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RESUMEN. Se ha efectuado el analisis por cromatografia gaseosa de los componentes
volitiles de hojas y tallos frescos del “mataojo” (Pouteria salicifolia (Spreng.) Radlk.),
comparandose las eficiencias de los métodos de extraccién por destilacion por arras-
tre con vapor de agua y de muestreo estitico de la cdmara ocupada por el vapor en
equilibrio con el material (“Headspace Analysis”, HSA) a 80 + 2 °C. Se utilizaron una
columna rellena con “Porapak Q” y otra capilar de silice fundida con metilsilicona
como fase estacionaria. La retencién cromatografica de los componentes volatiles fue
expresada por medio de diagramas (perfiles cromatograficos), que constituirian una
forma apropiada para diferenciar material proveniente ya sea de hojas como de tallos
del mismo vegetal. Tanto el residuo seco del extractivo bencénico como el destilado de
hojas frescas de Pouteria salicifolia poseen componentes con efectos histaminérgicos:
producen irritacién de la conjuntiva y broncoespasmo en cobayos, hipotension en co-
nejos y tienen accion espasmédica sobre ileon distal de cobayo, efectos que son
bloqueados por la accién del clorhidrato de difenhidramina.

SUMMARY. “Gas Chromatographic Analysis and Pharmacodynamic Action of Volatile
Compounds of “Mataojo” (Pouteria salicifolia (Spreng.) Radlk.).” The volatile compo-
nents of fresh leaves and stems of “matacjo” (Pouteria salicifolia (Spreng.) Radlk.) have
been studied to contribute to their gas-chromatographic characterization. Efficiencies of the
following methods of separation employed were evaluated: steam distillation and Static
Headspace Analysis (HSA) at 80 + 2 °C. A packed column of “Porapak Q”, and a silica
fused capillary column with methylsilicone as stationary phase were employed for the
analysis by gas chromatography. The retention data corresponding to the volatile com-
pounds were represented by imeans of chromatographic profiles, which would constitute a
suitable way to differentiate leaves and stems of the same vegetal. Both the residue of the
bencenic extractive as the distillate obtained from leaves of Pouteria salicifolia shows a
definite histaminergic action: causes eye irritation and bronchial spasm in guinea pigs, arte-
rial hypotension in rabbits, and spasmodic action on guinea pig distal ileon, all the effects
being counteracted by difenhydramine chlorhydrate.
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INTRODUCCION

Pouteria salicifolia (Spreng.) Radlk. (Sapotaceae), n.v.: “mataojo”, es un arbol
que forma parte de la flora del litoral fluvial de las Provincias de Buenos Aires,
Santa Fe, Entre Rios, Corrientes y Misiones (Argentina), como asi también de algu-
nas regiones del Paraguay, Brasil y de la Republica Oriental del Uruguay.

En 1919 Dominguez et al. consignan la presencia de peroxidasas *. Con pos-
terioridad, Meyer describi6 detalladamente las caracteristicas morfolégicas de la
planta y sus partes constitutivas 2. Por otra parte, informaciones provenientes de la
etnobotdnica y de la practica oftalmoldgica dan cuenta de que los obreros encar-
gados de su desmonte acusan frecuentes sintomas irritativos en sus ojos, probable-
mente causados por emanaciones provenientes de los cortes practicados en el ve-
getal. Ya en el ano 1882 Hieronymus 3 informé que el humo que se producia al
quemar la madera de ese vegetal dafaba los ojos, dato que fue posteriormente co-
rroborado por Burkart 4 en conversaciones mantenidas con nativos de nuestro del-
ta paranaense.

