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1) INTRODUCCION 

Sapium biloculare (8. Wats.) Pax (Euphorbiaceae) conocida como “hierba 

de la flecha" es importante desde el punto de vista etnobotanico ya que, desde 

antes de la llegada de los Espafioles, el latex 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 javenes 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 tdéxicos 

(Bradley, 1956). 

Pennington (1958) cita que tanto Sapium bifoculare como Sebastiana 

pringlei son las plantas piscicidas dominantes del cafién Urique y el Rio Fuerte 

en el Noroeste de Chihuahua. 

Gonzalez y Lopez (1983) mencionan que hace unos 30 afios en algunas 

localidades del municipio de Alamos Macoyahui y otras del municipio de Navojoa, 

Sonora, en las margenes del rio Mayo, se usaban alin especies de Sapium 

biloculare, Sebastiana pavoniana y otras conocidas localmente como piscicidas. 

Entre los Tarahumaras actuaimente ya no se usan estas plantas, por |o irritante 

det latex y porque emplean otras 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 tigliano 

También se han encontrado triterpenos, flavonoides y alcaloides. 

Algunos de estos grupos y sus derivados tienen importantes efectos 
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toxicos y/d fisialégicos tales como: 

- Promocién 6 inhibicién de tumores (Aceite de Croton). 

- _ Inhibicién de leucemia. 

-  Induccién de inflamacién de la piel. 

- €nvenenamiento de peces y ganado (Evans, 1973) 

De Sapium biloculare , en particular, existen sdlo dos estudios quimicos, €1 

de Bradley (1956) y el de Gonzalez y Lopez (1983). Bradley trabajo el latex y 

separé dos fracciones, una soluble en etanol téxica para animales de sangre 

caliente y otra soluble en agua, que consideré como saponina, toxica para 

peces. No aislé ningun producto de estas fracciones. 

Gonzalez y Lopez (1983)estudiaron el latex de esta planta. Del latex de esta 

planta aislaron una saponina la cual caracterizaron mediante sus espectros de 

RMN y de IR. No determinaron espectro de Masas por lo que la formula que 

proponen es parcial y no se hizo ningtin bioensayo en peces. 

Tomando en consideracién estos antecedentes se planteo el presente 

trabajo de Tesis para completar e! estudio de ia saponina, que es interesante, 

hacer un bioensayo en peces y comparar el compuesto que se obtenga con el de 

Gonzalez y Lépez (1983), puesto que 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 : 

QObjetivo General 

Determinar el efecto en peces de la saponina aisiada del latex de Sapium 

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

masas de la sapogenina. 

QObjetivos particulares 

a) 

b) 

c) 

a) 

Obtener la saponina y su sapogenina correspondiente. 

Realizar un bioensayo para determinar su actividad en peces. 

Mediante un patron de fragmentacion de masas determinar ei Peso 

Molecular de la sapogenina y la longuitud de las cadenas hidrocarbonadas, 

para complementar la estructura propuesta. 

Hacer una separacion cromatografica del extracto hexanico obtenido del 

latex, para caracterizar algunos compuestos.



IL ANTECEDENTES 

a) HISTORICOS. 

Rusolana ,1953 (citado en Gonzalez y Lopez, 1983) , menciona que en el 

desierto de Sonora se establecieron 5 grandes zonas cuiturales. En el norte, la 

Pima: en el sur, la Seri; en el sureste, la Opata; mas al sur !os Pimas bajos y al sur 

de estos los Yoremes 6 Cachitas (Yaquis y Mayos); al Este de estas 5 culturas se 

encontraban los Apaches y mas al sur los Tarahumaras (Raramuris). 

Los primeros exploradores espafioles de! suroeste del pais reportaron el 

uso de ciertos arbustos por los nativos de esa regién, como un recurso para 

envenenar sus flechas. 

Stanley (1920-1926) refiere que Clavijero, en su “Historia de la California” 

(1789), hace mencién que “entre las pocas plantas de California hay algunas 

peligrosas; una de las cuales es cierto arbusto llamado por los espafioles de ia 

regién 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! 

tenguaje de los Opatas se conoce como “Mago” a un pequefia arbol que contiene 

un jugo mortal, este fluye al hacer una incisi6n en la corteza, con este jugo ellos 

untan las flechas por lo que se conoce esta planta como hierba de fa flecha 

refirisndose muy probablemente a Sebastiana bilocularis. 

Lewin (citado en Bradley, 1956) refiere que jos nativos malayos usan la 

sabia de Sapium indicum para aletargamiento de peces y a Sapium aucuparium 

como veneno de flechas por la accién corrosiva de su latex en los tejidos. 

Una practica muy antigua en el noroeste de Chihuahua es el empleo de 

plantas piscicidas , predominando Sapium biloculare y Sebastiana pringlei. 

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

hacer su pesca (Pennington, 1958 ).



b) BOTANICOS 

Sapium biloculare pertenece a la familia de las Euphorbiaceae la cual es una de 

la mas grandes y diversificadas de las Angiospermas; Comprende alrededor de 

8,000 especies en 300 géneros. Estas especies se encuentran distribuidas en todo 

el mundo, son predominantemente tropicales aunque también se encuentran 

distribuidas ampliamente en zonas templadas. Los dos mayores centros de 

distribucion se localizan en América y Africa. 

