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)  INTRODUCCION

Sapium bilocufare (S. Wats.) Pax (Euphorbiaceae) conocida como “hierba
de ia flecha" es importante desde el punto de vista etnobotanico ya que, desde
antes de la llegada de los Espafioles, el iatex de esta planta era utilizado por los
grupos étnicos de! Noroeste del Pais (Opatas y Tarahumaras) como material para
envenenar sus flechas.

También, machacando los troncos de arboles jdvenes y poniendo este
material en arroyos y rios se produce el aturdimiento 6 muerte de los peces,
siendo asi capturados para consumo humano, sin mostrar efectos tdxicos.
(Bradiey, 1956).

Pennington (1958) cita que tanto Sapium hiloculare como Sebastiana
pringlei son las plantas piscicidas dominantes del cafén Urique vy el Rio Fuerte
en el Noroeste de Chihuahua.

Gonzalez y Lopez (1983) mencionan gue hace uncs 30 afios en algunas
localidades del municipio de Alamas Macoyahui y ofras del municipio de Navojoa,
Sonora, en las margenes del rio Mayo, se usaban aln especies de Sapium
biloculare, Sebastiana pavoniana y otras conocidas localmenie como piscicidas.
Entre los Tarahumaras actualmente ya no se usan estas plantas, por lo irritante
det latex y porque emplean oftras técnicas para la pesca, dinamita, por ejemplo.
{Bye, comunicacion personal).

Del género Sapium se han aislado diferentes compuestos, entre ellos
encontramos ésteres diterpénicos del Forbol, derivados del grupo del tighiano.
También se han encontrado triterpenos, flavonoides y alcaloides.

Algunos de estos grupos y sus derivados tienen imporianies efectos



téxicos y/o fisioldégicos tales como:

- Promocion ¢ inhibicion de tumores (Aceite de Croton).
- Inhibicidn de leucemia.

- Induccién de inflamacién de la piel.

- Envenenamiento de peces y ganado (Evans, 1973)

De Sapium biloculare , en particular, existen solo dos estudios quimicos; £l
de Bradley (1956) v el de Gonzélez y Lopez (1983). Bradley trabajd el latex y
separd dos fracciones, una soluble en etanol téxica para animales de sangre
caliente y otra soluble en agua, que considerd como saponina, toxica para
peces. No aislé ningun producto de estas fracciones.

Gonzélez y Lopez (1983)estudiaron el latex de esta pianta. Del latex de esta
planta aislaron una saponina la cudl caracterizaron mediante sus espectros de
RMN y de {R. No determinaron espectro de Masas por lo que la férmula que
proponen es parcial y no se hizo ningdn bioensayo en peces.

Tomando en consideracion estos antecedentes se planteo el presente
trabajo de Tesis para completar el estudio de la saponina, que es interesants,
hacer un bicensayo en peces y comparar el compuesto que se obtenga con el de
Gonzalez y Lépez (1983), puesto gue el latex que ellos emplearon tenia algunos
meses de colectado y en este trabajo se empled latex recientemente colectado.

La Tesis se planted bajo los siguientes objetivos.



OBJETIVOS :

Objetivo General

Determinar el efecto en peces de la saponina aislada del |atex de Sapium

biloculare mediante un bioensayo y hacer un estudio estructural del espectro de

masas de la sapogenina.

Obijetivos particulares

a)
b)

c)

d)

Obtener la saponina y su sapogenina correspondiente.

Realizar un bioensayo para determinar su actividad en peces.

Mediante un patron de fragmentacién de masas determinar el Peso
Molecular de la sapogenina y la longuitud de las cadenas hidrocarbonadas,
para complementar la estructura propuesta.

Hacer una separacién cromatografica del extracto hexanico obtenido del

latex, para caracterizar algunos compuestos.



Il. ANTECEDENTES
a) HISTORICOS.

Rusotana ,1953 (citado en Gonzélez y Lopez, 1983) , menciona que en el
desierto de Sonora se establecieron 5 grandes zonas culturales. En el norte, la
Pima: en el sur, la Seri; en el sureste, la Opata; més al sur 1os Pimas bajos y al sur
de estos los Yoremes ¢ Cachitas (Yaguis y Mayos); al Este de estas S culturas se
encontraban los Apaches y mas al sur los Tarahumaras (Raramuris).

Los primeros exploradores espafioles del suroeste del pais reportaron el
uso de ciertos arbustos por los nativos de esa regidn, como un recurso  para
envenenar sus flechas.

Stanley (1920-1926) refiere que Clavijero, en su “Historia de 1a California”
{1789), hace mencidén que “entre las pocas plantas de California hay algunas
peligrosas; una de las cuales es cierto arbusto llamado por los espaficles de la
region palo de la flecha, de donde los nativos de la costa de Sonora obtenian el
terrible veneno con el cual ellos envenenaban sus flechas y causaban heridas
mortales.” De acuerdo a Watson (citado por Bradley, 1956) se menciona que en e
lenguaje de los Opatas se conoce como "Mago” a un pequeno arbol que contiene
un jugo mortal, este fluye al hacer una incision en la corteza, con este jugo elios
untan las flechas por lo que se conoce esta planta como hierba de fa flecha
refiiéndose muy probablemente a Sebastiana biloculans.

Lewin (citado en Bradiey, 1956) refiere que los nativos malayos usan la
sabia de Sapium indicum para aletargamiento de peces y a Sapium aucuparium
como veneno de flechas por la accidn corrosiva de su latex en los tejidos.