En Paraguay se considera que el litex del “mataojo” produce ceguera, lo que
justifica su nombre vulgar. Sin embargo, en el sur de Brasil su corteza se emplea
en medicina folklodrica, reconociéndosele efectos hemostiticos y en la disenteria,
probablemente por su contenido en taninos; ademis, pobladores de las Provincias
de Santa Fe y de la Mesopotamia argentina lo utilizan como cicatrizante. Sin em-
bargo, no se han caracterizado hasta el presente los componentes volitiles de este
vegetal, que a temperaturas cercanas a la ambiente podrian ser las responsables
de la mencionada accioén irritativa. :

En nuestro pais los miembros de la familia Sapotaceae, cominmente caracte-
rizados por la presencia de litex en sus hojas y tallos, estin representados por ar-
boles o arbustos que viven cercanos a rios y arroyos, cultivindoselos como orna-
mentales. En la Argentina crecen tres especies de Pouterta, de las cuales en el pre-
sente trabajo se han estudiado los componentes volatiles de Pouteria salicifolia
(Spreng.) Radlk. por cromatografia gaseosa, ensaydndose también su accién hista-
minérgica, en razén de la mencionada accién irritativa.

MATERIAL Y METODOS
Material Vegetal .

Se emplearon hojas y tallos de Pouteria salicifolia obtenidos de plantas en
estado vegetativo, recogidas en el sur de la Provincia de Entre Rios durante el pe-
riodo enero-marzo de 1989. El material fue comparado para su identificacién con
ejemplares del Herbario del Museo de Botdnica y Farmacognosia “Carlos Spegazzi-
ni” de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata, Ar-
gentina, donde se depositaron duplicados del mismo.

Las hojas y los tallos fueron desecados en estufa con circulacién de aire a 38-
40 °C. Luego las hojas se molieron hasta llegar a una granulometria final semejante
a la de la yerba mate doméstica y los tallos (didm. ca. 8-9 mm) se cortaron en tro-
zos (long. ca. 3-4 cm).
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Métodos de extraccion y de andlisis de los componenies voldtiles

Desttlacion por arrastre con vapor de agua

En este caso se efectudé una posterior extracciéon de la fase acuosa resultante
con solventes de distintas caracteristicas fisicoquimicas (benceno, n-hexano y ace-
tato de etilo). Asimismo se realizé la extraccién de los componentes volitiles utili-

zando un dispositivo de vidrio Pyrex 5 (Fi-
gura 1), el cual permitié en una Gnica ope-
racién (que no demanda mis de 1 hora de
trabajo) destilar por arrastre con vapor de
agua y extraer simultineamente con un
solvente apropiado (ca. 0,2 mD) compo-
nentes de la muestra del material analizado
(ca. 500 mg).

En este caso el liquido extractante tie-
ne que poseer una densidad menor que la
del agua y su tiempo de retencién como
asi también de sus impurezas presentes co-
mo trazas, en las condiciones de los anali-
sis cromatograficos que se realicen con
posterioridad, no conviene que sea cerca-
no al de ninguno de los componentes vo-
latiles del vegetal, ya que estos se encuen-
tran presentes en concentraciones relativa-
mente muy bajas. Ademids, el funciona-
miento de este dispositivo requiere la cir-
culacién de agua a 3-4 °C, lo cual contribu-
ye a la eficiencia de recuperaciéon de los
componentes volitiles del material estudia-
do.

Los extractos de los componentes vo-
latiles en los solventes orginicos utilizados,
una vez secados sobre carbonato de pota-
sio, fueron analizados utilizando una co-
lumna de silice fundida (long. 30 m; d.i
0,25 mm), con metilsilicona como fase es-
tacionaria, en un cromatoégrafo marca Hew-
lett-Packard, modelo 5840 A, en las si-
guientes condiciones operativas:

12cm

355cm

L 17 cm
T

Figura 1. Esquema del dispositivo utilizado
para efectuar la destilacién por arrastre de
hojas de Pouteria salicifolia (“mataojo”™ en

presencia de solventes 5.

Programacién de temperatura de columna: inicial: -20 °C (18 min), + 10 °C / min hasta

130 °C (20 min)

Temperatura del inyector: 180 °C (“quartz liner”, d.i.: 1,5 mm).
Modo operativo: “on column, split mode (1/100), stop flow 30 s.”