Presentan gran diversidad en sus habitos de crecimiento que comprende 

desde altos Arboles hasta lianas, incluyendo arbustos, hierbas anuales y 

perennes, plantas acuaticas flotadoras, siendo sdélo el habito epifito el unico que 

falta. 

Sus caracteristicas mas comunes son: Usualmente presentan latex el cual a 

menudo contiene substancias tdxicas 6 venenosas. Flores unisexuales, ovario 

suipero y comunmente trilocular, placentacién axial, fruto esquizocarpo, que por lo 

general es elasticamente dehicente (Gonzalez y Lépez, 1983.) 

Por su amplitud y diversidad de formas es una familia que presenta 

problemas para botanicos y taxénomos. 

Genero Sapium. 

El género Sapium tiene aproximadamente 120 especies y esta confinado a 

ambos trépicos, dificilmente cruza los limites geodésicos de estos. La distribucion 

actual de Sapium esta restringida a los neotrépicos y se corresponde al género 

Exoecaria del paleotrépico. Estos géneros estan muy relacionados y sdlo difieren 

por caracteristicas morfoldgicas de las flores y semillas. Las especies reportadas 

en la Republica Mexicana son: 
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Nombre comin Nombre Cientifico | Distribucién Usos 

Higuerillo bravo Sapium Sin.;Col.; 

pedicellatum 

Gro.; Jal. y Nay. 

Hierba de la flecha | Sapium biloculare |B. Cal. y Son. Latex: 

Jugo catistico y 

venenoso. 

Piscicida y veneno 

de flechas. 

Amatillo Sapium Ver.; Chis.; Antihistaminico, 

macrocarpum Mor.; y Col Latex caustico 

Latex untado 

Hierba de la flecha | Sapium Sur de Chih. Sin.; en flechas como 

apendiculatum Oax. y Pue. veneno. 

Nay.; Col.; Veneno de flechas 

Hierba de la flecha | Sapium /ateriflorum | Sin.; Oax.; 

Camp.,Tab,; 

Ver., Pue.; 

Gro. y Chis. 
  

Sapium nitidum Ver,Chis, Guatemala 

Belice y Honduras 
      Sapium schippii   Chis, Camp., Guatemala 

y Belice     
  

(Gonzalez y Lopez ,1983 ) 
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Importancia economica: 

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

los siguientes productos : 

- La tapioca 6 cassava (Manihot esculenta) es una especie préxima a ja patata 

dulce que alimenta a buena parte de la poblacién mundial (la tapioca y otras 

doce especies forman ia base alimenticia de la poblacién mundial) 

especialmente en Sudamérica, Africa e India; sus tubérculos contienen un 75- 

85% de almidén, menos de 1% de proteina, vitamina C y calcio. Una desventaja 

de la tapioca 6 cassava como alimento es que presenta un glucdésido 

cianogénico, el cual se elimina en su mayor parte a! pelar, lavar, secar al sol y 

cocinar este alimento (curiosamente es la Unica especie tdxica utilizada en 

cantidades considerables en la alimentacion ). 

- Caucho (Hevea brasilensis). Es el principal suministrador de caucho en el 

mundo. Otros géneros productores de caucho en menor cantidad son Manihot, 

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. mofucana) 

aceite de Croton (Croton tiglium) , cera de candelilla Euphorbia antisyphilitica. 

-Grasa 6 sebo vegetal de Sapium sebiferum. Rodeando las semillas de esta 

especie se encuentra sebo o grasa que es utilizado en la fabricaciaén de 

cosméticos jabones y velas y del fruto se obtiene un aceite usado en la 

fabricacién de pinturas, barnices e iluminacién . (Evans,1973; Villalobos y 

Castellanos, 1992) 

- “Petréleo”; Muchas especies de esta familia especialmente del género



Euphorbia, producen latex que es una emulsién de 30% de terpenos (de 30 - C) 

en agua y del cual obtienen gasolina de alto octano. Euphorbia lathyris ha 

sido estudiada para este fin . 

- Plantas de omato. Por ejemplo Euphorbia pulchérrima 6 * 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 

quimicamente mas de 120 especies, en su mayoria del género Euphorbia 

siendo los principales productos quimicos: triterpenoides, flavonoides y 

alcaloides. También presentan cumarinas , glucdésidos cianogénicos y 

taninos. En géneros como; Aleuntes, Croton Jatropha, Sapium, etc. se 

encuentran esteres de alcoholes diterpénicos como el forbol, resiniferonol e 

ingenol (irritantes de ta piel). En 1968 Hecker (citado por Evans 1973 ) 

aisla y propone una estructura del tetradecanoilforbolacetato O TPA ,_ el 

primer promotor de tumores aislado y el mas ampliamente estudiado 

(Evans ,1973.) 

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

estructuras quimicas) es el de Bradley (1956) quien reporta que las hojas 

de Sapium biloculare no son toxicas para el cuyo y que el latex es toxico



para animales de sangre caliente y peces. 

