizar a pH 8

Extraccion con
Diclorometano
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Concentracion a presion
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\ 4

Alcaloides libres
solubles en hexano

Extraccion con
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Diclorometano
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Acidificar y
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Alcaloides liberados

Fig 15. Diagrama para la extraccion de fracciones alcaloideas.
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OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ERISODINA

Fraccion Fraccion Fraccion
hexanica metandlica hidrolizada
| I |

Caracterizacion de
alcaloides, mediante la
técnica de HPLC/EM

Fig. 16. Diagrama de Separacion e Identificacion de las fracciones alcaloideas

obtenidas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

DETERMINACION TAXONOMICA

La determinacion taxonémica fue realizada por el Dr. Mario Sousa del
Instituto de Biologia y se encuentra depositada en el Herbario Nacional “MEXU”
del mismo instituto con numeros de registro: 599010, 654912 y 654920. Se pudo
establecer que la planta, conocida por la comunidad Tének como “Pemoche

silvestre”, es Erythrina herbacea L.

EXTRACCION DE LAS FRACCIONES ALCALOIDEAS

En el cuadro 1 se presenta el contenido (%) de la fraccién alcaloidea
obtenido por otros autores para algunas especies del género, y los obtenidos en el
presente trabajo con E. herbacea. El contenido de los extractos crudos de
alcaloides obtenidos en E. herbacea con respecto al peso seco de las semillas fue:
fraccion hexanica: 0.0444%, fraccion metandlica: 0.1791% vy fraccion hidrolizada:

0.245%.

Hargreaves y colaboradores (1974) indican que los alcaloides libres de la
fraccion hexanica se han reportado junto con los alcaloides solubles en metanol;
por lo que sumando estos dos porcentajes en E. herbacea obtenemos un valor de
0.2235% para la fraccién de alcaloides crudos, el cual se encuentra por encima del
reportado para E. americana que es de 0.11% (Folkers y Koniuszy, 1940), para E.

brucei de 0.19% (Chawla et al., 1985), para E. variegata de 0.11%, para E.
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leptorhiza de 0.18% (Soto-Hernandez y Jackson, 1994), y finalmente en la misma
especie E. herbacea de 0.1882% (Plaza, 2003). Sin embargo, nuestro porcentaje
se encuentra por debajo del reportado para E. tholloniana que es de 0.67%
(Chawla et al., 1985), E. americana de 0.40% (Sotelo, Soto-Hernandez, Lucas y

Giral, 1993) y E. americana de 0.347% (Garin-Aguilar et al., 2000).

La fraccion de alcaloides hidrolizados obtenido en E. herbacea presentd un
porcentaje de 0.245% valor que se encuentra por debajo del reportado para E.
abyssinica de 2.65% (Folkers y Koniuszy, 1940), E. americana de 0.31% (Folkers
y Koniuszy, 1940), E. brucei de 0.78% (Chawla et al., 1985), E. leptorhiza de
0.35% (Soto-Hernandez y Jackson, 1994), E. variegata de 0.33% (Soto-
Hernandez y Jackson, 1994), E. herbacea de 1.41% (Folkers y Koniuszy, 1940),
pero también se encuentra por encima del reportado para E. americana 0.13%
(Sotelo, Soto-Hernandez, Lucas y Giral, 1993), E. tholloniana de 0.21% (Chawla et

al., 1985) y E. americana de 0.224% (Garin-Aguilar et al., 2000).

Las variaciones observabas en los porcentajes pueden deberse a la
especie y variedad que se trabajé (Hargreaves, et al., 1974), asi como al grado de
madurez de la planta, ya que al ser metabolitos secundarios, los alcaloides se
concentran en diferente cantidad conforme esta va madurando, asi como el
método de extraccion empleado (Folkers y Koniuszy, 1940). Las cantidades de
alcaloides que se encuentran en las diferentes partes de una planta pueden variar,
dentro de una misma especie; esto se debe a las condiciones que hay en el medio

en el que crecen dichas especies, ya que intervienen el clima, la altitud, la
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composicidon del suelo, la estacion del afno y la etapa de crecimiento de la planta

(Valencia, 1995).

Con base en nuestros datos y en virtud de lo anterior, se considera que el
meétodo de extraccion que se uso para la obtencion de alcaloides, propuesto por
Soto-Hernandez y Jackson (1994), fue adecuado dado que los datos obtenidos en
el estudio se encuentran dentro del intervalo de valores reportados por otros

autores para diferentes especies del género Erythrina.

