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RESUMO - Gomidesia palustris (DC.) Kausel é uma planta
pertencente a familia Myrtaceae, de ampla ocorréncia na regido
sul do Brasil, conhecida popularmente como “pitangueira-do-
mato” ou “guamirim”. No tendo sido encontradas referéncias
a estudos anteriores, as folhas e os frutos foram analisados
quanto a composi¢io quimica. Os testes preliminares indicaram
teor elevado de taninos. Os ensaios quimicos e a anilise cro-
matogréfica indicaram a presenga de taninos hidrolisiveis, com
apredomindncia de taninos eldgicos. Para a quantificagio desse
tipo de composto foi utilizado, com algumas adaptagdes, o
método de hemoanilise com doseamento espectrofotométrico
da hemoglobina residual, apds precipitagdo dos taninos, sendo
encontrado um valor médio de 12,71% de compostos tanantes
nas folhas. Através de processos cromatograficos, foram isola-

SUMMARY — Gomidesia palustris (DC.) Kausel (Myrtaceae)
is an evergreen tree widely spread in southern Brazil and
surrounding regions, commonly known as “pitangueira-do-
mato”or “guamirim”. There is no former reference to the
chemical studies of this species.

Preliminary tests and further chemical assays and chromato-
graphic analysis detected high tannins contents in the leaves,
chiefly hydrolisable tannins with predominance of ellagitan-
nins. Ellagic acid and gallic acid were isolated by chromato-
graphic methods.

The content of the tannins was determined by spectrophotome-
tric haemoanalysis after a partial precipitation with tannins
(modified Bate-Smith’s method). A mean content of 12,71%
was found in the leaves.

dos o 4cido elagico e o 4cido galico.

INTRODUCAO

Gomidesia palustris (DC.) Kausel é
uma espécie da familia Myrtaceae, co-
nhecida popularmente no Rio Grande
do Sul como “pitangueira-do-mato”ou
“guamirim”. Sua distribui¢do, no Bra-
sil, é restrita ao Sul de Minas Gerais,
Sao Paulo, Santa Catarina, Rio Grande
do Sul, ocorrendo também em paises
vizinhos, como nordeste da Argentina,
Paraguai e norte do Uruguai (Legrand,
1967; Mattos, 1983).

A familia Myrtaceae compreende
cerca de 140 géneros e mais de 3.000
espécies localizadas em regides tropi-
cais e subtropicais (Cronquist, 1981). O
género Gomidesia, por sua vez, possui
cerca de 40 espécies (Legrand, 1958).
Esta amplitude se reflete na quantidade
de estudos quimicos realizados, sendo
destaque na familia a ampla ocorréncia
de polifendis, taninos e 6leos volateis
(Hegnauer, 1964; Cronquist, 1981).

Na familia ¢ freqliente a ocorréncia
de taninos gélicos e elagicos (Bhatia e
Bajaj, 1975; Painuly e Tandon, 1983;
Mair et alli, 1987). A presenga de 4cido
galico e 4cido elagico livres ¢ freqiien-

temente relatada (Egawa et alli, 1977,
Yazaki, 1977). .

Sobre Gomidesia palustris nio foram
encontradas referéncias quimicas. Consi-
derando o alto teor de componentes feng-
licos caracteristicos da familia, o presente
trabalho relata a caracterizagdo e quanti-
ficagdo dos compostos tanantes.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Foram realizadas duas coletas de ma-
terial vegetal. A primeira, foi realizada
no municipio de Guaiba, RS, em no-
vembro de 1990. A segunda, no munici-
pio de Arroio dos Ratos, RS, em
fevereiro de 1992, quando foram coleta-
dos frutos e folhas.