Una practica muy antigua en el noroeste de Chihuahua es el empleo de
plantas piscicidas , predominando Sapium bilocufare y Sebastiana pringlei.

La corteza de arboles jovenes la maceran y arrajan a los rios para posteriormente

hacer su pesca {Pennington, 1858 ).



b) BOTANICQS

Sapium biloculare pertenece a la familia de las Euphorbiaceae la cual es una de
fa mas grandes y diversificadas de las Angiospermas; Comprende alrededor de
8,000 especies en 300 géneros. Estas especies se encuentran distribuidas en todo
al mundo, son predominantemente tropicales aunque también se encuentran
distribuidas ampliamente en zonas templadas. Los dos mayores centros de
distribucién se localizan en América y Africa.

Presentan gran diversidad en sus hdbitos de crecimiento que comprende
desde altos &rboles hasta lianas, incluyendo arbustos, hierbas anuales vy
perennes, plantas acuaticas flotadoras, siendo solo el habito epifito el Unico que
falta,

Sus caracteristicas mas comunas son: Usualmente presentan latex el cual a
menudc contiene substancias toxicas ¢ venenosas. Flores unisexuales, ovario
stpero y cominmente trilocular, placentacién axial, fruto esquizocarpo, que por fo
general es elasticamente dehicente (Gonzalez y Lopez, 1983.)

Por su amplitud y diversidad de formas es una familia que presenta
problemas para botanicos y taxénomos.

Genero Sapium.

El génerc Sapium tiene aproximadamente 120 especies y esta confinado a
ambos trépicos. dificiimente cruza los limites geodésicos de estos. La distribucion
actual de Sapium esta restringida a los neotrdpicos y se corresponde al género
Exgecaria del paleotropico. Estos géneros estan muy relacionados y solo difieren
por caracteristicas morfolégicas de las flores y semillas. Las especies reportadas

en la Republica Mexicana son:



Nombre comiin Nombre Cientifico | Distribucién Usos
Higuerillo bravo Sapium Sin.;Col ;
pedicellatum
Gro.; Jal. y Nay.
Hierba de |a flecha | Sapium biloculare | B. Cal. y Son. Latex:
Jugo cadstico y
venenoso.
Piscicida y veneno
de flechas.
Amatillo Sapium Ver.; Chis.; Antihistaminico,
macrocarpum Mor.; y Col Latex caustico
Latex untado
Hierba de fa flecha | Sapium Sur de Chih.; Sin.; en flechas como
apendiculatum Qax. y Pue. vENeno.
Nay.; Col.; Veneno de flechas
Hierba de |a flecha | Sapium lateriflorum | Sin.; Oax.;
Camp., Tab,,
Ver., Pue,
Gro. y Chis.

Sapium nitidurn

Ver.Chis; Guatemala

Belice y Honduras

Sapium schippii

Chis, Camp., Guatemala

y Belice

(Gonzélez y Lopez 1983 )



Importancia econémica:

Esta Familia es de gran importancia econdmica ya que de ella se obtienen

los siguientes productos :

- La tapioca 6 cassava (Manihot esculenta) es una especie préxima a la patata
dulce que alimenta a buena parte de 1a poblacion mundial {{a tapioca y otras
doce especies forman la base alimenticia de la poblacion  mundial)
especialmente en Sudamérica, Africa e India; sus tubérculos contienen un 75-
85% de almiddn, menos de 1% de proteina, vitamina C y calcio. Una desventaja
de la tapioca 6 cassava como alimento es que presenta un glucésido
cianogénico, el cual se elimina en su mayor parte al pelar, lavar, secar al sol y
cocinar este alimento (curicsamente es la lnica especie toxica utilizada en
cantidades considerables en fa alimentacion ).

- Caucho (Hevea brasilensis). Es el principal suministrador de caucho en el
mundo. Otros géneros productores de caucho en menor cantidad son Maniho!,
Micandra, Cnidoscolus y Euphorbia caducifolia

- Ceras y aceites: Aceite de ricino {Ricinus communis), aceite de tung, 6 de
madera China (Aleurites fordii), aceitede candela (candlenut) {A. molucana)
aceite de Croton (Croton tiglium) , cera de candelilla Euphorbia antisyphilitica.

-Grasa ¢ sebo vegetal de Sapium sebiferum. Rodeando las semillas de esta
especie se encuentra sebo o grasa que es utilizado en la fabricacién de
cosméticos jabones y velas y del fruto se obtiene un aceite usado en la
fabricacion de pinturas, barnices e iluminacién . {Evans, 1973; Villalobos vy
Castellanos, 1992)

- ‘Pefrdlen” Muchas especies de esta familia especialmente del geénero



Euphorbia, producen latex que es una emulsion de 30% de terpenos (de 30 - C)
en agua y del cudl obtienen gasolina de alto octanc. Euphorbia fathyris  ha
sido estudiada para este fin .