31



Especie

% de fraccion
alcaloidea

Reportado por:

E. abyssinica

2.65 hidrolizados

Folkers y Koniuszy, 1940

E. americana

0.31 hidrolizados

Folkers y Koniuszy, 1940

0.11 libres*
E. herbacea 1.41 hidrolizados Folkers v Koniuszv. 1940
E. brucei 0.78 hidrolizados Chawla. et al.. 1985

0.19 libres

E. tholloniana

0.21 hidrolizados
0.67 libres

Chawla. etal.. 1985

E. americana

0.13 hidrolizados
0.40 libres

Sotelo, Soto-Hernandez,
Lucas y Giral, 1993

E. lentorhiza

0.35 hidrolizados
0.18 libres

Soto-Hernandez y
Jackson. 1994

E. melanacantha

0.24 hidrolizados
0.19 libres

Soto-Hernandez y
Jackson. 1994

E. variegata

0.33 hidrolizados
0.11 libres

Soto-Hernandez y
Jackson. 1994

E. americana

0.224 hidrolizados

0.068 hexanica
0.279 metandlica

Garin-Aguilar, et al., 2000

0.245 hidrolizados

E. herbacea 0.0411 hexanica Plaza Reséndiz, 2003
0.1471 metandlica
0.0444 hexanica

E. herbacea 0.1791 metandlica PRESENTE TRABAJO

0.245 hidrolizados

Cuadro 1. Contenido en porcentaje de las fracciones alcaloideas de semillas del género
Erythrina. * No considera la fraccion hexanica (Modificado de Garin-Aguilar, et al., 2000).
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ANALISIS DE LOS ALCALOIDES MEDIANTE HPLC/EM

FRACCION HEXANICA

En la figura 17 se presenta el cromatograma de HPLC/EM de la fraccién de
alcaloides solubles en hexano. Los tiempos de retencion 14:73 y 15:07 minutos,
corresponden a los isOmeros erisovina Yy erisodina (PM=299 g/mol)
respectivamente, el pico con tiempo de retencion de 17:81 minutos corresponde a
erisotrina (PM=313 g/mol) y eritralina (PM=294 g/mol) tiene un tiempo de retencion

de 20.55 minutos.

FRACCION METANOLICA

En el espectro de la fraccion metandlica (Fig. 18), los alcaloides isoméricos
erisodina y erisovina (PM=299 g/mol) aparecen con un tiempo de retencién de
15:20 y 15:68 minutos respectivamente; el pico con tiempo de retencion de 18.13
minutos corresponde al de la erisotrina (PM=313 g/mol); eritralina (PM=294 g/mol)
tiene un tiempo de retencion de 20.71 minutos y la presencia de la glucoerisopina

(PM=463 g/mol) se pone de manifiesto al tiempo de retencién de 12.22 minutos.

FRACCION HIDROLIZADA

En el espectro que se obtuvo al inyectar la fraccion de alcaloides liberados
(Fig. 19), los tiempos de retencion correspondientes a 11:0 y 11:40 minutos,
indican la presencia de erisovina y erisodina (PM=299 g/mol) respectivamente, de
la misma forma, se registra el pico caracteristico de la erisopina (PM=287 g/mol),

con tiempo de retencién de 7:07 minutos.

33



Relative Abundance (%)

00—

I“—é @
I (1) Erisovina

S0 . .

E (2) Erisodina
™ (3) Erisotrina
o0 (4) Eritralina
75
70
s
]

55

e~

35

m_ @
20]

15 @

; @
104

&

o] oo = A

b 2 4 e & M0 " 42 14 18 18 = 20 22 = = 24

Time (min)

Fig. 17. Espectro de HPLC/EM de fraccion hexanica de semillas de E. herbacea.
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Fig. 19. Espectro de HPLC/EM de la fraccién hidrolizada de semillas de E. herbacea.
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Las estructuras quimicas que se han deducido para los alcaloides

identificados en semillas de E. herbacea se presentan en la figura 20:

(2) Erisodina

@)

) %
O
MeO

(3) Erisotrina (4) Eritralina
CH,OH
HO 0
OH 3 | N
HO MeO
MeO
(5) Glucoerisopina (6) Erisopina

Fig. 20. Estructuras quimicas de los alcaloides presentes en semillas de E.

herbacea.

En el cuadro 2 se presentan los resultados del analisis cuantitativo de
los espectros de HPLC/EM obtenidos con los extractos de E. herbacea, los

datos indican que en las semillas de esta especie estan presentes seis
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alcaloides: erisovina,

erisodina,

erisotrina,

eritralina,

glucoerisopina 'y

erisopina, de los cuales los mas abundantes son: erisotrina y erisopina.