Preparagio dos extratos

As folhas e os frutos foram separados
do resto da planta enquanto o material
vegetal ainda estava fresco. As folhas da
primeira coleta foram maceradas em eta-
nol. As folhas e os frutos da segunda coleta
foram separados em trés partes. Uma parte

foi macerada com acetato de etila, outra
com n-butanol e uma terceira com aceto-
na-dgua na promog3o de 1:1. A seguir, os
extratos acetona-agua foram concentra-
dos até total evaporagio da acetona e sub-
metidos a extragdo com éter etilico,
diclorometano, acetato de etila e n-buta-
nol.

\

Anilise qualitativa de taninos

Para a andlise qualitativa de taninos
foram realizados os ensaios quimicos
classicos, conforme metodologia des-
crita por Schmidt (1955). Os materiais
utilizados nestes ensaios foram o extrato
etandlico das folhas, os extratos acetato
de etila das folhas e dos frutos e as
fragGes acetato de etila, n-butandlica e
aquosa das folhas e dos frutos. Para a
analise cromatografica em camada del-
gada foi utilizado n-butanol-acido acé-
tico-agua (4:1:5 - fase superior) como
eluente, como suporte, celulose e, como
agentes de detecgdo: luz ultravioleta
360 nm e cloreto férrico. As amostras
auténticas utilizadas foram: acido gali-
co, de procedéncia Merck; 4cido elagi-
co, (+) catequina, (-) epicatequina de
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procedéncia Roth e dcido tanico de pro-
cedéncia Baker Chemical.

Hidro6lise de taninos

Para a hidr6lise dos taninos foi utiliza-
da atécnica segundo Seikel e Hillis, 1970.

Andlise quantitativa de taninos

A quantifica¢do dos taninos foi rea-
lizada conforme o método de hemoana-
lise (adstringéncia relativa), proposto
por Bate-Smith (1973), também chama-
do de método do eritrécito, com algu-
mas modificagdes. Como substéncia de
referéncia foi utilizado o 4cido tinico.

Preparaciio do extrato

Cerca de 1,0 g das folhas secas, re-
duzidas a p6, foram exatamente pesadas
e extraidas, trés vezes, sob refluxo mo-
derado, com 100 mL de solugdo de me-
tanol a 50%, durante 10 minutos cada.
Os extratos foram decantados e filtrados
a frio usando algoddo. Os filtrados fo-
ram reunidos, concentrados em evapo-
rador rotatdério a vacuo a uma
temperatura de 30 a 40°C até um volu-
me aproximado de 40 mL. O concentra-
do foi a seguir levado a um volume de
100,0 mL com agua destilada.

Preparagio da amostra de sangue

Cerca de 10 mL de sangue venoso
humano foram coletados com seringa.
A amostra foi fracionada em duas par-
tes, uma para analise laboratorial, visan-
do a caracterizagdo do sangue ¢ outra
para andlise quantitativa de taninos.

Caracteristicas do sangue: proteinas
totais: 7,8 g/dL; nimero de eritrdcitos:
4,1 milhdes/mm3; hemoglobina: 11,4
£%; hematdcrito: 37%.

Para a andlise quantitativa de taninos
foi acrescentado ao sangue uma solugdo
aquosa de 4cido etilenodiaminotetracéti-
co a 10% (EDTA) como anticoagulante,
na proporgdo de 0,1 mL de solugdo de
EDTA para cada 5 mL de sangue. Apds,
2,00 mL de sangue tratado desta maneira
foram diluidos a 100,0 mL com 4gua
destilada, promovendo a hemdlise e a
conseqiiente liberagdo de hemoglobina.

Preparagio da solugio
de 4cido tinico

Cerca de 100,0 mg de 4cido tinico

foram exatamente pesados e dissolvidos
com agua destilada. O volume final da
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solugdo foi ajustado a 100,0 mL (igual a
solugdo de 1 mg/mL). As solugdes assim
preparadas foram imediatamente utili-
zadas.