Plantas de omato. Por ejemplo Euphorbia pulchérima ¢ * Nochebuena *

Algunas plantas de esta familia se han utilizado desde tiempos remotos como

medicinas en el tratamiento de enfermedades como tumores, asma

inflamaciones, hepatitis etc.  (Evans, 1973. )

c) ANTECEDENTES QUIMICOS.-

Desde e! punto de vista quimico las euphorbidceas son una familia muy
estudiada. Para 1992 Villalobos menciona que se habian investigado
guimicamente mas de 120 especies, en su mayoria del género Euphorbia
siendo los principales productos quimicos: triterpencides, flavonoides y
alcaloides. También presentan cumarinas , glucdsidos cianogénicos vy
taninos. En géneros como, Aleurites, Crolon Jafropha,  Sapium, elc. se
encuentran esteres de alcoholes diterpénicos como el forbol, resiniferonol e
ingenol (irritantes de ta piel). En 1968 Hecker (citado por Evans 1873 )
aisla y propone una estructura del tetradecanoilforbolacetato 0 TPA |, el
primer promotor de tumores aislado y el mas ampliamente estudiado
(Evans .1973))

El primer trabajo analitico de Sapium biloculare (aungque no se reportan

estructuras quimicas) es el de Bradley {1958) quien reporta que las hojas

de Sapium biloculare no son téxicas para ef cuyo y que el |atex es taxico



para animales de sangre caliente y peces.

E£n latex encontrd este autor:
-Una resina soluble en etanol toxica para animales de sangre calients. Su
accién fisiolégica consiste en una pérdida general de control muscutar (0.5
a 1 mg por libra es letal por via intravenosa).
-Una saponina, soluble en agua, venenosa para peces. (4 ppm del
material concentrado es tdxico para peces dorados en 30 minutos).
Del latex seco Bradley da la siguiente composicion:
%
Resina toxica 25

Resina no téxica 30
Grasas y aceites 12

Proteinas 10
Sapeninas 20
Gomas 2
Cenizas 1

100

En la siguiente Tabla se mencionan los compuestos encantrados en el

Género Sapium .

- 106 -
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FORMULAS DE ALGUNOS COMPUESTOS

INCLUIDOS EN EL CUADRC ANTERIOR.
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SOMe
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También de Sapium biloculare , Gonzalez y Lopez (1983 ) reportan los siguientes

compuestos .

Del [atex
¢ tna cera constituida por un alcohol y un acido graso de 32 atomos de Carbono
« Una cera constituida por un alcohol y un acido graso de 34 atomos de Carbono
« Un esteroide {de estructura no determinada)
+ Una saponina: para la que se propone una férmula parcial ,de estructura similar
a las prostaglandinas { no se da Peso Molecular ni longuitud de las cadenas

laterales del anilio.)

De la corteza :
+ Una fraccion triterpénica ( mezcia de lupeol y taraxasterol )
¢ Un esteroide de estructura no determinada
+ Un producto para el cual se propone , con base a la informacion que se tiene la
férmula tentativa de paliéter glicidico de inositol con un anillo ciclohexanico y
uno piridinico.

+ Un compuesto similar al anterior sin anillo pifdinico y con un azlcar

- 17 -
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d) ANTECEDENTES QUIMICO-BIOLOGICOS

El uso de recursos naturales como estrategia de aprovechamiento del
ambiente ha sido conocido y mejorado por los grupes étnicos de todo el mundo,
de forma independiente y desde tiempos muy antiguos. Un ejemplo de esto son
los venenos de flechas y el uso de plantas para capturar peces en los cuerpos de
agua. Machacando estas plantas y colocandolas en el agua producen aturdimiento
yio muerte de los peces. Algunos de nuestros medicamentos v piscicidas de uso
comun en la actualidad son fruto de los conocimientos de estos grupos, como los
glucésidos cardiotdnicos derivados de plantas que fueron usadas como veneno
de flachas ,como el curare y el piscicida de uso mas frecuente en pesquerias, la
rotenona, que es un derivade de plantas ictiotdxicas, como en especies del
género Derris, entre otras.

La diversidad de plantas empleadas como piscicidas , asi ¢cdmo cantidad
empleada etc. es enorme. Como una muestra de esta diversidad estan los
trabajos de Thevesia (1987 ) quién aporta un sumaric de 92 plantas,
pertenecientes a 49 familias, usadas en pesca tradicional en Nepal, India.
Menciona el nombre comin, el nombre cientifico, la parte de la planta empleada y
la dosis letal media (DL -50 ) en carpas. Jhingran ,1975 (citado en Thevesia, 1987)
da un sumario de las plantas piscicidas usadas en pesquerias en la India, siendo
la raiz de Derris (con 5% de rotenona) el piscicida derivado de plantas mas
ampliamente utilizado, pero a menudo es excesivamente caro 6 inaccesible en los
paises en desarrollo, por lo que es importante buscar olros piscicidas derivados de

plantas en paises como Nepal . donde el suplemento de proteina animal es
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reducido, 4.5 kg por persona al afio, y Gnicamente 2 kg vienen de la pesca
(Silpachi 1880 , citado en Thevesia 1987) .

Moretti y Grenand (1981) presentan el nombre de 25 plantas ictiotdxicas
pertenecientes a 9 familias, de la Guayana francesa y paises limitrofes. y las
clasifican en 3 grupos:

Plantas con rotenona; (Lonchocarpus, Derris .,y Tephrosia. )

Plantas con saponinas (Sapindaceas)

Plantas del grupo “kunami”, nombre designado por los cricllos y amerindios
para plantas ictiotoxicas de las Familias Composifeae y Euphorbiaceae.