En latex encontré este autor: 

-Una resina soluble en etanol toxica para animales de sangre caliente. Su 

acci6n fisioldgica consiste en una pérdida general de control muscular (0.5 

a 1 mg por libra es fetal 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 Ia siguiente composicién: 

% 

Resina toxica 25 
Resina no téxica 30 
Grasas yaceites 12 
Proteinas 10 
Saponinas 20 
Gomas 2 

Cenizas 1 

100 

En la siguiente Tabla se mencionan jos compuestos encontrados en el 

Género Sapium . 

- 10 -



  

aid e] 
OP UIE Sauces ap A seuewny 

  

  

   

  

  

  

    

  

  

  

  

  

              

soas suempy 
seyenbe\d ap uoisefei6e uesneg ww sojn4 a 49'9g euxojideg wnoipur S$ L861 Asuojel 

9 *g eunxouides- 
sofauoo ap A seuewuny seyenbejd sounp sueAy 

ap ugineBasbe owns Ise ‘sosayweu ~eUUE oye]89e E| fOquEy winaiput 'S A UOsweljlia 
Ua [ald ap UODeIW BaNPolg WW song] -ounweyjew-u)-O-Z1 _Q eulxojudes - e861 

‘OVEISIE-E |-[OOFXOIIY 
-G-IXOSEPIP-0Z'p-(loUaHI'g'pesep 

u) -O-%+ Quauides-—- 
OVee9eR-E |, 

~JOQUOJIXOIPIY -G-tXOSEp-p- (JlOVALI 
sonp| -9'y'Z-e0ap-u)-O-Z1 g euojudeg = - 
-eWU! o1eja0e -¢ joqayIxosap~ yp -(jousTy anyesy 

1 soy | 9'p'Z-298p-u)-O-Z}-y Bulxqquides - wingiput § Z86L A sohey 
let us ugioelusy 

OAIA U8 PEpIANOe Ns Bsjsanwep as 
anb |@ Yoo N OpUa!Ua}UOD jOquO} jap 

Opealap Jawiud a sa oysendwoo sounp JOquoyxOSep-f-[NEIe O-E | 
@ysy 'BIpu] e] Ua Eproouds Anw -ewL (qt0z anjeg, 

epioosid A esouauaa ejue|d Bun sy I SONY | -uaqouIWeHOW-N}O-Z) YW eulxoyuides- wingipur °§ Le6L Asokey 
tl “(ouadiaty) Z UNeDoeq 

ez GOlQUN|e -IxoJae -E OpPIOR JOJeXese} JBYSEN 
-8vOD "BUOJOXBIE }- winjeaaeg ‘S 2264 Aeues 

SOHey 
Aez COlOUNGjemojece oploy winjeaaceg °S SGZ61| BISA A key 

“209 i 

I ez coibele jewip-o-¢'¢ opioy | wnyoyejuaina ‘s 6961 BUSI 
-eHOD 

ep 
sauoloeaiasqg | eynuuoy | -ejdwa ajsadsg ouy sony 

oped sooiumnb sojsendwo5 
  

uinideg o13u96 ja ue sopezjuoaua sooiwinb sojsandwoy  



  

  

seloy 

   
   

  

    

  

  

  

  

    

euousdn| 

sewey A BUOUSLEOOID JOUSLEO/AID '|O1a}SOUS 
dry osesB oe ‘}osay}soys 

‘joadn| ‘euouadny : souriney 

ezapop ‘yensnul ouadueyp un jopi6u(g shy 

n oejsAyoed § 
ealee sepiwe sey (pA wn aiacdnyer 

Boly B}SOD US SEPLIDE|OO SEIUL|d aed souesney sol (Z A | -oppiBu'S £661 “sWa!s 

SOUBWUNY 
SOISE|GOUl US Ueg-3 |ewtA eWOUEb| 1X 
lap ugisaudxe eB] ua 6}sisuod: oue!/BN, jourjepauyde - 

lap sopeauiap souediayp 50] OWS  ouedeyuy 

sbaiuinb seueysqns sod sasown} x ‘opisgonjG | uNouenb -epiouoaey - 
ap ugisowod e| Jepayap eed seioy {youe}sJow A euOUa}es0W 4ojoasip S$ pois 

oO colhgioiq oAesua) eg-uie}sdQ xl soe} |ouadsayy} =~ ~UNapay : OUSduaWy = - eZ6b Asueaj 

SNUIA SO] BP PEPIANO? Ej UsaNpU| seloH oue!|6) jap sopeauag| unayqes s 

OYEISOL-g | -fOqIOJXOIPIY 
-QL-1XOSSP-BIIE-p-|OUBDSPOP-O-ci 

LOVEFSOE EL JOCUOSXOIPIY 
-Q)-KOsep-Byfe-y JOUEXEY-O-Zb Ef 

“oveye0e 

Eb lOquoyxosapeyep {OURXSY-Q- 2} % 
“OVEISIB UOSWEHIAA, 

QUA a BHO}eWeyUIOId) IA} sewwes Eb lOQuos|xouply-g}-iKOSEP-p -O- Zh “L A okey 

pepiajoe aual) | oysandwos j3 Aseioy aubsul § €86l 

(ele 

Buouayol e| sohay ua 

anb oanoe seul SaoaA p O}SeNdWoo- 1A JOQLO§ Sp JOISSIP EL 'Z)- Opeyd) yplu 

wnguodelS -YOS RUBIN 

ouz!|6n fap SopeAap saiayse-} A A euiuides— eye -p aprojed|y- | wnaipur’ 'S Ze61 
ee 

