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Resumo

A espécie Psidium myrtoides encontrada no dominio Cerrado no Brasil apresenta escassos
dados na literatura sobre o padrdao de venagao foliar e sobre sua prospecgao fitoquimica
preliminar. O trabalho visou avaliar diferentes corantes para determinagdo do padrao de
venagao e da prospeccgao fitoquimica do extrato hidroetandlico foliar. Foram coletadas 10
folhas sadias em 5 exemplares de P. myrtoides, para o experimento de identificagdo utilizando
os seguintes corantes: azul de toluidina, fucsina, safranina e violeta de genciana. Para o
segundo experimento, folhas sadias foram coletadas em duas sazonalidades, periodo (seco e
chuvoso). Extratos foliares hidroetandlicos 70% (v/v) foram produzidos e analisados para: dcidos
organicos, agucares redutores e nao redutores, alcaloides, flavonoides, saponinas espumidicas e
hemoliticas, cumarinas, glicosideos cardiacos, fendlicos, taninos, polissacarideos, derivados de
benzoquinonas, depsideos e depsidonas, antraquinonas e duplas olefinicas. O uso dos corantes
atipicos apresentaram excelentes resultados para distingdo das estruturas morfologicas de
venagao, sendo boas opgdes para o estudo taxonémico. A analise fitoquimica apresentou
resultados importantes para a maioria das classes quimicas avaliadas, exceto para os compostos
polissacarideos, derivados de benzoquinonas e antraquinonas que apresentaram resultados
negativos. Este estudo apresentou resultados inéditos que compora os dados cientificos sobre
a sistematica vegetal para a correta classificagao de P myrtoides a partir da analise de venagao
foliar. Os corantes empregados na diferenciagao de estruturas de venagao poderao ser utilizados
para outros estudos com esta e como novas opg¢des para determinagao de outros padrdes de
venagao em variadas familias botanicas. Quanto aos resultados de prospecc¢ao fitoquimica,
os extratos devem ser avaliados quanto a cada composto fitoquimico e sua concentragao,
observando ser uma espécie vegetal rica em diversificados compostos fitoquimicos importante
para a industria farmacéutica, agricola, de biotecnologia e alimenticia.
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Abstract

The specie Psidium myrtoides found in the Brazilian Cerrado Domain presents scarce data in the
literature on the pattern of foliar venation and its preliminary phytochemical prospection. The
objective of this work was to evaluate different dyes for determination of the venation pattern
and the phytochemical prospection of the foliar hydroethanolic extract. 10 healthy leaves were
collected in 5 exemplary of P myrtoides for the diaphanization experiment using the following
dyes: toluidine blue, fuchsin, safranin and gentian violet. For the second experiment, healthy
leaves were collected in two seasonal periods (dry and rainy). 70% (v/v) hydroethanolic leaf
extracts were produced and analyzed for: organic acids, reducing and non-reducing sugars,
alkaloids, flavonoids, foamy and hemolytic saponins, coumarins, cardiac glycosides, phenolics,
tannins, polysaccharides, benzoquinone derivatives, depsides and depsidones, anthraquinones
and olefinic doublets. The use of atypical dyes presented excellent results to distinguish the
venom morphological structures, being good options for the taxonomic study. Phytochemical
analysis presented important results for most of the chemical classes evaluated, except for the
polysaccharide, benzoquinone and anthraquinone compounds that showed negative results. This
study presented results that will compose botanical scientific data for the correct classification
of P myrtoides from the analysis of leaf venation. The dyes used in the differentiation of venation
structures may be used for other studies with this and as new options for determining other venation
patterns in various botanical families. Regarding the results of phytochemical prospecting, the
extracts should be evaluated for each chemical compound, observing that it is a plant species
rich in diverse chemical compounds important for the pharmaceutical and food industry.