Preparagio da curva padrio

Para a elaboragdo da curva padrdo
foram acrescentados em cada tubo de
centrifuga contendo 2,00 mL da solugdo
de sangue hemolisado: 0,0; 0,6; 0,8; 1,0,
1,2 e 1,4 mL da solugio de 4cido tanico,
completando o volume final de 4 mL
com agua destilada. Apds a adigdo das
respectivas quantidades de solugdo de
4cido tinico, a cada tubo de centrifuga,
os mesmos foram agitados por 15 se-
gundos. O mesmo procedimento foi re-
petido apds adigdo da quantidade
necessaria de 4gua destilada. Foram rea-
lizadas trés determinagdes para cada di-
luigdo.

Preparagiio da amostra

Para a preparagdo da amostra foram
acrescentados a cada tubo de centrifuga,
contendo 2,00 mL da solugdo de sangue
hemolisado: 0,5; 0,6;0,7;0,8;1,0; 1,2 ¢
1,3 mL do extrato, completando o volu-
me final de 4 mL com 4gua destilada. O
processo de agitagdo foi o0 mesmo utili-
zado para as dilui¢des da curva padrio.
Foram realizadas quatro determinagdes
para cada diluigdo. Para verificar a inter-
feréncia da coloragdo do extrato, foram
utilizadas as mesmas diluigdes empre-
gadas para a amostra, ou seja, 0,5; 0,6;
0,7; 0,8; 1,0; 1,2 e 1,3 mL de extrato,
completando o volume final de 4 mL
com agua destilada.

Ao término das preparagdes acima
mencionadas (curva padrio e amostra),
as mesmas foram centrifugadas a 5500
rpm durante 10 minutos € os respectivos
sobrenadantes foram transferidos para
tubos de ensaio. A leitura da absorvan-
cia foi feita a 578 nm, utilizando agua
destilada como solugdo de compen-
sagdo (“branco”).

Isolamento do acido elagico

Cercade 5 g do extrato etandlico das
folhas da primeira coleta foram aplica-
dos em uma coluna cromatografica pre-
parada com 400 g de gel de silica 60,
utilizando acetato de etila: acido acéti-
co: agua (90:5:5) como eluente inicial.
Prosseguiu-se a eluigdo, acrescentando
a esta mistura quantidades crescentes de
etanol e finalmente s6 etanol. O proces-
so de eluigdo foi monitorado utilizando

lampada ultravioleta universal. As fra-
¢Oes 2 a 13 foram reunidas e apos con-
centragio apresentaram um precipitado,
o qual foi separado por centrifugagdo. O
residuo obtido foi redisperso em acetato
de etila e centrifugado.

A secagem do residuo rendeu 16 mg
da substancia a qual foi caracterizada
como 4cido elagico através de espec-
troscopia no infravermelho (principais
picos: 3100, 1690, 1615, 1330 nm) e
co-cromatografia bidimensional, com-
parando com amostra auténtica.

Isolamento do 4cido gilico

Uma amostra de 324,6 mg da fragdo
éter etilico dos frutos foi fracionada em
coluna de Sephadex® LH 20, utilizando
metanol como eluente. A fragio 2, apds
a evaporagio do solvente, mostrou pre-
senga de cristais de coloragdo bege.
Apbs recristalizagdo foram obtidos 7,9
mg da substincia caracterizada como
acido galico, através de co-cromatogra-
fia bidimensional, utilizando amostra
auténtica e os sistemas: n-butanol-icido
acético agua (4:1:5 - fase superior) e
acido acético-acido cloridrico conc.-
agua (30:3:10) utilizando celulose como
suporte.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo dos resultados das rea-
¢des quimicas classicas para taninos
(TabelaI), sugere a presenga de taninos
hidrolisaveis principalmente no extra-
to etanolico, nas fragSes n-butanélicas
das folhas ¢ dos frutos e nas fragdes
aquosas das folhas e dos frutos. A indi-
cagdn da presenca de taninos conden-
sados foi obtida para as fracgdes
n-butandlica e aquosa dos frutos. Po-
rém, o resultado obtido na reagdo com
dgua de bromo a 2% foi negativo para
todas as amostras, 0 que sugere a au-
séncia de taninos condensados.

