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RESUMO

Mitracarpus aff. frigidus (Willd. Ex Roem. & Schult.) K. Schum, pertencente a familia
Rubiaceae Juss., é conhecida popularmente como carqueira-miuda. Nesse contexto,
esse trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo anatémica e histoquimica
dos 6rgaos vegetativos de M. frigidus. Com esta finalidade, métodos usuais em
anatomia vegetal foram utilizados para o preparo e analise, em microscopio de luz e
de polarizagdo, de laminas semipermanentes contendo seccgdes transversais dos
orgaos vegetativos e seccbes paradémicas da lamina foliar da espécie. Também
foram realizados testes histoquimicos com objetivo de localizar os constituintes
quimicos em secgdes transversais da lamina foliar. A avaliacdo microscoépica
viabilizou a identificagdo de caracteres dos 6rgaos vegetativos, podendo-se citar na
raiz suber apresentando camadas de felema, camadas de parénquima cortical,
cilindro vascular do tipo colateral e cristais do tipo rafides; caule com formato circular
com 4 proeminéncias, colénquima angular distribuido nas proeminéncias do caule e
tricomas tectores presentes também no caule e lamina foliar; nervura central com
contorno biconvexo apresentando 1 camada de colénquima angular. Por meio das
técnicas histoquimicas evidenciou-se alcaloides, amido, compostos fendlicos,
compostos lipofilicos, lignina e triterpenos e esteroides. Os resultados apresentados
no presente estudo sdo fundamentais para a padronizacdo farmacobotanica da
espécie M. frigidus.

Palavras Chave: Rubiaceae. Farmacobotéanica. Microscopia.



ABSTRACT

Mitracarpus aff. frigidus (Willd. Ex Roem. & Schult.) K. Schum, belonging to the
Rubiaceae Juss. family, is popularly known as carqueira-miuda. In popular medicine,
it is used for headaches, toothache, amenorrhea, dyspepsia, hepatic and venereal
diseases, leprosy, and in the treatment of skin diseases. In this context, this study
aimed to perform the anatomical and histochemical characterization of the vegetative
organs of M. frigidus. For this purpose, the general methods in plant anatomy were
used for the preparation and analysis, under a light microscope and polarization, of
semipermanent slides containing cross sections of the vegetative organs and
parademic sections of the leaf blade of the species. Histochemical tests were also
performed to locate the chemical constituents in cross sections of the leaf blade.
Microscopic evaluation enabled the identification of characters of vegetative organs,
and can be cited in the suber root presenting layers of felema, layers of cortical
parenchyma, collateral-type vascular  cylinder and rafide  crystals;
circular-shapedstem with 4 promethenics, angular collenchyma distributed in the
stem's debuts and tectores trichos also present in the stem and leaf blade; central rib
with biconvex contour presenting 1 layer of angular collenchyma. By histochemical
techniques, alkaloids, starch, phenolic compounds, lipophilic compounds, lignin and
triterpenes and steroids were evidenced. The results presented in the present study
are fundamental for the pharmacobotanical standardization of the species M. frigidus.

Keywords: Rubiaceae. Pharmacobotanic. Microscopy.
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1 INTRODUGAO

Rubiaceae Juss. é uma das maiores familias de
angiospermas,compreendendo cerca de mais de 13.500 espécies distribuidas em
mais de 615 géneros e 64 tribos. Esta dividida em trés subfamilias: Rubioideae,
Cinchonoideae e Ixoroideae (COLE; CARVALHO; SHIMIZU, 2021). No Brasil, essa
familia € representada por aproximadamente 128 géneros e 1416 espécies, dos
quais 733 sao endémicas, com representacao significativa na Mata Atlantica e Bacia
Amazonica (FLORA DO BRASIL 2020).

A maioria das espécies de Rubiaceae se apresentam como arvores de
pequeno porte ou arbustos encontradas em subosques. Esta familia pode ser
facilmente reconhecida pelas folhas opostas e pela presenca de estipulas
interpeciolares. A grande variagdo nas formas, tamanhos e cores das flores atrai um
grande numero de polinizadores para a familia. Os frutos carnosos também variam
nas cores e tamanhos, sendo dispersos por passaros, morcegos ou ainda por
pequenos mamiferos (TAYLOR; CAMPOS; ZAPPI, 2007).

Dentre os géneros da familia Rubiaceae, pode-se destacar Mitracarpus Zucc.
ex Schult. & Schult. f., um género neotropical que engloba cerca de 30 espécies no
Brasil e no mundo. Uma espécie de grande ocorréncia no Brasil é tema deste
trabalho, Mitracarpus aff. frigidus (Willd. Ex Roem. & Schult.) K. Schum (JUNG-
MENDAGOLLI, 2007).