Mencionan que la rotenona y sus derivados tienen el efecto de asfixiar los
peces, "acllan sobre todos los animales blogueando la respiracién a nivel de
mitocondrias; los animales de sangre fria son mas sensibles porque no presentan
un revestimiento cutdneo de proteccion, actla en peguefias concentraciones
{p.p.m}y tiene la ventaja de ser inofensiva para el Humano.”

Para las saponinas mencionan que modifican la tension superficial del
agua y bloguean el intercambio gaseoso a nivel de las branquias de los peces: los
peces mueren por asfixia. Ademas de su conecida actividad hemolitica las
saponinas presentan propiedades secundarias que les confieren una cierta

toxicidad.

Gonzalez y Schenkel (1987) menciona plantas ictiotéxicas conocidas en
Sudamérica desde tiempos antiguos: De la Familia. Sapindaceae. los géneros
Sapindus, Serjania, y Paulinia, de la Familia Euphorbiaceae, los géneros :

Tephrosia, Derris, Lonchocarpus, de la Familia Leguminoseae-Papilionocideae :
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Aleleia glasioviana y de las Sapindaceae : Thinouia corfaceas . De estas 2
Gltimas plantas muy conocidas en Brasil como piscicidas hicieron extracciones y
determinaron su L -D,50 (Dosis letal media).

Texeira y Lapa (1984) comparan los efectos de los principios activos
{serjandsidos A B y C: saponinas triterpenoides) aislados de una planta piscicida
usada en Brasil: Serjania lethalis (Sapindaceae), en peces y mamiferos, con la
rotenona. Se sabe que la rotenona act(a inhibiendo la NADH deshidrogenasa
blogueando la cadena respiratoria. Por otra parte los serjandsidos son las
saponinas piscicidas mas potentes {10 -50 veces la actividad de otras saponinas
y 10 veces menos potente que la rotenona) . La adicién de serjandsido B (20 mg /
ml) en un biocensayo con “guppis’ produce nado irregular a los 5 min,
hipoactividad y muerte en 5 hs.

En mamiferos (ratas y ratones) cuando se aplican serjandsidos B via
intravenosa en dosis de 5 -50 mg/Kg , producen disnea, cianosis y en dosis altas
la muerte. Los efectos toxicos observados después de su apiicacién son
indicativos de un pobre intercambio de oxigeno, al mismo tiempo se afectan la
presion sanguinea y la tasa respiratoria y cardiaca . Se sabe que las saponinas
son drogas hemoliticas, esto explicaria la hipotension y cianosis observada, pero
se propone que la toxicidad no sea resultado unicamente de su actividad
hemolitica. En estudios /n vitro, con diafragma de raton incubado con 25-100
microgramos /m| se desarrallan contracciones proporcionales a la concentracidn y
con dosis de 50 microgramos / ml de serjandsidos B o con saponina Merck , se
induce la despolarizacién de las fibras musculares.

Se concluye en este articulo que los efectos de estos serjandsidos son
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Se mencionan a continuacién estas plantas piscicidas:

Familia

Amarillidaceae

Compositae

Hicoriaceae
Rutacea

Umbeliifearas
Compositae

“

Juglandaceae

Leguminoseae
Poligonaceae

Rosaceae
[

“

Euphorbiaceae

Compositae
Iridaceae
Compositae
Leguminoseae

Compositae
Lilidceae
Compositae

Nombre

Agave bicomuta
Agave lechugilla
Agave schotti
Agave sp

Bacharis glutinosa
Cacalia decomposita
Carya illinoensis
Casimirca edulis
Casimiroa sapota
Conium maculatum
Dyssodia_anomala
Gilia macombii
ipomaopsis thurbi
Jualans rupestris
Ligusticum porteri
Mimosa dysocarpa
Poligonum pennsilvanicum
Poligonum punctatum
Foligonum sp.

Prunus capuli

Prunus persica

Purshia tridentata
Sapium biloculare
Sebastiana pringlei
Senecio hantwegii
Sisirynchium arizonicum
Stevia salcifolia
Tephrosia leiocarpa
Tephrosia talpa
Viqueria decurrens
Yucca decipiens
Zexmenia podocephala

_2"_

Parte empleada

raices y hojas
raices y hojas
raices y hojas
raices y hojas

hojas y tallos
planta entera
hojas y cornteza
planta entera
planta entera
raices

raices y hojas
hojas y tallos
raices y hojas
hojas y corteza
raices

raices

planta entera
planta entera

?

hojas y corteza
hojas y corteza
hojas

corteza
corteza

raices y hojas
raices

raices y tallos
raices
raices

raices

raices y hojas
raices y hojas.



diferentes en peces y mamiferos porque la cianosis, disnea, alteraciones de la
presién, tasa respiratoria y cardiaca, despolarizacidn de la membrana y hemolisis
también se presentan en mamifercs con saponinas no toxicas para peces, a
concentraciones similares. Se menciona que en mamiferos este efecto esta rela-
cionado a acciones no especificas de superficie a nivel de membrana.

Segln Boiteau y Ratsimamanga (1964) la actividad piscicida de las
saponinas puede explicarse por su conocida actividad hemolitica, ésta es debida a
que estos compuestos se unen fuertements con compuestos de la membrana |
principaimente colesterol , aumentando su permeabilidad lo que ocasiona en
peces el dafio observado en ias células del epitelio brangquial y su
desprendimiento , lo que produce su asfixia.