Introducgao

O aracga-roxo (Psidium myrtoides) é uma das 4.000 espécies que compdem a Familia Myrtaceae,
sendo uma espécie arboricola e frutifera nativa do dominio Cerrado (1). O género Psidium
apresenta ampla distribuicdo ocorrendo desde o México até a Argentina (2). Onde apresenta
também, trés centros aparentes de diversificacdo: no Oeste das indias Ocidentais; Sul do Brasil e
Paraguai; e norte da América do Sul, incluindo o Peru, Venezuela e Guianas.
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De acordo com Soares et al. (3), estudos
deste taxon ainda sdo escassos, face ao
elevado numero de espécies nativas e a
grande importancia que representam no meio
florestal e ecoldgico. A Familia Myrtaceae é
uma das mais complexas da flora brasileira,
a esta complexidade se deve ao resultado
do tamanho da familia, das semelhancgas
morfolégicas entre os diferentes géneros e
espécies, e principalmente da falta de estudos
(4). Trabalhos realizados por Laudrum e
Kawasaki (5), e Mc Vaugh (6), onde estudaram
a morfologia dos géneros americanos da
Familia Myrtaceae, foram de fundamental
importancia para caracterizagao dessa familia
nas espécies de mirtaceas no Brasil (7).

0 estudo morfolégico das folhas desempenha
importante papel nos estudos de sistematica
para a caracterizagao e identificacao do taxon
(8,9). Além disso, as folhas também sao
utilizadas em estudos paleobotanicos por
linhas evolutivas das plantas, apresentando o
melhor e mais confidvel meio de identificacao
da espécie em estudo (10). A diafanizagao
torna semitransparentes os tecidos bioldgicos
para a caracterizacdo da arquitetura foliar,
onde em seguida sao aplicados corantes que
expressam a estrutura foliar, como a venacao,
contribuindo para correta identificagao
taxonémica (11).

Outro ponto importante sao os estudos
fitoquimicos para essa familia botanica,
onde ainda pouco se conhece sobre os
fitocompostos encontrados no extrato foliar.
De acordo com Bezerra et al. (12), os poucos
dados giram entorno do conhecimento
empirico pela medicina popular. Haja vista que,
as varias espécies de Psidium possuem acgdes

terapéuticas como agente anti-inflamatorio, na
cicatrizagdo, nos tratamentos da leucorréia,
hemorroidas e nas desordens menstruais
utilizadas pela populagao.

O presente estudo visa determinar através
de diferentes corantes atipicos para
determinagao de venacgao foliar e avaliar por
prospeccao fitoquimica preliminar do extrato
hidroetandlico 70% (v/v) em duas épocas
do ano do araca-roxo (Psidium myrtoides),
visando ampliar o conhecimento taxonémico
e fitoquimico desta espécie frutifera brasileira
aos estudos de farmacobotanica.

Métodos
Diafanizagao

As folhas foram coletadas em 10 exemplares
localizados no setor de plantas medicinais do
IF Goiano, com as coordenadas 17°48'16,1"S
50°54’07.4"W. O material foi coletado na regido
basal e mediana dos caules. As folhas foram
lavadas em agua corrente. Uma exsicata foi
depositada no Herbario do IF Goiano, com o
Voucher HRV: 4048.

Foram utilizadas 32 folhas para a analise de
venagao foliar. O processo de diafanizagao
utilizado seguiu conforme proposto por
Amede et al.(13), e Shobe e Lersten (14), com
modificagdes. Inicialmente, as folhas foram
imersas em 100 mL de uma solugéo de alcool
etilico 95% e sabao liquido na proporgao (10:5)
(v/v), o material foi armazenado em frasco
hermético por 20 dias até remocgao total o
parcial dos pigmentos. Em seguida, as folhas
foram lavadas em agua corrente e transferidas
para um frasco hermético contendo 100 mL de
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uma solugdo de NaOH 5% (p/v) por 24 horas.
ApOs este periodo, as folhas foram novamente
lavadas em agua destilada; em seguida foram
colocadas em frasco hermético contendo 100
mL de uma solugao de hipoclorito de sodio a
12% (v/v) por 12 horas, lavando novamente em
agua destilada.