Temperatura del detector (FID): 300 °C

Gas portador: nitrogeno; presién: 40 psi; caudal: 0,2 ¢cm3/min.

v
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Extraccion y andlisis de los componentes voldtiles mediante muestreo del espacio
vapor en equilibrio con el material vegetal (“Static Headspace Analysis”, HSA) 6 a
80+ 2°C

La técnica ya ha sido descrita en un trabajo anterior 7. Se utiliz6 a este fin el
cromatdgrafo ya mencionado pero provisto de una columna de acero inoxidable
de 1,80 m de longitud y 1,25 mm de didmetro interno, rellena con “Porapak Q, ta-
miz 80/100 (Waters Associates, Inc.), material constituido por un polimero poroso
apropiado para el anilisis de muestras que contienen vapor de agua. En este caso
las condiciones de los andlisis cromatogrificos en fase gaseosa de las hojas y tallos
de P. salicifolia fueron las siguientes:

Temperatura de la columna (isotérmica): 130 °C
Temperatura del inyector: 180 °C (“quartz liner”, 1,5 mm d.i.)
Temperatura del detector (FID): 300 °C

Gas portador: nitrégeno; presién: 40 psi; caudal: 15 cm3/min.

Ensayos Farmacodindmicos in vivo 8
Instilacion en la conjuntiva ocular del cobayo

A un cobayo al que previamente se le cortaron los parpados, se le instilé en
un 0jo una gota de la solucién resultante de disolver el residuo seco del extractivo
bencénico, llevado a sequedad a presién reducida (rotavapor) y retomado con
solucion fisiolégica (NaCl 0,85 %); en el otro ojo se instil6é una gota de solucién fi-
siol6gica como ensayo de referencia. A otro cobayo, también con el parpado cor-
tado, se le instilé en la conjuntiva una gota de solucién acuosa (concentracién: 10
ug/ml de clorhidrato de difenhidramina (Sigma), dejindose actuar durante 5 mi-
nutos y luego se instilé una gota del mismo extractivo vegetal. El otro ojo fue tam-
bién instilado, como control, con solucién fisiolégica.

Nebulizacion (aerosol)

A un cobayo (250 + 10 g de peso) colocado en una cdmara (figura 2), se lo
sometié a nebulizacién con el extractivo
del vegetal en solucién fisiologica em-
pleando una corriente de aire hasta que
se observaba dificultad respiratoria, con
movimientos diafragmaticos espasmodi-
cos. A otro cobayo del mismo peso se le
inyecté por via intraperitoneal 1 ml de
una solucién de clorhidrato de difenhi-
dramina (5 pg/mD; la droga se dej6 ac-
tuar durante 30 min. para asegurar su fi-
jacion en el sitio de accién (receptores.
H1 bronquiales), y posteriormente se so-
Figura 2. Esquema de la cimara para nebuli- Metio al animal a los efectos del aerosol
zacién utilizada. que contenia el extractivo del vegetal.
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Registro de la presion arterial en conejos

A fin de determinar si el extractivo en estudio producia modificaciones ten-
sionales se procedié al registro de la presién arterial en conejos de 2000 + 100 g
de peso. Los animales se anestesiaron con uretano (carbamato de etilo, Sigma) a
raz6n de 1 g/kg por via intraperitoneal (dosis de induccién y de mantenimiento).
Por su carétida se inyectd luego una solucién (5 mg/kg) de heparina como antico-
agulante, conectindose a través de un transductor de presién a un poligrafo
(Beckman R-511), para determinar variaciones tensionales. Por la vena yugular se
inyectaron sucesivamente: 0,1 ml de extractivo del vegetal en solucidn fisioldgica
(dilucién 1:2), 0,1 ml del mismo extractivo sin diluir, 0,1 ml de solucién de diclor-
hidrato de histamina (0,5 pg/ml, Sigma), 0,1 ml de solucién de clorhidrato de di-
fenhidramina (5 pg/mb), 0,1 ml de extractivo vegetal sin diluir y 0,1 ml de una so-
lucién de clorhidrato de histamina (0,5 pg/mbD.