Overton ( citado en Boiteau , 1964 ) menciona que la muerte de anfibios

sometidos a soluciones con saponinas ,se debe no sdlo a la toxicided de la
saponina sino también a un choque osmético ya que, cuando se iguala la
concentracidn de sales del medio con la del plasma se observan las mismas
lesiones de una exfoliacidn producida en una solucién hipoténica de saponinas |
pero el animal sobrevive mas tiempo , generalimente més de 24 hs

Finalmente, Pennington (1958) comenta que “la estupefacién de peces es
practicada durante todo el afo por los Tarahumaras del oeste de Chihuahua,
México, pero es especiaimente importante en los meses de marzo y junio, C;Jando
las reservas de alimento son escasas. En estas areas se reporta el usc de plantas
pertenecientes a 13 diferentes Familias con propiedades piscicidas 6

estupefacientes. La forma de uso, principio activo, parte empleada y potencia de

cada planta es variable”.
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it UBICACION TAXONOMICA

DIVISION Embriophyta siphonogama
SUBDIVISION Angiospermae

CLASE Dicotyledonae

ORDEN Geraniales

FAMILIA Euphorbiaceae

GENERO _Sapium

ESPECIE Sapium bilgculare {S. Wats. ) Pax

Sapium bilogulare var. Biloculare *
* Clasificacién segun Engler (citado en Stanley, 1920-1926})

a) Descripcion especifica de_Sapium biloculare (S. Wats) Pax.

Arpusto & arbot pequefio de & m de alto, corteza de color canela o
grisdcea, hojas glabras y lisas; estipulas de cerca de 1 mm de largo ,
peciolos de 1-6 mm de largo, laminas lancecladas de 5 - 15 cm de largo y
3 -5 om de ancho, ligeramente glandulares, aserradas, de agudas a
obtusas en al apice, obtusas en la base.

Espigas de 1 a 4 cm de largo, bracteas anchas y ovaladas, inflorescencias
masculinas de 3 a 7 flores; estambres 2 a 3; fiores femeninas con 2 1dcuios.

Esquizocarpo de cerca de 1 cm de largo y anchamente ovado, agudo hacia
el apice, liso; semillas sin carinculo de 6 a 7 mm tan largas camo anchas,
pardo obscuras.
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b)

c

Géneros mas cercangs

Los géneros mds cercanos son Sebastiania y Stillingia, ya que
morfolégicamente son muy parecidos y las diferencias son basicamente por
las bracteas de la inflorecencia y las glandulas del peciolo, en cuanto a
numero y situacién de las mismas .

Sebastiania tiene semillas carunculadas, Stiffingia y Sapium no las tienen;
en Stillingia, por lo general , las flores femeninas son solitarias y en Sapium

se pueden presentar en grupos.

Ubicacién geogréfica

Sapium biloculare se encuentra en la zona baja del desierto de
Sonora, en la region de Maricopa, Arizona y a través de areas del desierto
de Songra y Baja California; florece y fructifica de Marzo a Noviembre. Los
arbustos o arboles pequefios estdn comunmente dispersos, se localizan en
laderas rocosas y ocasionalmente en suelos planos, entre los 300 a 600 m s
nm alolargo de pendientes y suelos arenosos de lechos de rios secos.

El tipo de vegetacién que se encuentra en {a zona de colecta es un bosque
Xerdfita, como el que se localiza en |a parte meridional de baja California Sur,
en altitudes entre 500 a 1000 m s n m este se presenta relativamente
espaciado y bajo {arboles de 6 a 14 m de alto } que por sus demas

caracteristicas debe clasificarse como bosque tropical caducifolio, aunque
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por rasgos climéaticos cabria en Bosque espinoso.

Entre las especies dominantes de este tipo de vegetacidn, se encuentra
Lysifoma , Jatropha, Cyrtocarpa edulis, Bursera laxiflora, Senna atomaria,
Sapium biloculare, Busera microphylla,  Flumeria acutifolia,  Yucca sp,
(Rzedowski, 1978.).

d) Ubicacién de ta zona de colecta

El materia! de estudio se recolectd a 16.5 Km al NO de Tezopaco, por la
carretera Tezopaco Movas a unos 300 m del camine, sobre el lecho de
un arroyo seco. El pueblo de Tezopaco se encuentra a aproximadamente
50 Kms al NE de Ciudad Obregdn ,Scnora.

Caracteristicas climaticas - Tipo: BS hw; clima seco B, subtipo semiseco
(BS), con lluvias de verano y precipitacion entre 5 y 10 mm anuales.

La precipitacion media anual en la zona es de 500 a 600 mm durante mas
de 30 afos. En la estacion 26-140, la méas cercana a la zona de colecta es

de 610.1 mm .

Temperatura media anual de 20-22 °C (en un periodo de 10 - 19 afios ).
En |a estacién 26- 140 es de 21.5°C

Altitud de la localidad de recolecta entre 200 y 800 ms n m (Atlas del
medio fisico, 1879).

_25_



IV MATERIAL Y METODOS.

a) Recoleccion del material .

Ei latex se recolectd de &rboles joveres al NQ de Tezopaco, cerca de
Ciudad Obregdn, Sonora.

Se hizo un corte longitudinal en la corteza y se comprimio el area,

doblando el tallo hasta que escurrieron gotas de latex , que se colecto en

un frasco y se congeld.

b)  Extraccion
E! latex se trabajé inmediatamente. Se descongel6, se sect sobre bafio de
vapor y debido a que su aspecto era gomoso se modificd el sistema de
extraccion selectiva empleada por Gonzalez y Lépez (1993). La extraccion
se empezd con hexano y se continué con acetona, etanol y finalmente
agua.