SPYOSY ep OLAUBA OWOD EpezyN winioy sekay 

‘COME UA BpeZIIEOO} EWeId| —_At| _xeIeT| |oqio5 Ep CdIseq OBjONU UCD OUEdJaIIC- wees Z964 
             



FORMULAS DE ALGUNOS COMPUESTOS 

INCLUIDOS EN EL CUADRO ANTERIOR. 
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S< cH3 
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|. Ac. 3,3-0-dimetilelagico 

8B 
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IV.- Diterpens con nucieo basico de forbot 
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WH OH HK 
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Vil-Derivados de farbol
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También de Sapium biloculare , Gonzalez y Lopez (1983 ) repostan los siguientes 

compuestos . 

Del latex : 

« Una 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 formula parcial ,de estructura similar 

a las prostaglandinas ( no se da Peso Molecutar ni longuitud de las cadenas 

laterales del anillo.) 

De la corteza : 

« Una fraccién triterpénica ( mezcia de lupeol y taraxasterol ) 

e Un esteroide de estructura no determinada 

e Un producto para el cua! se propone , con base a la informacion que se tiene la 

formula tentativa de poliéter glicidico de inositol con un anillo ciclohexanico y 

uno piridinico. 

« Uncompuesto similar al anterior sin aniilo piridinico y con un azucar 
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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 grupos 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 

y/o muerte de los peces. Algunos de nuestros medicamentos y piscicidas de uso 

comun en la actualidad son fruto de los conocimientos de estos grupos, como los 

glucdsidos cardioténicos derivados de plantas que fueron usadas como veneno 

de flechas ,como el curare y el piscicida de uso mas frecuente en pesquerias, la 

rotenona, que es un derivado de plantas ictiotéxicas, como en especies del 

género Derris, entre otras. 

La diversidad de plantas empleadas como piscicidas , asi como cantidad 

empleada etc. es enorme, Como una muestra de esta diversidad estan los 

trabajos de Thevesia (1987 ) quién aporta un sumario de 92 plantas, 

pertenecientes a 49 familias, usadas en pesca tradicional en Nepal, india. 

Menciona el nombre comun, 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) ej 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 otros 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 Unicamente 2 kg vienen de la pesca 

(Sitpachi 1980 , citado en Thevesia 1987) . 

Moretti y Grenand (1981) presentan el nombre de 25 plantas ictiotdxicas 

pertenecientes a 9 familias, de !a 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 criollos y amerindios 

para plantas ictiotoxicas de las Familias Compositeae y Euphorbiaceae. 

Mencionan que la rotenona y sus derivados tienen el efecto de asfixiar los 

peces, "actlian sobre todos los animales bloqueando la respiracién a nivel de 

mitocondrias; los animales de sangre fria son mas sensibles porque no presentan 

un revestimiento cutaéneo de proteccién, actua en pequefias concentraciones 

(p.p.m) y tiene la ventaja de ser inofensiva para el Humano.” 

Para las saponinas mencionan que modifican la tensién superficial del 

agua y bloquean el intercambio gaseoso a nivel de las branquias de los peces: los 

peces mueren por asfixia. Ademas de su conocida actividad hemolitica las 

saponinas presentan propiedades secundarias que les confieren una cierta 

toxicidad. 

Gonzalez y Schenkel (1987) menciona plantas ictiotoxicas conocidas en 

Sudamérica desde tiempos antiguos: De la Familia. Sapindaceae, los géneros 

Sapindus, Serjania, y Paulinia, de la Familia Euphorbiaceae, {os géneros - 

Tephrosia, Derris, Lonchocarpus, de la Familia Leguminoseae-Papilionoideae : 
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Ateleia glasioviana y de las Sapindaceae : Thinouia coriaceae . De estas 2 

ultimas 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 

(serjandésidos 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 actta inhibiendo la NADH deshidrogenasa 

bloqueando la cadena respiratoria. Por otra parte los serjandésidos 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 bioensayo con “guppis” produce nado irregular a fos 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 téxicos observados después de su aplicacién son 

indicativos de un pobre intercambio de oxigeno, al mismo tiempo se afectan la 

presién sanguinea y la tasa respiratoria y cardiaca . Se sabe que las saponinas 

son drogas hemoliticas, esto explicaria la hipotensién y cianosis observada, pero 

se propone que la toxicidad no sea resultado unicamente de su actividad 

hemolitica. Enestudios /n vitro, con diafragma de ratén incubado con 25-100 

microgramos /ml se desarrollan contracciones proporcionales a la concentracién 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 serjandésidos son 
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Se mencionan a continuacién estas plantas piscicidas: 