Ensayos farmacodindmicos in vitro °

Puesto que las sustancias con actividad histaminérgica producen estimulo de
la musculatura lisa del fleon distal del cobayo, se emple6 este reactivo biolégico
para ensayar la accién del extractivo de Pouteria salictfolia.

Una porcién (3 cm) de ileon distal de cobayo se colocoé en una caja de Petri
conteniendo solucién Tyrode a 37 °C, previa limpieza de la luz intestinal por eli-
minacién de su contenido. Luego se secciond un trozo de 3 ¢cm, montindose en
un bafio de 6rganos aislados que contenia solucidén Tyrode (37 £ 0,5 °C), aireada
con burbujeo continuo. Un extremo del trozo de intestino se fij6 en la parte infe-
rior de la cuba termostatizada mientras que el otro extremo por medio de un hilo
se ligd a una palanca inscriptora para registrar los movimientos intestinales en
tambor ahumado impulsado por un quimégrafo eléctrico (marca Harvard, Figura
3). La palanca inscriptora fue sobrecargada con 1 g (media hora) a fin de estabili-
zar el preparado.

La velocidad del instrumento fue de 5-10
mm/min. Luego de registrarse el trazado normal
(movimientos pendulares), se agregaron sucesiva-
mente a la cuba: 0,1 ml de diclorhidrato de hista-
mina (5 pg/ml), 0,1 ml del extractivo de Pouteria
salicifolia, 0,15 ml del-mismo extractivo, 0.1 ml
de difenhidramina (10 pg/mbD, 0,1 ml de extracti-
vo vegetal, 0,15 ml del mismo extractivo y final-
mente 0,1 ml de diclorhidrato de histamina (5
png/ml). Entre el agregado de una u otra solucién,,
el preparado fue lavado 3 veces con solucién

o . - s
T omess, it e A% s B 01 e
) para ensayos sobre 6rganos aisla-
difenhidramina. dos utilizado.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis Cromatogrdfico en fase gaseosa

No obstante emplearse en los andlisis cromatogrificos una columna de tipo
capilar con programacién desde temperatura subambiente, con sus reconocidas
caracteristicas de resolucién, los extractos en solventes orginicos provenientes de
los dos procedimientos empleados inicialmente (por destilacién con arrastre de
vapor de agua), no produjeron resultados suficientemente reproducibles como pa-
ra poder efectuar una aceptable caracterizacién del material estudiado; ademis, la
inevitable presencia de trazas de impurezas en dichos solventes y el amplio 4mbi-
to de temperatura necesario para la separacién cromatogrifica de los componen-
tes volatiles presentes contribuyeron también a ese inconveniente.

Por el contrario, la aplicacién de la técnica HSA estitica para la extraccion de
los componentes volatiles de las hojas y tallos de P. salicifolta y su posterior anili-
sis cromatogrifico mediante una columna rellena con “Porapak Q”, permitié cons-
tatar con precision aceptable la presencia de numerosos componentes, con un su-
puestamente estrecho dmbito de volatilidades y de naturaleza quimica probable-
mente diferentes (Figura 4).

Es de destacar que si bien en este caso los componentes analizados, repre-
sentados por los correspondientes picos cromatogrificos, en general se encuen-
tran presentes tanto en las hojas como en los tallos del material estudiado, su
abundancia relativa en dichos 6rganos de la planta difiere en forma significativa al
considerar uno de ellos como referencia interna de (Tablas 1y 2, v.g. t; 1,52-1,54
min). Esto refleja diferencias que son fundamentalmente de orden cuantitativo en-
tre los componentes voldtiles presentes en las hojas y tallos del material estudiado.

Los resultados que se grafican en las Tablas 1 y 2 pueden ser expresados
también en forma de diagramas (perfiles cromatograficos) 7 que permiten visuali-
zar las caracteristicas de retencién de los componentes volitiles presentes en el
material analizado (Figura 5).