Para confirmar os resultados relati-
vos a presenga ou ndo de taninos con-
densados foi realizada uma andlise por
cromatografia em camada delgada. To-
das as amostras que na avaliagdo quali-
tativa para taninos apresentaram algum
resultado positivo para taninos conden-
sados foram cromatografadas, tomando
como referéncia amostras auténticas de
(+) catequina e de (-) epicatequina.
Ap6s revelagdo com vanilina cloridrica,
a presenga de taninos condensados ndo
foi constatada em amostra alguma.

A anélise qualitativa cromatografica
das amostras nos sistemas n-butanol:
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TABELA1

Resultados das reagées quimicas qualitativas para taninos realizadas
com diferentes extratos e fracdes de Gomidesia palustris

KCN PbAc NaNO; NaNO; Vanilina 1% |  Cloreto Agua de
CH3COOH | H:S040,IN | CH;COOH | HCL37% | férrico | Bromo2% | HCLIN
EtOH ++ . ++ +H+ -+ - verde - +
1* coleta +—+
AcOEt + - + + - marrom - +*
frutos ++
AcOEt - - + + - marrom - -
folhas ++
Fragdo
AcOFt e - AR + - Vil::ie - .
folhas
Fragdo - + + —t - azul - -
AcOEt —+
frutos
Fragdo + ++ ++ ++ - verde - -
n-BuOH ++
folhas
Fragdo
n-BuOH A + + H AR Vi‘_fe - +
frutos
‘Fragdo o ++ +++ +H+ + azul - +
H20 +++
" folhas
Fragdo -t ++ 4+ ++ +++ azul - +
H20
+++
frutos

+ Coloraciio fraca

++ Coloragio média
+++ Coloragio intensa
* Desaparece

acido acético 27% (1:1) e BAW (4:1:5
- fase superior) indicou a presenga de
acido galico e de 4cido elagico livres em
todos os extratos e fragdes, com excegdo
do extrato acetato de etila das folhas.

Os resultados dos ensaios quimicos €
da anélise cromatografica indicam a pre-
dominincia de taninos hidrolisaveis em
folhas e frutos de Gomidesia palustris.

A anélise cromatografica das fragGes
acetato de etila, n-butandlica e aquosa
de folhas, utilizando o sistema BAW
(4:1:5 - fase superior) € como substin-
cias de referéncia o 4cido tanico, o0 4cido
gélico e o 4cido eldgico, demonstrou
que os taninos hidrolisdveis presentes
em Gomidesia palustris sao extrema-
mente polares, pois todos eles apresen-
taram um valor de Rf inferiores ao do
acido elagico (Rf = 0,36).

Apds a realizagdo da hidrdlise 4cida
da fragdo aquosa das folhas, o principal

14

produto de hidrélise obtido foi o acido
elagico. Isto indica que os taninos hidro-
lisveis presentes em Gomidesia palus-
tris sio predominantemente taninos
elagicos.

.O4cido elagico foi isolado através do
fracionamento em coluna de gel de sili-
ca do extrato etandlico e identificado
através de espectroscopia no infraver-
melho e co-cromatografia bidimensio-
nal com amostra auténtica.

O 4cido galico foi isolado através de
cromatografia em coluna de permeagéo
molecular da fragdo éter etilico dos frutos
¢ identificado através do comportamento
cromatogréfico e co-cromatografia bidi-
mensional com amostra auténtica.

Para a quantificagdo dos taninos foi
utilizado o método de hemoanélise de
Bate-Smith com algumas adaptagdes,
com o intuito de suprimir algumas fon-
tes de erro embutidas no método origi-

nal. Esse método baseia-se na formagao
de um complexo tanino — hemoglobina,
ocasionado pelo envolvimento princi-
palmente de pontes de hidrogénio as
hidroxilas fendlicas dos taninos formam
fortes pontes de hidrogénio com a car-
bonila de amida peptidica (Loomis e
Battaile, 1966). A quantidade de hemo-
globina complexada ¢ calculada a partir
da diferenga das absorvincias obtidas
por leitura espectrofotométrica a 578
nm da solugdo néo tratada e da solugdo
tratada com 4cido tinico (hemoglobina
residual). Os resultados do ensaio sdo
expressos em miligramas de icido tani-
co por mililitro de extrato.