Extracto _hexanico

El latex seco se extrajo 3 veces con 100 ml de hexano durante una hora en
frio, El extracto se concentrd en el rotavapor, se evapord a sequedad y se

pesd .
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Exiracte aceténico

Después de la extraccion hexanica, el residuo sélido en forma de polvo se
extraio con 75 ml de acetona, en frio; durante 8 h 3 veces (con agitacién
magnética); El extracto aceténico se concentré en el rotavapor, se llevé a
sequedad y se pesd .

Extracto etanélico.

E} residuo solido proveniente de ia extraccién aceténica , se extrajo con 75
ml de etanol, en frio, durante 8 h 3 veces y se filtrd. El exiracto se
concentrd en el rotavapor, se evapord a sequedad y se pesd .

El residuo sélido, de !a extraccion etandlica anteriar se extrajo a reflujo con
100 mi de etano! durante 8 h 3 veces. En el extracto etandlico se formd un
precipitado blanquizco el cual se separd fiitrando al vacio y se coloco en el
desecador. El filtrado se concentrd én el rotavapor, se evaporé a sequedad
y se peso .

Extracto Acuosc

E! residuo sélido de la ltima extraccion etandlica se llevo a reflujo con 100
mi de agua durante 8 h , 3 veces. Se filtré y posteriormente se liofifizo.
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DIAGRAMA DE EXTRACCION.

LATEX SECO

HEXANO

SN

EXTRACTO HEXANICO RESIDUC SOLIDO

/

ACETONA
/ \

EXTRACTO ACETONICO RESIDUO SOLIDO

ETANOL

N

EXTRACTO ETANOLICO RESIDUO SOLIDO

/

ETANOL (a reflujo)

EXTRACTO ETANOLICO /ES?DUO SOLIDO

AiUA (a reflujo)
LIOFITZADO

EXTRACTO ACUQSO0
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Pruebas para determinar la presencia de grupos de metabolitos secundarios:

fas pruebas para grupos de metaholitos secundarios se efectuaron con el
propésito de identificar solamente glicdsidos en el extracto acuoso ( sapeninas ) y
terpenos en el extracto hexanico y la fraccion cromatografica N de este \la dnica
que fué sélida y se trabajé.

Prueba de Molish para glucésidos :

En un pequefio tubo de ensaye se mezcld 1 mg de extracto acuose con 2 gotas
de solucidon al 5 % de alfa- naftol en etanol y por la pared del tubo se resbald
acido sulfarico concentrado .

Prueba de Liberman -Burchard para terpenos y esteroides

Se mezcld 1 ml de anhidrido acético y 1 ml de cloroformo, se enfriarona 0°Cy
se les afiadié una gota de acido sulfirico concentrado. Un ml. de este reactivo se
puso en contacto  con Ja solucion cloroférmica de los extractos etandlicos y la
fraccion N de la cromatografia del extracto hexanico
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¢} Separacion de algunos componegntes del extracto hexanico

Cromatografia en columna del extracto hexanico

- Se montd una columna cromatagrafica de 102 ¢m de largo X 5 ¢cm de
diametro, con 453 g de gel de silice (G 60 Merck) y hexano

- Se adicionaron 6 g del extracto hexanico disueltos en hexano .

- La columna se eluyd principiando con hexanc y después aumentando la
polaridad con acetato de etilo.

- Se colectaron 273 fracciones de 50 ml y se reunieron las que tuvieron perfiles
similares en las placas de control de la separacidon {Tabla 3 )

La fraccion € (que presenté un olor agradable ) se analizd por

cromatografia de gases .

La fraccién N fué un sdlido blanco al cual se le hizo una prueba
cromogénica de  Libermann-Buchard vy se corrid una placa cromatografica
contra beta-sitosterol y lupeol como marcaderes y utilizando como eluyente
hexano- ACOEL4: 1.

d} Bioensayo.-
Se emplearon 6 peceras de 29 x 17 x 14 cm con 5 | de agua cada una, azul
de metileno y anticloro. Se dejaron reposar 24 h se les adiciond también grava y

se colocd un filtro tubular v aereacion.

En cada pecera se pusieron 10 “guppis” Lebistes reticulatus con alimento
sintético marca Tetra-Peréz, despues de 72 h se inicio el Bioensayo .
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En dos peceras se adiciond el extracto acuoso licfilizado, en otras dos el
anestésico para peces MS 222, a concentraciones iguales y 2 se dejaron para fa
prueba en blanco. Las concentraciones que se probaron fueron:

0,1,5 10, 20, 30 y 40 mg/l . En el momento de aplicacién de las substancias
{(extracto acuoso y MS-222) se suspendié |a aereacién y la alimentacion durante
24 horas.  Se hicieran observaciones inmediatamente, a los 15, 30, 60 minutos y
a fas 24 horas (Tabla 7). Ei experimento se repitié 3 veces ,hasta probar todas
las concentraciones.  En un 4° ensayo se probd una concentracion de

#0 mg/l de extracto acuoso, pero esta vez con aereacion .