As folhas passaram por desidratagao em série
etandlica crescente (30, 50, 70 e 95%) por 30
minutos para cada etapa; logo a seguir foram
imersas em 100 mL de uma solugao de acetato
de etila e etanol (1;1) (v/v) por 2 horas. Para
a diafanizacao diferencial, foram utilizados
diferentes corantes: solugdes aquosas de azul
de toluidina 1% (p/v) e safranina, fucsina 1%
(v/v) e violeta genciana 1% (v/v). O material foi
imerso em cada corante separadamente por
30 minutos e em seguida o0 excesso de corante
foi retirado com uma solucao de alcool etilico
70% (V/v).

As folhas coradas foram imersas em solugao
de acetato de etila e etanol, por 24 horas
armazenado em geladeira a 4 °C. Em seguida
a solucao foi substituida por acetato de etila
ficando em geladeira a 4 °C por 12 horas. Logo
em seguida, o material foi imerso em glicerol
em placas de Petri. A determinac¢ao do padrao
de venacao foliar de rede maior, foiinicialmente
realizada por escaneamento utilizando
impressora Hp Photosmart C4480, para a
rede menor de nervuras, foram realizadas em
estereomicroscopio e em microscoépio optico
com camera acoplada. Para a classificagao
dos padrées de nervagao utilizou-se os tipos
bdsicos definidos por Hickey (15) e Manual
Leaf Architecture (16).

Analise fitoquimica preliminar

Preparo dos extratos hidroetandlicos 70%
(v/v)

As folhas foram coletadas em duas épocas
do ano para verificacdo dos compostos
fitoquimicos nos mesmos individuos vegetais.
O material foi coletado sempre nas primeiras
horas da manha entre as 7 e 9 horas, e
armazenadas em saco plastico de cor preta.
As folhas foram inicialmente lavadas em dgua
corrente para completa retirada de sujidades.
Cerca de 100 g de material foliar fresco, foram
acrescidos com 250 mL de uma solugao
aquosa de alcool etilico 70% (v/v) por 7 dias em
frasco ambar, armazenado em local ao abrigo
da luz e calor. Logo apés, o extrato foi filtrado
em papel de filtro qualitativo e o sobrenadante
foi armazenado em frasco ambar e mantido
em geladeira a 4 °C até analises.

Analises fitoquimicas qualitativas

Foram avaliados os seguintes compostos
quimicos: acidos organicos, acgucares
redutores e redutores, alcaloides,
flavonoides, saponinas espumidicas e
hemoliticas, compostos cumarinicos,
compostos glicosidicos
compostos fendlicos, taninos, polissacarideos,
catequinas, benzoquinonas, naftoquinonas
e fenantraquinonas, depsidios e depsidonas
e antraquinonas conforme descritos por
Henriques et al. (17), Barbosa et al. (18), Kloss
et al. (19), Menezes Filho et al. (20), Silva et al.
(21), Gomes et al. (22), Gomes et al. (23). Os

nao

cardiotonicos,
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ensaios basearam-se na observacgao visual das
modificagdes de cor, formacao de precipitado
e hemodlise apés a adicdo de reagentes
especificos.

Resultados

De acordo com Fonséca et al. (6) e Harper e
Freeling (24), as folhas sdo estruturas vegetais
simétricas, achatadas bilateralmente, advindas
de células laterais do meristema apical do
caule em padrdes que variam com as espécies.
Na figura 1, estdo apresentados limbos foliares
corados com diferentes corantes atipicos e
com safranina para P. myrtoides.

DFBF DAT

Ds DVG

A

Figura 1. Limbos foliares de P myrtoides no plano
adaxial. 1 (A) - DFBF Diafanizagdo Fucsina Bdsica
Fendlica, 2 (A) — DAT Diafanizacédo Azul de Toluidina, 3 (A)
- DS Diafanizacéo Safranina e 4 (A) — DVG Diafanizagao
Violeta de Genciana. Escala: 1 cm. pc: peciolo, npr:
nervura primaria retilinea.