As medidas de absorvincia obtidas
para as diferentes concentragdes da
solugdo de 4cido tanico na elaboragio
da curva padrio estdo representadas
na Tabela II. Durante este procedi-
mento foi necessario adicionar quanti-
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TABELA II
Absorvincias determinadas para a elaboraciio da curva padrao (!g da através
do método de hemoanilise, com doseamento espectrofotométrico

Solugiio de A s Absorvincia
Acido Tanico Absorvéncia Absorviincia média + Estimada
(mg/mi) ) Desvio Padrio )
0,0 i,ggg 1,098 + 0,0 1078
0,6 0,697 0,693 +3,5x 107
0,691 0,677
0,691
0,8 0,497 0,507 + 1,0 x 1072
0,509 0,543
0,517
1,0 0,372 0,370 £2,0x 10°
0,370 0,410
0,368
1,2 0,260 0,261 +2,7x 107
0,259 0,276
0,264
1,4 0,206 0,198 +8,1x10°
0,200 0,143
0,190
TABELA III

Anilise de variincia (Anova) da regressio linear para
a curva padrio de 4cido tinico

e ou| gt | gt | e | s
Entre répetiqﬁes 1 0,550566 0,550566 320,412* 0,0001
Entre dilui¢des | 4 0,006873 0,001718
Total 4 0,557439 -

*Significativo para p = 0,05

Dados Estatisticos Complementares
Andlise de residuos (Durbin-Watson):
1,3969

Limite de confianga inferior = 0, 77177**
Limite de confianga superior =
0,56450**

Reprodutibilidade (n = 4) = 2,29%

** Valores relativos a inclinagdo da reta.

dades de sangue maior do que as indi-
cadas no método original de Bate-

* Pela andlise através do método do pé de pele
agradecemos ao Prof. Marco A. Dexheimer, In-
dustrias Seta S.A. — Extrativa Taninos de Acécia.
Estdncia Velha RS.
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Smith. Outrossim, a necessidade de
empregar um agente anticoagulante
levou a testar duas das substincias,
heparina e EDTA. Este ultimo foi es-
cothido uma vez que, na presenga des-
te, foi observada a formagio de
compléxo tanino-hemoglobina, com
um padrdo de sedimentagdo caracte-
rizado pela rdpida formagio de um
sedimento e concomitantemente for-

". magdo de uma fase sobrenadante lim-

pida e transparente. A adi¢do de
heparina, ao contrério, levou a uma
separacio dificil do sedimento.

A fonte de erro sistematico provo-
cado pela ndo corregdo da absorgdo
interferente do extrato livre de taninos

também néo é contemplada no método
original de Bate-Smith. Foi verificado
que solugdes extrativas aquosas dilui-
das das folhas de Gomidesia palustris
absorviam de fato no comprimento de
onda de 578 nm, o que leva a um teor
de taninos calculado inferior ao valor
real. Face a esta observagdo, foi intro-
duzido neste trabalho o emprego de
solugdes de extrato ndo tratadas, cor-
respondendo ao fator de dilui¢do cor-
respondente, como solugdo de
compensagio (“branco”). _

A equacdo da reta foi obtida pela
analise da regressdo linear usando' o
método dos minimos quadrados. Os
dados relativos & andlise de variinéia
(Anova) da regresséo linear estdo indi-
cados na Tabela III. A andlise de va-
ridncia (Anova) confirma, para o
coeficiente de regressdo calculado
(r?=0,98767), a linearidade no ambito
das concentragdes de trabalho (F"
320,4; P= 0,0001). A anélise de resi-
duos segundo. Durbin-Watson (Drap-
per e Smith,1981) ndo revelou
qualquer tendencna na distribui¢io dos
residuos.