e}  Obtencién de la sapogenina

Se hizo una hidrélisis del extracto acuoso liofilizado que contiene la
saponina para obtener la sapogenina y los azlcares correspondientes.
Aun gramo del extracto acuose liofilizado, se le agregaron 150 ml de
HC! 2N en Et-OH al 50% mas 100 ml de benceno y se refiujé con agitacién
por 4 hrs. Terminada la reaccion la mezcla se coloco en un embudo de
separacién y se separd la fase bencénica ( conteniendo la sapogenina ) y I2
fase acuosa ( que contenia los azlcares). La fase acuosa se extrajo con
50 m! de benceno ,3 veces , se reunigron los exiractos bencénicos , se
lavaron con 50 ml de agua destilada, 3 veces;, se secd con Na2S04
anhidro, se filtrd, se concentrd en el rotavapor, se evaporé a2 sequedad y se
pesd .
Con la fase acuosa de la reaccidn se corrid una cromatografia en  capa
delgada contra patrones para identificar el azlcar de la saponina, empleando
como eluyente CHCl3-MeOH-NHsOH 4:4:3.
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¥ RESULTADOS.

TABLA 1 .- RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS DEL LATEX SECO , A
PARTIR DE 18.86g.

EXTRACTC PESC (g} RENDIMIENTO (%)
Hexanico (en frio) 13.90 73.70
Acetonico {en frio) 0.50 2.65
Etandlico {en frio) 0.73 3.87
Etandlico (en caliente) 0.69 3.66
Acuosc (en caliente) 233 12.35

TABLA 2- PRUEBAS PARA DETERMINAR GRUPOS DE METABOLITOS
SECUNDARIOS .

Extracto Prueba Resultado

- hexanico Liberman-Burchard positivo
(verde pardo, mezcla
del verde de los

terpenos y rosa de los

esteroides.)
- fraccién N i positivo
de la columna
cromatografica
- acuoso liofilizado Molish positivo

{anillo violeta }
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TABLA No. 3

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DEL EXTRACTOQ HEXANICO DE

Sapium biloculare

Fracciones Eluyente Caracteristicas Pf Peso
°Cc {9)
1-10  (A) HEXANO No se obtuvieron
residuos de estas
fracciones
1113 (B} “ Aceite aromatico
14-18 (C) “ Aceite aromatico
19-33 (D) - .0256
Hexano-Acetato de Aceite amarillo .0091
3445 (E) Etilo 95.5
46-50  (F) Aceite amarillo .0023
“ Aceite amarillo .0048
51-63 (G
64-68 (H) - Aceite amarillo .0011
£69-72 ()] . Aceite amarillo 1728
73-81 {J) Hexano:Acetato de Aceite amarillo .0185
Etilo 90:10
82-87 {K) * Aceite amarillo .0043
“ Aceite amarillo 1131
82-96 (L)
97-101 (M) Hexano: Aacetato Aceite ambar .0694
de etilo 85:15
112-117 (N} ¢ Sélido blanco 1138
pf=122-125 °C
118-148 {O) : Aceite amarillo .8422
149-156  (P) | Hexano:Acetato de | Aceite amarillo obscuro 2.0146
Etilo 75:25
157-159 (Q) - Cera .1955
160-194 {R) | Hexano.Acetato de Cera .8952
Etilo 65:35
195-208 (S) | Hexano:Acetato de Aceite ambar .1840
Etilo 55-45
Nota : La cromatografia se continué hasta eluir con acetato de etilo 100 %

colectandose en total 273 fracciones. Todas estas fracciones fueron aceites y
ceras como las de la tabla 3 , por lo que ya no se incluyeron.
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Tabla 4 .- Componentes de la fraccidn aroméatica

extracto hexanico.

C de la cromatografia del

Compuesto Tiempo de retencién %
Alfa — pineno 3.80 3.33
Canfeno 4.90 16.22
Beta — pinenc 5.34 8.69
Limoneno 5.85 12.18
alfa ~felandrenc 65.28 4.96
Beta —felandreno 6.56 9.38
cineol (eucaliptol ) 7.61 15.24
Acetato de linalilo 16.563 3.04
Fig 1.- Placa cromatografica de la fraccién N

N .-fraccion N
S .- beta- sitosterol
L .- lupeol

Eluyente : hexano- AcOEt4: 1
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Tabia 5 . Espectrometria de la sapogenina
Resonancia magnética proténica .

Grupo funcional Senal
2- CHs 0.83
-CHa- 1.25 { intensa)
-OH 1.75
2 H+ vecinos 22y 257
a carbonilo
1-H+ base de 415
oxhidrito

Tabla 6 . _ Espectro de masas

Fragmentos

M+ = M- 18 = 362 {ion molecular)
mie = 155 - cadena de 11 Carbonos
n/e = 127 -cadena de 9 carbonos
m/e= 80 -nicleo dihidrofuranico

mie= 54 ‘iz . -
mie= 308> fragmentacion en el nicleo furanico

Aztcar de [a saponina.-El azlcar que forma la saponina se identificd como
xilosa por comparacion con patrones comidos en placa delgada.
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BIOENSAYQ:

A liempo 0 no se observé ningln cambio, a ninguna concentracion , con
ninguna substancia.

Con ef anestésico M5-222: a las concentraciones de 1, 5 y 10 mg/l tampoco
se observaron cambios en la actividad de los peces; con las concentraciones de
20, 30 y 40 mg/t , hay cambios desde los 15 minutos, hasta las 24 horas.
Conforme aumenta el tiempo de exposicién v la concentracidon disminuye la
movilidad (menor nado y movimiento de las aletas) de fodos ios peces de cada

ecera.