Na figura 1 estdo apresentados limbos
foliares simples de P. myrtoides, apresentando
estrutura morfoanatomica anfi-hipoestomatica,
com apenas uma nervura primaria, nitida,
afilando-se em dire¢do ao apice, curso retilineo,
sem ramificagdes; uma média de 34 nervuras
secundarias que originam de maneira alterna
na base até o apice; amplamente espacadas
com leve regularidade ao longo da folha. Vénulas
simples e ramificadas, presenca de nervura
marginal coletoraformada pelas terminacgdes de
nervuras terciarias, quartenarias e quintenarias;
traqueides terminais.

Os tricomas tectores apresentaram maior
quantidade na base da nervura primaria e
menor quantidade na base das nervuras
secundarias no plano adaxial. Ja Gomes et al.
(25), discutem sobre a quantidade de tricomas
tectores mais abundantes na face abaxial do
género Psidium.

A lamina foliar possui aspecto convexo,
pinado, base peciolar inchada préxima ao
nod, glabra, base assimétrica, apresentando
comprimento mediano, base cuneada em linha
reta, peciolo marginal, apice retuso, base com
margens inteiras e unilobulada. Apresenta
nervura secundaria do tipo camptodromo-
broquidédromo. No estudo realizado por
Cardoso e Sajo (26), os pesquisadores
analisaram outras espécies da Familia
Myrtaceae como Myrrhinum atropurpureum, P.
firmum e Acca sellowiana onde encontraram
padrdao de nervagcdao do tipo camptdédromo-
broquidédromo. As nervuras secundarias
apresentam tamanho uniforme em direcdo da
base.

Ainda na figura 1, é possivel observar que
todos os quatro corantes empregados apos
a diafanizagcdo, apresentaram excelentes
resultados. Em 1 (A) a fucsina evidenciou bem
as nervuras, primdria e secundaria; ja em 2 (A)
o azul de toluidina é possivel ver um numero
maior de nervuras, primaria, secundaria e
algumas terciarias de maior diametro.

Na figura 2, estdo apresentadas estruturas
anatdbmicas da morfologia do limbo foliar
corados com fucsina, azul de toluidina e violeta
de genciana para P myrtoides.

Na figura 2, observam-se nas
estereomicrografias de limbos foliares em
plano adaxial, onde é possivel observar
inimeras nervagdes superiores apresentando
ramificagdes (A, B e C). Na figura 2 prancha (C),
€ possivel verificar quanto a nervura primaria
com padrao pinado partindo da base ao apice
foliar. Trabalho realizado por Lima et al. (27),

onde analizaram a arquitetura foliar da Familia
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Figura 2. Estereomicrografias 2 (A) — Limbo foliar adaxial corado com fucsina basica fendlica; 2 (B) — Limbo foliar
adaxial corado com azul de toluidina e 2 (C) — Limbo foliar adaxial corado com violeta de genciana (P myrtoides). -
Escala A =20 um, B =15 um e C = 10 ym. np: nervura principal, ns: nervura secunddria, nt: nervura tercidria, nq:

[
nervura quaternaria, rm: ramificagao, vem: vénula, ar: aréola e ma: margem foliar.

: ~ : I (-
Rubiaceae, encontraram padrdes equiparados ao deste estudo para a Familia Myrtaceae. —
Na figura 3, estdo apresentadas as estruturas anatémicas dos limbos foliares face adaxial corado —
com azul de toluidina em (A), e violeta de genciana e em (B).