Familia 

Amarillidaceae 

Compositae 

Hicoriaceae 
Rutacea 

Umbellifearae 
Compositae 

Juglandaceae 

Leguminoseae 

Poligonaceae 

Rosaceae 
« 

Euphorbiaceae 

Compositae 
lridaceae 

Compositae 
Leguminoseae 

Compositae 
Liliaceae 
Compositae 

Nombre 

Agave bicomuta 
Agave lechugilla 

Agave schotti 
Agave sp 

Bacharis glutinosa 

Cacalia decomposita 
Carya illinoensis 
Casimiroa edulis 

Casimiroa sapota 
Conium maculatum 
Dyssodia_anomala 
Gilia macombii 

{pomopsis thurbi 
Juglans rupestris 
Ligusticum porter! 
Mimosa dysocarpa 

Poligonum pennsilvanicum 

Poligonum punctatum_ 
Poligonum sp. 
Prunus capuli 
Prunus persica 

Purshia tridentata 

Sapium biloculare_ 
Sebastiana pringiei 
Senecio _hartwegit 
Sisirynchium anizonicum 
Stevia salcifolia 

Tephrosia leiocarpa __ 
Tephrosia talpa 
Viqueria decurrens 

Yueca decipiens _ 
Zexmenia podocephala 

-21- 

Parte empleada 

taices y hojas 

raices y hojas 

raices y hojas 
raices y hojas 

hojas y tallos 
planta entera 
hojas y corteza 
planta entera 
planta entera 
raices 
taices 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, despolarizacién de la membrana y hemdlisis 

también se presentan en mamiferos 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. 

Segin 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 fuertemente con compuestos de la membrana , 

principalmente colesterol , aumentando su permeabilidad lo que ocasiona en 

peces el dafio observado en las células de! epitelio branquial 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 toxicidad de la 

saponina sino también a un choque osmdtico ya que, cuando se iguala la 

concentracién de sales del medio con la del plasma se observan las mismas 

lesiones de una exfoliacién producida en una solucién hipoténica de saponinas , 

pero el animal sobrevive mas tiempo , generaimente mas de 24 hs . 

Finalmente, Pennington (1958) comenta que “la estupefacién de peces es 

practicada durante todo el afio por los Tarahumaras del oeste de Chihuahua, 

México, pero es especialmente importante en los meses de marzo y junio, cuando 

las reservas de alimento son escasas. En estas areas se reporta el uso 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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lit UBICACION TAXONOMICA 

DIVISION Embriophyta siphonogama 

SUBDIVISION Angiospermae 

CLASE Dicotyledonae 

ORDEN Geraniales 

FAMILIA Euphorbiaceae 

GENERO Sapium 

ESPECIE Sapium biloculare (S. Wats, ) Pax 

Sapium biloculare var. Biloculare * 

* Clasificacién segun Engler (citado en Stanley, 1920-1926) 

a) Descripcién especifica de Sapium biloculare (S. Wats) Pax. 

Arpusto 6 arbol pequefio de 6 m de alto, corteza de color canela o 

grisacea, hojas glabras y lisas; estipulas de cerca de 1 mm de largo , 

peciolos de 1-6 mm de largo, laminas lanceoladas de 5 - 15 cm de largo y 

3-5 cm de ancho, ligeramente glandulares, aserradas, de agudas a 

obtusas en al apice, obtusas en la base. 

Espigas de 1a 4 cm de largo, bracteas anchas y ovaladas; inflorescencias 

masculinas de 3 a 7 flores; estambres 2 a 3; flores femeninas con 2 léculos. 

Esquizocarpo de cerca de 1 cm de largo y anchamente ovado, agudo hacia 

et Apice, liso; semillas sin carunculo de 6 a 7 mm_ tan largas como anchas, 

pardo obscuras. 
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b) 

c) 

Géneros mas cercanos 
  

Los géneros mas cercanos son Sebastiania y Stillingia, ya que 

morfolégicamente son muy parecidos y las diferencias son basicamente por 

las bracteas de la inflorecencia y tas glandulas del peciolo, en cuanto a 

numero y situacién de las mismas . 

Sebastiania tiene semillas carunculadas, Stillingia y Sapium no las tienen; 

en Stillingia, por lo general , las flores femeninas son solitarias y en Sapium 

se pueden presentar en grupos. 

Ubicacion geografica 

Sapium biloculare se encuentra en la zona baja del desierto de 

Sonora, en la regién de Maricopa, Arizona y a través de areas del desierto 

de Sonora y Saja California; florece y fructifica de Marzo a Noviembre. Los 

arbustos o arboles pequefios estan comunmente dispersos, se localizan en 

laderas rocosas y ocasionalmente en suelos pianos, entre los 300 a 600 ms 

nm alo largo de pendientes y suelos arenosos de lechos de rios secos. 

El tipo de vegetacién que se encuentra en la zona de colecta es un bosque 

Xerdfite, como el que se localiza en la parte meridional de baja California Sur, 

en altitudes entre 500 a 1000 msnm. 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 climaticos cabria en Bosque espinoso. 