A Tabela IV apresenta os resultades
da determinagio do teor de taninos no
extrato. O teor foi calculado por inser-
¢do da absorgdo lida na equagdo da reta
obtida através da andlise da regressio
linear da cruva padrio do 4cido tanico.

O teor de taninos foi de 12,71%,
expresso em equivalente de acido té-
nico. Dessa maneira, as folhas de Go-
midesia palustris representam uma
fonte potencial de taninos. As modifi-
cagdes introduzidas no métode permi-
tem contornar o erro sistemético
através da introdugio de solugdes de
compensagio, tornando o mesmo mais
especifico e preciso. E importante res-
saltar que a linearidade observada para
o método corresponde a concentracﬁo
de taninos até 1,4 mg/mL em equiva-

" lente de 4cido tdnico, observando-se

acima desta concentragdo perda cres-

- cente de linearidade, explicada pelo

esgotamento expressivo da hemoglo-
bina disponivel. Para a mesma amos-
tra, a determinag¢do dos taninos pelo
método do pd de pele havia indicado
para as folbas um valor de 12,52%*.
Esse  método é utilizado preferente-
mente pela inddstria de tanagem, mas
apresenta algumas desvantagens,
como o prego oneroso do pé de pele, a
variagio inerente do teor de proteinas
¢ 0 tempo requerido para a andlise. O
valor observado através do método de
hemoaglutinagdo foi muito préximo
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TABELA IV
Teores de taninos calculados para o extrato aquoso das folhas
de Gomidesia palustris, utilizando a equago da reta estimada
para a curva padrio de acido tinico

y =0,66814.x + 1,07795
Extrato Absorvincia Média x Taninos C.V.
(mL) n + Desvio Padrio (mg/mL) % %
0,5 4 0,684+99x 107 0,5896 11,79 1,45
0,6 4 0,545+ 1,3x 102 0,7976 13,30 2,29
0,7 4 0,458 +3,5x 103 0,9279 13,26 0,77
0,8 4 0,353+ 1,7x 107 1,0850 13,56 4,73
1,0 4 0,195+£3,3x 107 1,3215 13,22 1,69
1,2 4 0,102+4,8x 10 1,4607 12,17 4,71
1,3 4 0,066 4,1 x 107 1,5146 11,65 621

Porcentagem média de taninos = 12,71 + 0,8057

ao valor encontrado na analise com o
pé de pele, sugerindo a equivaléncia
analitica de ambos os métodos, ¢ a
possibilidade da sua utilizagdo roti-
neira para a quantificagio de tanantes.
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Plantas no tratamento da deméncia senil
no Noroeste Amazonico

R.E. Schult — J. Ethnopharmacology 38: 129-135, 1993

Os amerindios do Noroeste Amazdnico respeitam os idosos e tentam tratar daqueles que sofrem de deméncia
senil. Pelo menos 25 espécies de plantas sdo empregadas no tratamento da Doenga de Alzheimer ou problemas
semelhantes. As plantas sdo administradas sob a forma de cha das folhas ou raizes por um periodo de varios dias
anumerosas semanas. As plantas sio de 15 familias fanerogamicas, mas pouco conhecimento se tem da quimica
da maioria das espécies. Em vista do corrente interesse na Doenga de Alzheimer e problemas relacionados, essas
espécies estdo sendo melhor estudadas.

A planta que vem auxiliando os estudos sobre a Doenga de Alzheimer ¢ a luguminosa africana, Physostigma
venenosum, que é de onde é obtida a fisostigmina (Ezerina), um antiacetilcolinesterasico, empregado para
estabelecer a natureza do receptor nicotinico relacionado com o tipo da deméncia.

Na relagéo apresentada por Schult, algumas espécies apresentam atividade antiacetilcolinesterasica.

16

Rev. Bras. Farm., 76(1), 1995