Con la saponina: a partir de los 15 minutos hay peces afectados en todas
las concentraciones ; Los de la concentracion de 1 mg /1 se recuperan a los 60
minutos; En las concentraciones de: 5, 10, 20, 30 y 40 mg/| , la actividad de los
peces afectados {1 6 2 por pecera) permanece disminuida, después de 24 horas
estos peces muestran poca movilidad, se van de lado y tienen la cola plegada.
Los demas peces suben a la superficie toman aire y luego bajan. Al ponerles la
bomba de aereacion después de 24 hs , se dirigen a esta y casi inmediatamente
se recuperan, no asi los peces afectados , cuya recuperacion es mas fenta.
(Tabla 7).

En el ensayo con la saponina a una concentracién 40 mgfl y aereacion No
se observaron cambios en [a actividad de los peces.
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Vi _DISCUSION

El extracto hexanico de! latex tuvo el mayor rendimiento respecto a los otros
extractos (67 % ; Tabla 1). Esta constituido printipaimente por aceites y ceras.
Dentro de los primeros se separd por cromatografia en columna una fraccidn
aromatica agradable ,con olor a eucalipto , que se analizd por cromatografia de
gases . Los componentes principales de esta fraccion fueron :canfeno , limoneno
y eucaliptol (tabla 4 ).

La fraccidn N fué un sdlido de aspecto ceroso que da prueba positiva de
Libermann-Burchard.La placa delgada de esta fraccion muestra dos producios en
la zona de mediana polaridad , uno , el menos polar, cuyo Rf corresponde con el
del lupeol , es el compuesto principal ; el otro, en mucha menor proporcién |, es
mas polar y su Rf corresponde con el del beta- sitosterol  (fig. 1 ).
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Analisis del espectro de masas_de |a sapogenina.

Con objeto de apovyar fa estructura parcial de este compuesto . propuesta
por Gonzalez y Lépez (1983), se analizé su patron de fragmentacion de masas
que corrobora la estructura fundamental , y se pudo establecer la longuitud de las
cadenas hidrocarbonadas, una de @ y ofra de 11 carbonos = quedando la
siguiente estructura definitiva

_~ (CH2) 4~ CHa

L

(CH2)t0 — CHa
HO

Del idn malecular M+ - 18 = 362, se obtieng el peso molecular de la sapogenina

que es de 380.

- 1 -




Todos los fragmentos correspondientes a la estructura propuesta se encontraron
en el espectro de masas

Del mismo modo se pudo hacer la asignacién de protones en el espectro de
resonancia magnetica .

_u2 -



Por ofra parte, la estructura propuesta estd de acuerdo con la ruta
biosintética probable.  La sapogenina es un compuesto de estructura similar a la
de las prostaglandinas {Mann, 1994} y . por consiguiente. su precursor debe ser
un &cido graso insaturado derivado del erepénico que por peroxidacion mediante
un radical perdxido, subsecuente ciclizacién a un aniflo de 5 miembros y

descarboxilacion se convierte en la sapogenina
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BIOENSAYO

Bradiey (1958} reporta que la D-L100 para peces dorados es de 0.4 ppm en 30
min , con la fraccidon acuosa del latex de Sapium biloculare , conteniendo
saponinas . En el presente bioensayo, utilizando 40 ppm de fa saponina del latex
de Sapium biloculare, |a mortalidad de los peces "guppis “ ( Lebistes reticulalus)
fué nula, aunque se observan efectos de toxicidad desde las concentracianes mas
bajas ulilizadas (1 ppm )al perder movilidad los peces. Esta diferencia puede
deberse a que los "guppis” son peces muy resistentes .

En el bioensayo, al momento de probar las substancias (saponina y
anestésico MS-222) se quitd la aereacion para evitar, por una parte, la
degradacion del compuesto y por otra por suponer que el efecto aletargador de la
saponina es debido a una deficiencia de oxigeno , io que se demuestra con la
ultima prueba donde se aplican 40 ppm de [a saponina pero con aereacién y no se
cbservan los efectos causados en los peces con la saponina aln a
concentraciones menores ,cuando no hay aereacion. (nado constante a la
superficie para respirar, pérdida del equilibrio y hundimiento).

- 4y -




VIi CONCLUSIONES

1.- El bioensayo en peces confirmé que la accién toxica de la saponina se debe a
su accién tensoactiva que ocasiona una deficiencia de oxigeno, lo que lleva a una
menor movilidad de los peces.

2.-Como resultado de la fragmentacion de la molécula de la sapogenina por
espectrometria de masas y el analisis del espectrode R M P, se propone su
estructura definitiva |, similar a las prostaglandinas y con un peso molecular de
380.

El analisis espectroscépico de |la saponina y de la sapogenina demostraron que
se obtuvieron los mismos compuestos que los obtenidos por Génzalez y Lopez
{1983).Estos autores trabajaron el latex después de 4 meses de colectado, en
tanto que en este trabajo se procesd de inmediato. Puede decirse pues que la
saponina es un compuesto estable .No asi los terpenos que con el tiempo se
polimerizan dando al latex un aspecto duro y quebradizo. El latex fresco presenta
un aspecto gomoso.

3.- Del extracto hexanico del latex se aisld un aceite aromatico cuyo componente

principal es el eucaliptol, y un sélido, mezcla de lupeol y beta-sitosterol.

Las conclusiones obtenidas fueron consistentes con los objetivos
planteados.
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