Entre las especies dominantes de este tipo de vegetacién, se encuentra 

Lysiloma , Jatropha, Cyrtocarpa edulis, Bursera laxiflora, Senna atomaria, 

Sapium biloculare, Busera microphylla, Flumeria acutifolia, Yucca sp, 

(Rzedowski, 1978.). 

d) Ubicacién de la zona de colecta 

El material de estudio se recolecté6 a 16.5 Km al NO de Tezopaco, por la 

carretera Tezopaco Movas a unos 300 m del camino, sobre el lecho de 

un arroyo seco. El pueblo de Tezopaco se encuentra a aproximadamente 

50 Kms al NE de Ciudad Obregén ,Sonora. 

Caracteristicas climaticas - Tipo: BS hw; clima seco B, subtipo semiseco 

(BS), con lluvias de verano y precipitacién entre 5 y 10 mm anuales. 

La precipitaci6n media anual en la zona es de 500 a 600 mm durante mas 

de 30 afios. En la estacién 26-140, la mas 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 la estacién 26- 140 es de 21.5 °C 

Altitud de la localidad de recolecta entre 200 y 600 ms nm (Atlas del 

medio fisico, 1979). 
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WV _MATERIAL Y METODOS. 

a) 

b) 

  

Recoleccion del material . 

El latex se recolecté de arboles jévenes al NO de Tezopaco, cerca de 

Ciudad Obregén, Sonora. 

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

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

un frasco y se congeld. 

Extraccion 

El Jatex se trabajé inmediatamente. Se descongelé, se secé sobre bafio de 

vapor y debido a que su aspecto era gomoso se modificé el sistema de 

extraccién selectiva empleada por Gonzalez y Lépez (1993). La extraccién 

se empezo con hexano y se continud con acetona, etanol y finalmente 

agua. 

Extracto_hexanico 

El latex seco se extrajo 3 veces con 100 mi de hexano durante una hora en 

frio, El extracto se concentré en el rotavapor, se evaporé a sequedad y se 

peso . 

- 26-



Extracto acetonico 

Después de la extraccién hexanica, el residuo sdlido en forma de polvo se 

extrajo con 75 mi de acetona, en frio; durante 8 h 3 veces (con agitacién 

magnética); El extracto aceténico se concentré en el rotavapor, se llev6 a 

sequedad y se peso . 

Extracto etandlico. 

El residuo sélido proveniente de ia extraccién aceténica , se extrajo con 75 

mi de etanol, en frio, durante 8 h 3 veces y se filiré. El extracto se 

concentré en el rotavapor, se evaporé a sequedad y se peso . 

El residuo sdlido, de la extraccién etandlica anterior se extrajo a reflujo con 

400 mi de etanol durante 8h 3 veces. En el extracto etandlico se formd un 

precipitado blanquizco el cual se separé filtrando al vacio y se colocé en el 

desecador. El filtrado se concentré enel rotavapor, se evaporé a sequedad 

yse peso. 

Extracto Acuoso 

E! residuo sdlido de la Ultima extracci6n etandlica se llev6 a reflujo con 100 

mi de agua durante 8h , 3 veces. Se filtré y posteriormente se liofilizd. 
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DIAGRAMA DE EXTRACCION. 
  

LATEX SECO 

HEXANO 

/o™ 
EXTRACTO HEXANICO RESIDUO SOLIDO 

_ 

ACETONA 
a oe 

EXTRACTO ACETONICO RESIDUO SOLIDO 

ETANOL 

a 
EXTRACTO ETANOLICO RESIDUO SOLIDO 

a 

ETANOL (a reflujo) 

EXTRACTO ETANOLICO esos 

“T (a reflujo) 

mye 

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

Las pruebas para grupos de metabolitos secundarios se efectuaron con et 

propésito de identificar solamente glicésidos en el extracto acuoso ( saponinas ) y 

terpenos en el extracto hexdanico y la fraccion cromatografica N de este ,la Unica 

que fué sdlida y se trabajé. 

Prueba de Molish para glucdésidos : 

En un pequefio tubo de ensaye se mezclé 1 mg de extracto acuoso con 2 gotas 

de solucién al 5 % de alfa- naftol en etanol y por la pared del tubo se resbalé 

acido sulfurico concentrado . 

Prueba de Liberman -Burchard para terpenos y esteroides 

Se mezclé 1 ml de anhidrido acético y t ml de cloroformo, se enfriarona O° Cy 

se les afiadié una gota de Acido sulflrico concentrado. Un mi. de este reactivo se 

puso en contacto con a solucién cloroférmica de los extractos etandlicos y la 

fraccion N de la cromatografia del extracto hexanico 
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c) Separacion de algunos componentes del extracto hexanico 

Cromatogratia en columna del extracto hexanico 

- Se montd una columna cromatagrafica de 102 cm de largo X 5 cm de 

didmetro, con 453 g de gel de silice (G 60 Merck) y hexano 

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

- a columna se eluyo principiando con hexano y después aumentando la 

polaridad con acetato de etilo. 

- Se coléctaron 273 fracciones dé 50 mi y se reunieron las que tuvieron perfiles 

similares en tas placas de control de la separacién (Tabla 3 ) 

La fraccion C (que present6 un olor agradable ) se analiz6 por 

cromatografia de gases . 

La fraccién N fué un sdlido blanco al cual se le hizo una prueba 

cromogénica de Libermann-Buchard y se corrié una placa cromatografica 

contra beta-sitosterol y lupeol como marcadores y utilizando como eluyente 

hexano- AcOEt 4.1. 