Figura 3. Estereomicrografias 3 (A) — Limbo foliar adaxial corado com azul de toluidina e 3 (B) = corado com violeta
de genciana. Escala: A=30 pm e B =20 pm. arc: arco, vr: vénula ramificada, vs: vénula simples, ar: aréola, ma: margem
foliar, nt: nervura terciaria, nq: nervura quaternaria, ng*: nervura quintendria, ven: vénula, asterisco: interligagdo entre
nervuras e seta traqueides terminais.
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Na figura 3 prancha (A), empregando safranina
usualmente utilizada, é possivel observar um
numero superior de nervuras e vénulas simples
e ramificadas e em (A) onde foi aplicado violeta
de genciana pode-se notar uma coloragao mais
intensa que evidenciou bem todas as nervuras,
aréolas e vénulas simples e ramificadas.
Portanto os corantes atipicos, azul de toluidina,
fucsina e violeta de genciana demonstraram
serem Otimos corantes equiparaveis a
safranina para determinacao da venagao foliar.
Na figura 3 pranchas (A e B), observam-
se 0 padrao de nervagao terciaria em
reticulado aleatorio, com curso ramificado,
moderadamente desenvolvido e fortemente
impresso. A nervura quintenaria € do tipo
dicotdmico. Na Figura 3 prancha (A), a venagao
de fim de margem da lamina foliar é do tipo
loops incompletos e sem dentes; aréolas

moderadamente bem desenvolvidas formando
entre 3 a 4 lados; vénulas ramificadas com
1 a 3 ramificagdes; e nas vénulas simples e
ramificadas com traqueides terminais. Na
Figura 3 prancha (B), a nervura secunddria
apresentadiametromédio, seguidodediametro
menor para nervura terciaria, quaternaria
e quintenaria; interligacdo entre nervuras
terciaria e quaternaria; vénulas terminais livres
formando entre 1 a 6 ramos. Padrdes proximos
ao deste estudo foram observados por Lima et
al. (27), para a Familia Rubiaceae (B. spinosa,
B. verticillata, C. rigida, H. apiculatum, E.
depauperata e M. salzmannianus).

Na figura 4, estdo apresentados os limbos
foliares face adaxial corado com safranina em
(A),azul detoluidinaem (B), violeta de genciana
em (C e D), demonstrando as estruturas de
venacao foliar e tricomas tectores.

S Tam T

s

Figura 4. Micrografias 4 (A) — Limbo foliar adaxial corado com safranina; 4 (B) — corado com azul de
toluidina; 4 (C e D) — corado com violeta de genciana (P myrtoides). Escala: A = 40 pm, B = 50 pm,
C =200 pm, D = 45 pym. ir: intersegao ramificada, ar: aréola, nt: nervura terciaria, vr: vénula ramificada,
ns: nervura secundaria, ngr: nervura quaternaria ramificada, np: nervura principal, asterisco: interligagéo
entre nervuras, cabega de seta (preta) (A) traqueides terminais, ponta de seta (preta) (B) calibre nervura
tercidria entre ramificagdes, cabega de seta (preta) (C) calibre nervura primaria, (D) ponta de seta (preta)
ramificacdo de vénula ramificada e seta (vermelha) tricoma tector (mono) (C e D) .
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Na figura 4 pranchas (A e D), é possivel verificar
nervuras quaternarias dicotdomicas; na Figura
4A aréolas moderadamente desenvolvidas
apresentando FEVs com 2 ou mais
ramificacOes; nervuras tercidrias reticuladas
aleatoriamente, sinuosas e com ramificagdes.
As pontuacdes brancas na Figura 4 pranchas
(A, B, CeD), pertencem a estruturas secretoras,
cuja morfologia apresenta secg¢ao circular ou
piriforme, com dimensdes superiores as do
parénquima palicadico, as células centrais
apresentam mais claras. Estas estruturas
também foram observadas por Sabert et al.
(7), para C. guaviroba na face adaxial.

O mesmo também foi observado por Donato
et al. (28), na face adaxial foliar em E.
brasiliensis. Estas estruturas estdao presentes
no parénquima palicadico apresentando
cavidades secretoras adjacentes a epiderme,
estas estruturas também sao observadas em
alguns casos na face abaxial foliar do mesofilo
(28).