Cuadro 2. Andlisis cuantitativo de los alcaloides presentes en los

extractos de E. herbacea.

. FRACCION
FRACCION FRACCION METANOLICA
ALCALOIDE HEXANICA METANQUCA (alcaloides
(alﬁglrg'sd)es liberados)
(1) Erisovina 9.02 36.08 3.43
(2) Erisodina 5.46 29.64 5.84
(3) Erisotrina 82.24 5.82 np
(4) Eritralina 3.28 5.42 np
(5) Glucoerisopina np 23.04 np
(6) Erisopina np np 90.73

Las proporciones relativas de los alcaloides fueron calculadas a partir de las areas
bajo la curva en los picos del espectro de HPLC/EM (np indica que en esa fraccion no se

presento el alcaloide).

En el estudio realizado por Garcia-Mateos y colaboradores (1998),

donde analizaron con cromatografia de gases/espectroscopia de masas
(CG/EM) seis especies de Erythrina, E. americana, E. coralloides, E.
lepthoriza, E. mexicana, E. oaxacana y E. sousa; reportan la presencia de
erisodina, erisovina, eritrinina, eritralina, cristamidina, 8-oxo-eritralina, 8-oxo-
eritroidina, a-eritroidina y B-eritroidina. De los nueve alcaloides reportados
por Garcia-Mateos et al. (1998) sélo erisodina, erisovina y eritralina

estuvieron también presentes en E. herbacea.
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Sanchez (2000) mediante la técnica de cromatografia de liquidos
(HPLC/EM) reporta la presencia de erisodina, erisovina, erisopina, eritrinina,
eritralina, cristamidina, 8-oxo-eritralina, a-eritroidina y B-eritroidina en flores y
semillas de E. americana y E. coralloides. Comparando estos resultados con
los obtenidos en nuestro estudio, se observa que sélo la erisodina, erisovina,
erisopina y eritralina estuvieron presentes en la especie herbacea, asimismo
es importante indicar que erisotrina y glucoerisopina no se encontraron en las

especies que trabajaron estos autores.

En nuestro estudio, el andlisis por cromatografia de liquidos-
espectrometria de masas de las fracciones de alcaloides crudos de Erythrina
herbacea permitié identificar cinco alcaloides diénicos: erisodina, erisopina,
erisovina, erisotrina y eritralina, los tres primeros se encuentran distribuidos
ampliamente en el género y previamente fueron reportados para la especie
E. herbacea por Folkers y Koniuszy (1940). Los demas alcaloides, que se
encontraron en pequefnas cantidades, no se habian reportado para la especie

herbacea y la erisotrina sélo se habia encontrado en sus hojas.

ANALISIS DE RESONANCIA MAGNETICA PARA ERISODINA

El analisis de "HRMN me permitié confirmar, previa comparacion con
el software correspondiente la estructura quimica de erisodina. En dicho
espectro, se pueden distinguir los protones de los carbonos C-14 y C-17 de

los anillos aromaticos (ver cuadro 2). Dos dobletes ubicados en la zona de
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frecuencia alta del espectro y que corresponden a los protones 1H y 2H, en
una 0 de 6.04 y 6.59 respectivamente. El 7H olefinico se observa como un
singulete con & de 5.73. Los tres protones anteriores (1H, 2H y 7H) muestran
el tipico patron de senales (llamado sistema ABX) en las regiones de
frecuencia alta del espectro, caracteristica de los alcaloides diénicos como lo
es la erisodina. La sefal de 3-OCHj3; se localiza en la regién de una & =3.32
mientras que la de los protones del metoxilo aromatico 15-OCH; se

encuentran desplegados en una zona de frecuencia baja.
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1H 6.04
2H 6.59
3Ha 4.01
4Ha 1.6
4He 26
7H 5.73
8H 3.48
8H 3.68
10Ha 2.93
10He 3.55
11Ha 2.89
11H 2.63
14H 6.79
17H 6.69
15-OCHjs 3.77
3-0OCHs 332

Cuadro 3. Desplazamientos quimicos del alcaloide erisodina.
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Fig. 21. Espectro de '"HMNR para erisodina.

42



0

X/
L X4

CONCLUSIONES

El contenido de alcaloides crudos en las semillas de Erythrina herbacea fue
de 0.0444% para la fraccion hexanica, de 0.1791% para la fraccion

metanolica, y de 0.245% para la fraccion hidrolizados.

Nuestros resultados muestran que fue posible replicar en el laboratorio el
método propuesto por Soto-Hernandez y Jackson (1994), y los
rendimientos para la fraccion de alcaloides crudos que obtuvimos con las
semillas de Erythrina herbacea se encuentran entre el intervalo reportado

por otros autores.