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 colocé un filtro tubular y aereacion. 

En cada pecera se pusieron 10 “guppis’ Lebistes reticulatus con alimento 

sintético marca Tetra-Peréz, después de 72 h se inicié el Bioensayo . 
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En dos peceras se adicioné ei extracto acuoso _liofilizado, en otras dos el 

anestésico para peces MS 222, a concentraciones iguales y 2 se dejaron para la 

prueba en blanco. Las concentraciones que se probaron fueron: 

0, 1, 5, 10, 20, 30 y 40 mg/l . En el momento de aplicacidn de las substancias 

(extracto acuoso y MS-222) se suspendié la aereacién y la alimentacién durante 

24 horas. Se hicieron observaciones inmediatamente, a los 15, 30, 60 minutos y 

alas 24 horas (Tabla 7). El experimento se repitid 3 veces |hasta probar todas 

las Concentraciones. En un 4° ensayo se probé una concentracién de 

WO mg/l de extracto acuoso, pero esta vez con aereacién . 

e) Obtencidn de la sapogenina 

Se hizo una hidrdlisis del extracto acuoso liofilizado que contiene la 

saponina para obtener la sapogenina y los azlicares correspondientes. 

Aun gramo del extracto acuoso 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 reaccidn la mezcla se colocd en un embudo de 

separacién y se separdé la fase bencénica ( conteniendo la sapogenina ) y la 

fase acuosa ( que contenia los azticares). La fase acuosa se extrajo con 

50 ml de benceno ,3 veces , se reunieron los extractos bencénicos , se 

lavaron con 50 ml de agua destilada, 3 veces; se secd con Na2SOs 

anhidro, se filtr6, se concentré en el rotavapor, se evaporé a sequedad y se 

peso. 

Con la fase acuosa de la reacci6n se corrié una cromatografia en capa 

delgada contra patrones para identificar el azuicar de la saponina, empleando 

como eluyente CHCl3-MeOH-NH4OH 4:4:3. 
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V RESULTADOS, 

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

EXTRACTO 

Hexanico (en frio) 

Acetdonico (en frio) 

Etandlico (en frio) 

Etandélico (en caliente) 

Acuoso (en caliente) 

PESO (g} 

13.90 

0.50 

0.73 

0.69 

2.33 

RENDIMIENTO (%) 

73,70 

2.65 

3.87 

3.66 

12.35 

TABLA 2.- PRUEBAS PARA DETERMINAR GRUPOS DE METABOLITOS 

SECUNDARIOS . 

Extracto 

- hexanico 

- fraccién N 

de la columna 

cromatografica 

- acuoso liofilizado 

Prueba 

Liberman-Burchard 

Molish 
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Resultado 

positive 

(verde pardo, mezcla 

del verde de los 

terpenos y rosa de los 

esteroides.) 

positivo 

positivo 

(anitlo violeta )



TABLA No. 3 

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DEL EXTRACTO HEXANICO DE 
Sapium biloculare 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              

Fracciénes Eluyente Caracteristicas Pf Peso 

°C (g) 
4-10 (A) HEXANO No se obtuvieron 

residuos de estas 

fracciones 
14-13, (B) ‘ Aceite aromatico 
14-18 (C) ‘ Aceite aromatico 
19-33 (D) ‘ .0256 

Hexano-Acetato de Aceite amarillo 0091 
34-45 (E) Etilo 95.5 

46-50  (F) Aceite amarillo .0023 
“ Aceite amarillo -0048 

163 (G 
64-68 (H). ‘ Aceite amarillo 00114 
69-72 0) ‘ Aceite amarillo 1728 
73-81 (J) Hexano:Acetato de Aceite amarillo .0185 

Etilo 90:10 

82-87 (K) ‘ Aceite amarillo 0043 
. Aceite amarillo 4131 

82-96 (L) 
97-101 (M) Hexano: Aacetato Aceite ambar 0694 

de etilo 85:15 * 
442-447 (N) . Sdlido blanco 1438 

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 Jas de la tabla 3 , por lo que ya no se incluyeron. 
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Tabla 4 .- Componentes de la fraccion aromatica C de la cromatografia del 

extracto hexanico. 

  

  

  

  

  

  

  

  

            

Compuesto Tiempo de retencion % 

Alfa — pineno 3.80 3.33 

Canfeno 4.90 16.22 
Beta — pineno §.34 8.69 
Limoneno 5.85 12.18 

alfa ~felandreno 6.28 4.96 
Beta ~felandreno 6.56 9.38 

cineol (eucaliptol ) 7.61 15.24 
Acetato de linalilo 16.53 3.04 

Fig 1.- Placa cromatografica de la fraccién N 

N .-fracci6n N 

S$ .- beta- sitosterol 

L .- lupeol 

Eluyente : hexano- AcOEt 4: 1 

  

 



Tabia § . Espectrometria de la sapogenina 

Resonancia magnética proténica_. 