Area de pico

min piandes e
1,52 71640 1,0 1,0

3,51 364950 2,3 0,0 5,1+ 00
5,36 32550 35£00 0418
7,05 7168 4,600 0.1£08
10,6 13445 7,0+ 0,0 0226
14,1 10312 93400 01+07
23,9 2320 15,7 £ 0,1 0,0+0,1
31,0 15785 204 + 0,1 02+18

Tabla 1. Tiempos de retencion y dreas de picos cromatogrificos obtenidos por el
método HSA de hojas frescas de Pouteria salicifolia (valores medios de por lo me-
nos 3 determinaciones independientes).

10
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Figura 4. Cromatogramas tipicos correspondientes al anilisis de (a) hojas frescas y (b) tallos de Pou-
teria salicifolia (“matacjo”)
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. Area de DIco Area relativa

R unidades tg rel Area 40t
min  aehjirarias relativa

0,25 989 0,2 0,1 3oy .

Hojas

0,41 731 0,3 0,1 20}
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11,22 270 0,8 1,0 ol ' Tallos

1,54 8284 1,0 0,0 .
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5,90 360700 38 43,5 RT rel (Ref = 1,562 — 1,54 min)
114 475 7,4 0,1

Figura 5. Perfiles cromatogrificos de compo-
Tabla 2. Tiempos de retencién y 4reas de picos  nentes volitiles (método HSA, a 80 + 2 °C) de
cromatograficos obtenidos por el método HSA  hojas y tallos frescos de Pouteria salicifolia
de tallos frescos de Pouteria salicifolia (“mataojo™)

Esta forma de presentar los resultados posibilita efectuar una diferenciacién y
caracterizacion en breve tiempo, utilizando una metodologia relativamente senci-
lla, de las distintas partes del vegetal estudiado en este trabajo.

Ensayos Farmacodindmicos

Se pudo constatar en este caso una manifiesta accién irritativa inmediata con
lagrimeo intenso en el ojo del cobayo instilado con el extractivo de Pouteria sali-
cifolia. Ademis el animal de experimentacion trataba de cerrar el ojo, afectindolo
todo estimulo luminico. Al estimular la c6rnea con un pelo de puerco (empleado
para estudiar anestésicos locales) respondia débilmente a dicha accién, entrece-
rrando el ojo. Esta accién irritante se prolongé por un periodo de aproximada-
mente 10 min. En cambio, el ojo control instilado con solucién fisiolégica no pre-
sentaba ninguna alteracién, respondiendo al estimulo de la cérnea con un ripido
parpadeo.

‘mm Hg ;El:‘i","x!.m SRR+

N PN
. O

Figura 6. Registro de la presi6n arterial en el conejo anestesiado 1: linea de base, 2: presion arterial
normal en mm de Hg, 3: 0,1 ml de extractivo bencénico de Pouteria salicifolia retomado en sol. fi-
siolégica, 4: histamina diclorhidrato (0,1 ml de sol. conteniendo S pg/mb), §: difenhidramina clorhi-
drato ( 0,1 ml de sol. conteniendo 5 pg/ml), 6: 0,1 ml de extractivo bencénico de Pouteria salicifolia
retomado en sol. fisiolégica, 7: histamina diclorhidrato (0,1 ml de sol. conteniendo 5 pg/ml)

v
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En el caso de la aplicacién de clor-
hidrato de difenhidramina previamente
a la instilacién, tanto en el ojo tratado
con el extractivo vegetal como con la
solucion fisiolégica, no se constaté reac-
cién inflamatoria de la conjuntiva, res-
pondiendo riapidamente al estimulo de
la cérnea con el pelo de puerco.

El cobayo sometido al efecto de la
nebulizacién del extractivo de Pouteria
salicifolia, a los 30 segundos de iniciada
la misma mostraba dificultad respiratoria
debida al broncoespasmo que se produ-
cia. En los animales inyectados previa-
mente por via intraperitoneal con clorhi-
drato de difenhidramina no se verifica
ningin sintoma adverso durante la ne-
bulizacién (1 min) ni tampoco con pos-
terioridad a la misma.