En este estudio con el andlisis de las fracciones alcaloideas por
cromatografia de liquidos-espectrometria de masas se identificaron cinco

alcaloides diénicos: erisodina, erisopina, erisovina, erisotrina y eritralina.

Los tres primeros se encuentran distribuidos ampliamente en el género y
previamente fueron reportados para la especie E. herbacea por Folkers y
Koniuszy 1940. Los demas alcaloides que se encontraron en pequefias
cantidades no se habian reportado para la especie herbacea y la erisotrina

s6lo habia encontrado en hojas..

El espectro de resonancia magnética nuclear de hidrogeno permitié
confirmar, previa comparacion con el software correspondiente y trabajos

anteriores con substancias puras, la estructura quimica de erisodina.
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PERSPECTIVAS

Contar con este antagonista competitivo, selectivo de receptores nicotinicos
neuronales, permitird implementar pruebas farmacoldgicas con modelos
animales, para evaluar la participacion de los receptores nicotinicos
neuronales (subtipos a4B2) en los procesos mnemonicos, cuando este
alcaloide se administre por via sistémica o en nucleos cerebrales

especificos como el hipocampo.

Es necesario aislar otros alcaloides y evaluar su antagonismo y afinidad a
receptores nicotinicos especificos, con el objeto de conocer las bases
neurobiolégicas de los procesos fisioldgicos en los que participan dichos

receptores.
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APENDICE A
CONDICIONES DE OPERACION DE LA CROMATOGRAFIA DE

LIQUIDOS/ESPECTROMETRIA DE MASAS (HPLC/EM).

La cromatografia de liquidos es una técnica utilizada para realizar
separaciones fisicas de mezclas de compuestos organicos. Los compuestos son
identificados mediante los tiempos de retenciébn que presentan los picos de la
muestra; la cuantificacion se realiza con curvas de calibracion (Braithwaite y
Smith, 1996). Para analizar los componentes de las fracciones de alcaloides
separados en la columna cromatografica, los extractos crudos obtenidos fueron
analizados usando un equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC) (Waters 600 series pumps) interconectado a un espectréometro de masas
(EM) (Finnigan LCG) mediante una fuente de ionizacion quimica atmosférica
(APCI). Los alcaloides fueron separados usando una columna Supelco Discovery
C-18 (5um) de 250 mm x 4.6 mm (i.d.) usando una fase movil linear de 1 ml/miny
un gradiente programado de tres disolventes: A (0.1% de acetato de amonio, pH
7.4), B (metanol) y C (acetronitrilo), de la siguiente manera: t = 0 min, 75% A, 20%
B, 5% C; t = 10min, 50%A, 45% B, 5% C; t = 15 min, 50% A, 45% B, 5% C. La
vaporizacién de la fuente APCI fue de 450°C y la presion del gas nitrogeno de 80 y

20 psi, respectivamente, la temperatura capilar fue de 150°C.
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APENDICE B
RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
La Resonancia Magnética Nuclear (*HRMN) es una técnica de

caracterizacion en el cual una muestra se coloca en un campo magnético y es
bombardeada con ondas de radio, estas ondas de radio animan a los nucleos de
la molécula a dar una sefal que solo puede ser recibida en un receptor especial,
posteriormente esta sefial es analizada para determinar la estructura de la
molécula. Todos los nlcleos tienen carga positiva y se encuentran girando como
un trompo. Sabemos por la fisica, que una carga en movimiento genera un campo
magnético. En RMN, el bombardeo del ndcleo con radiacion de radiofrecuencia,
causa que tanto el nicleo como su campo magnético cambien de posicion. En el
espectrometro de RMN hay una bobina de alambre que rodea la muestra.
También sabemos por fisica que un iman moviéndose en una bobina de alambre
hace que fluya una carga a través del alambre. De modo que cuando el campo
magnético del nucleo cambia de posicion, genera una corriente en el alambre

capaz de ser detectada por la computadora.

Desplazamiento quimico es el nombre cientifico que se le da a la posicion de un
pico en el espectro. En la practica los desplazamientos no se miden en valor
absoluto sino con relacion a una sustancia estandar, en este caso se utilizd
cloroformo deuterado (CDCl3z). No solamente hay unos picos, sino mas bien hay
picos simples, otros dobles e incluso grupo de picos mas grandes. La razon por la
que exista un grupo de picos en lugar de uno solo, es que los hidrégenos de un
carbono se encuentran acoplados a los campos magnéticos de los hidrogenos

adyacentes (Robinson, 1974).
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