  

Grupo funcional Sefial 
2- CHs 0.83 

-CH2- 4.25 ( intensa ) 

-OH 4,75 

2 H+ vecinos 2.2 y 2.57 
a carbonilo 

1-H+ base de 4.15 

oxhidrito 

Tabla6 .__Espectro de masas 

Fragmentos 

M+ = M- 18 = 362 (ion molecular ) 
mie = 155 - cadena de 11 Carbonos 
m/e = 127 -cadena de 9 carbonos 
mie= 80 -nticleo dihidrofuranico 
mie= 54 
mle= >) fragmentacién en el ndcleo furanico 

Azucar de la saponina.-E] azucar que forma la saponina se identificd como 
xilosa por comparacion con patrones corridos en placa delgada. 
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BIOENSAYOQ: 

A) tiempo 0 no se observé ningun cambio, a ninguna concentracién , con 

ninguna substancia. 

Con el anestésico MS-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/l, hay cambios desde los 15 minutos, hasta las 24 horas. 

Conforme aumenta el tiempo de exposicién y la concentracién disminuye la 

movilidad (menor nado y movimiento de las aletas) de todos los peces de cada 

ecera. 

Con {a saponina: a partir de los 15 minutos hay peces afectados en todas 

las concentraciones ; Los de la concentracion de 1mg/I se recuperan a los 60 

minutos; En las concentraciones de: 5, 10, 20, 30 y 40 mg/l , 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 iado y tienen la cola plegada. 

Los demas peces suben a fa superficie toman aire y luego bajan. Al poneries la 

bomba de aereacién 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 sapenina a una concentracién 40 maf y aereacién No 

se observaron cambios en la actividad de los peces. 
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Vi DISCUSION 

El extracto hexanico del latex tuvo el mayor rendimiento respecto a los otros 

extractos (67 % | Tabla1}. Esta constituido principalmente por aceites y ceras. 

Dentro de los primeros se separé por cromatografia en columna una fraccién 

aromatica agradable ,con olor a eucalipto , que se analizé por cromatografia de 

gases . Los componentes principales de esta fraccién fueron :canfeno , limoneno 

y eucaliptol (tabla 4 ). 

La fraccion N fué un sdlido de aspecto ceroso que da prueba positiva de 

Libermann-Burchard.La placa delgada de esta fraccién muestra dos productos en 

{a zona de mediana polaridad , uno , el menos polar, cuyo Rf corresponde con el 

del lupeol , es el compuesio principal ; el otro, en mucha menor proporcién , es 

mas polar y su Rf corresponde con el dei beta-sitosterol (fig. 1 ). 
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Analisis del espectro de masas_de la sapogenina. 

Con objeto de apoyar la estructura parcial de este compuesto . propuesta 

por Gonzalez y Lopez (1983), se analiz6 su patron de fragmentacién de masas 

que corrobora ta estructura fundamental , y se pudo establecer la longuitud de las 

cadenas hicrocarbonadas, una de 9 y otra de 11 carbonos , quedando la 

siguiente estructura definitiva : 

7 (CH2) 5 CH 

LL   
(CH2)i0 — CH3 

HO 

Del i6n molecular M+ - 18 = 362, se obtiene el peso molecular de la sapagenina 

que es de 380. 

-~ ate



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 magnética . 
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Por otra parte, la estructura propuesta est4é de acuerdo con la ruta 

biosintética probable. La sapogenina es un compuesto de estructura similar a ta 

de las prostaglandinas (Mann, 1994) y . por consiguiente. su precursor debe ser 

un acido graso insaturado derivado del crepénico que por peroxidacion mediante 

un radical peroxido, subsecuente ciclizaci6n a un anillo de 5 miembros y 

descarboxilacién se convierte en la sapogenina 

poy NNN, COOH 

SS 
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BIOENSAYO 

Bradley (1956) reporta que la D-L100 para peces dorados es de 0.4 ppm en 30 

min , con la fraccién acuosa del! latex de Sapium biloculare , conteniendo 

saponinas . En el presente bioensayo, utilizando 40 ppm de la saponina del latex 

de Sapium biloculare, la mortalidad de los peces “guppis “ ( Lebistes reticulatus) 

fué nula, aunque se observan efectos de toxicidad desde las concentraciones mas 

bajas utilizadas (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, fa 

degradacién de! compuesto y por otra por suponer que el efecto aletargador de la 

saponina es debido a una deficiencia de oxigeno , lo que se demuestra con la 

ultima prueba donde se aplican 40 ppm de la saponina pero con aereacién y no se 

observan los efectos causados en los peces con la saponina atin a 

concentraciones menores ,cuando no hay aereacién. (nado constante a la 

superficie para respirar, pérdida del equilibrio y hundimiento). 

~ ay - 

 



Vil CONCLUSIONES 

1.- El bioensayo en peces confirmé que la accién téxica 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 fragmentacién de la molécula de la sapogenina por 

espectrometria de masas y el andlisis del espectro de RMP, 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 Gdénzalez y Lopez 

(1983).Estos autores trabajaron el latex después de 4 meses de colectado, en 

tanto que en este trabajo se procesé 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. EI latex fresco presenta 

un aspecto gomoso. 

3,- Del extracto hexanico del latex se aislé un aceite aromatico cuyo componente 

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

Las conclusiones obtenidas fueron consistentes con {os objetivos 

planteados. 
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