El registro de la presién arterial en
conejos a los que se administré el ex-
tractivo de Pouteria salicifolia (Figura 6)
indica una significativa disminucioén del
efecto hipotensor cuando previamente
se administraba un antihistaminico anti-

acta farmacéutica bonaerense - vol. 12 n° 1 - afio 1993

t 1 t t rtto1
1 2 3 4 56 7 8

Figura 7. Ensayo sobre ileon distal de cobayo.
1: trazado normal con sol. Tyrode., 2: histami-
na diclorhidrato (0,1 ml de sol. conteniendo 5
pHg/mb), 3: 0,1 ml de extractivo bencénico de
Pouteria salicifolia retomado con sol. fisiologi-
ca, 4: 0,15 ml de extractivo bencénico de Pou-
teria salicifolia retomadoo con sol. fisiologica,
5: difenhidramina clorhidrato ( 0,1 ml de sol.
conteniendo 10 pg/mb 6: 0,1 ml de extractivo
bencénico de Pouteria salicifolia retomado con
sol. fisiolégica, 7: 0,15 ml de extractivo bencé-
nico de Pouteria salicifolia redisuelto en sol. fi-
siolégica, 8: histamina diclorhidrato (0,1 ml de
sol. conteniendo 5 pg/ml)

H1. Ademis, en el trozo de ileon distal

de cobayo existen receptores H1 que resultaron fuertemente estimulados por el
agregado del extractivo de Pouteria salicifolia ensayado, ya que la reaccién espas-
moédica producida por el mismo fue reducida en alrededor de un 70% cuando pre-
viamente se adicionaba a la cuba clorhidrato de difenhidramina (Figura. 7).

CONCLUSIONES

El andlisis por cromatografia gaseosa capilar con temperatura programada de
extractos en benceno y n-hexano de los componentes de hojas y de tallos de Pou-
teria salictfolia (“mataojo”), indican la presencia de numerosos componentes en
muy pequerias cantidades en el material previamente acondicionado a temperatu-
ras cercanas a la ambiente. En cambio, el anilisis por cromatografia gaseosa del
vapor en equilibrio a 80 °C con el material estudiado (Técnica HSA) utilizando
una columna rellena con “Porapak Q” permite caracterizar y contribuye a diferen-
ciar los 6rganos del vegetal mediante su retencién cromatogrifica relativa (“perfi-
les cromatogrificos”).

El extracto bencénico seco retomado con solucion fisiolégica de los compo-
nentes de hojas de “mataojo”, como también el destilado a presién reducida (ca. 1
Torr) y temperatura ambiente, recogido a -190 °C, de hojas frescas del mismo ve-
getal, ocasionan en el ojo del cobayo una definida accion irritativa, con miosis pu-
pilar y cierto grado de accién anestésica.
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Los ensayos farmacodinidmicos realizados permiten constatar también que los
extractivos provenientes de Pouteria salicifolia contienen componentes con ac-
cién histaminérgica, probablemente responsable del efecto inflamatorio irritativo
provocado en la cérnea del cobayo. Estos resultados se pueden resumir en los si-
guientes puntos:

a) inhibicién de la respuesta inflamatoria irritativa en la conjuntiva del coba-
yo con la instilacién previa de un antagonista anti-H1, el clorhidrato de difenhidra-
mina.

b) inhibicién de la broncoconstriccién en el cobayo sometido a nebulizacion
del extractivo vegetal cuando previamente se le inyectaba una solucién de un an-
tihistaminico anti-H1.

©) inhibicién del 70% de la actividad hipotensora de Pouteria salicifolia com-
probado al inyectar por via intravenosa un antihistaminico anti-H1.

d) los resultados obtenidos en las experiencias 1 vivo resultan confirmados
con el preparado realizado in vitro del ileon distal del cobayo (el cual posee re-
ceptores tipo HD).
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