Tricomas tectores unicelular foram observados
em maior quantidade na face adaxial na area
da nervagao primaria e em menor quantidade
na nervagao secunddria Figura 4 prancha (C).
Ja Martins et al. (29), avaliaram a lamina foliar
de O. gratissimum onde encontraram numero
superior de tricomas na area superficial da
face adaxial em plantas mantidas em pleno
sol. De acordo com Larcher (30), a densa
quantidade de tricomas na superficie foliar
possui importante caracteristica agindo como
filtro capaz de alterar a radiacao de luz direta,
aumentando a reflexao, agindo como agente
minimizador dos efeitos da radiagado intensa
nos tecido fotossintetizador.

Na tabela 1, estao apresentados os resultados
da prospecgao fitoquimica realizada nos
extratos foliares hidroetandlicos 70% em duas
sazonalidades de P. myrtoides.

fitoquimicos em P. myrtoides. Os 4cidos
organicos foram positivos nas duas amostras;
os acucares redutores foram observados
apenas na amostra 1, ja os agucares nao
redutores na amostra 2. Os alcaloides e
flavonoides também foram positivos em
ambas as amostras. Resultados similares
foram obtidos por Ledn et al. (31), onde
analisaram dois processos de extracao para
extratos foliares cloroférmicos de C. uniflora,
encontrando a classe de flavonoides. Os
flavonoides possuem acao anti-inflamatdria,
apresentando uma nova fonte para o
desenvolvimento de novos farmacos Orsi
(32). Saponinas espumidicas nao
foram observadas em nenhum dos extratos

et al.

avaliados.

Ja a presenca de saponina hemolitica foi
observada em ambas as amostras; as
cumarinas também estdo presentes nos
extratos avaliados. O mesmo foi observado
por Ledn et al. (31), nos extratos foliares
cloroférmicos de C. uniflora. As cumarinas
apresentam  importantes  agles
anticoagulante, vasodilatadoraseemanalgesia
local Cassini (33). Os glicosidicos cardiacos
foram observados nas duas amostras de
extrato foliar, compostos fendlicos também
foram observados; Os compostos taninicos
apresentaram reagdo com  coloragao
azul identificando a presenca de taninos
hidrolisaveis. Os taninos sao amplamente
empregados na terapéutica natural devido a
sua acao antioxidante, hipocolesterolémica e

como
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Tabela 1. Prospecgao fitoquimica preliminar para o extrato foliar hidroalcodlico (70%) (v/v) de
(Psidium myrtoides) em dois periodos de coleta (1/semestre) meses de (jan. fev., mar. Abr.) e (2/
semestre) meses (ago., set., out., nov.).

Analises Resultados
1/ 2/
semestre semestre
Acidos organicos + +
Acucares Redutores + -
Agucares nao redutores - +
Alcaloides
Reativo de Mayer
Reativo de Wagner
Reativo de Libermann-Burchard
Flavonoides
Saponinas espumidicas - -
Saponinas hemoliticas
Cumarinas + +
Glicosideos Cardiacos
Reativo de Kedde +
Reativo de Keller-Killiani -
Reativo de Baljet +
Reativo de Raymond-Marthoud +
Fendlicos +
Taninos AZ
Polissacarideos - -
Catequinas - -
Benzoquinonas, naftoquinonas e fenantraquinonas - -
Depsideos e depsidonas + -
Antraquinonas - -

Duplas olefinicas + +
(+) positivo (-) negativo), AZ + = (Azul) positivo para Taninos hidrolisaveis.

+ + + +

+
+

Na tabela 1, observam-se os resultados obtidos em diferentes épocas do ano para os compostos

antitumoral Menezes Filho et al. (20), Tian (34).  tratamento de leishmaniose (20,35,36). Os
Os compostos polissacarideos e derivados compostos depsidicos e depsidonas foi
de benzoquinonas nao foram detectados em  positivoapenasnaamostra 1. Estescompostos
nenhuma das amostras. Estes compostos possuem agao analgésica, antipirética e como
apresentam acao expectorante, na producdo agente antioxidante (37). Antraquinonas néo
de medicamentos anticonvulsivante e para foram observadas em nenhum dos extratos,
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ja as duplas olefinicas foram observadas nos
dois extratos analisados.
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