Conhecida também por seu nome popular carqueja-miuda, possui habito
herbaceo, e tem grandes propriedades medicinais amplamente estudada e
comprovada antibacteriana, antioxidante, antiinflamatéria, antifungica, anti diabética
e antiparasita (EKALU; ABICHE, 2020).

Segundo Fabri (2021), M. frigidus também apresenta grande potencial
antioxidante e fotoprotetor, devido ao seu conteudo flavonoidico. Com isso, o
presente estudo teve por objetivo caracterizar anatomicamente Mitracarpus frigidus
(Willd. Ex Roem. & Schult.) K. Schum juntamente com a histoquimica da espécie
encontrando seus metabdlitos, contribuindo com a diferenciagcao de outras espécies

do género Mitracarpus.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Realizar a caracterizagdo anatdbmica e histoquimica dos 6rgaos vegetativos
de Mitracarpus aff. frigidus (Willd. Ex Roem. & Schult.) K. Schum.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Descrever os caracteres anatdmicos de lamina foliar de Mitracarpus aff. frigidus
(Willd. Ex Roem. & Schult.) K. Schum;
e Realizar testes histoquimicos e identificar o local de acumulo dos metabdlitos
secundarios nas laminas foliares de Mitracarpus aff. frigidus (Willd. Ex Roem.
& Schult.) K. Schum.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FAMILIA RUBIACEAE JUSS.

Rubiaceae Juss. é composta por cerca de 614 géneros e 13.300 espécies
(BREMER; ERIKSON, 2009; ZAPPI, 2009; STEVENS, 2019). Esta familia ocupa o
quarto lugar em diversidade entre as Angiospermas, perdendo apenas para as
Asteraceae, Orchidaceae e Leguminosae (DELPRETE; CORTES, 2006;
DELPRETE; JARDIM, 2012). Possui variados habitos, tais como, ervas, arbustos e
arvores (ESTEVES et al., 2019).

No Brasil a familia esta representada por 128 géneros e 1416 espécies
distribuidas nos dominios fitogeograficos da Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Pampa, Pantanal (FLORA DO BRASIL, 2020).

Rubiaceae reune espécies com importancia econdmica, principalmente como
ornamental, medicinal ou alimenticia (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; MENDOZA et
al., 2004). Seus representantes destacam-se pela ampla variedade de compostos
quimicos, incluindo alcaloides, alguns taninos, triterpenos e, com menos frequéncia,
saponinas (CRONQUIST, 1981). Dentre esses representantes, pode-se citar Coffea
arabica L. (café), fonte de bebidas mais apreciadas e, também apresenta
substancias farmacologicamente ativas, a exemplo, a cafeina (STEYERMARK,
1974; DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Além disso, de uso medicinal, pode-se destacar ainda espécies do género
Cinchona L. e Cephaelis Sw., dentre outros, das quais se extraem os alcaloides
quinino, empregado no tratamento da malaria, e emetina, empregado como emético
(PORTO et al., 1977).

3.2 GENERO Mitracarpus Zucc. ex Schult. & Schult. f.

Dentre os géneros pertencentes a familia Rubiaceae pode-se destacar o
Mitracarpus, um género neotropical, encontrado no sul dos Estados Unidos até o
centro da Argentina. O género apresenta trés centros de diversidade de espécies: o
México, o Caribe e o Brasil (SOUZA; CABRAL; ZAPPI, 2010).
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No Brasil, os representantes do género possuem habitos arbustivos, herbaceo
e subarbustivo. E um dos poucos géneros dentro da tribo Spermacoceae cuja
deiscéncia do fruto representa um carater invariavel que suporta seu monofiletismo.
O género no pais esta representado por 28 espécies (SOUZA et al., 2020).
Mitracarpus é conhecido por apresentar em sua composi¢gao varios metabdlitos
secundarios, como fendis, taninos, flavonoides, saponinas e esteroides (EKALU;
ABICHE, 2020).

Segundo Irob e Daramola (1994), os extratos etandlicos das folhas e
inflorescéncia de Mitracarpus villosus demonstraram atividades fungicida e
fungistatica contra Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, Candida albicans,
Aspergillus niger e Fusarium solani. Como também atividade antibacteriana contra

espécies dos géneros de Escherichia, Staphylococcus, Bacilus e Streptococcus.
3.3 ESPECIE Mitracarpus aff. frigidus (Willd. Ex Roem. & Schult.) K. Schum

A espécie Mitracarpus aff. frigidus (Willd. ex Reem Schult.) K. Schum.
(FIGURA 1), conhecida popularmente como carqueira-miuda, esta distribuida na

América Tropical e Antilhas, sendo encontrada no Brasil desde o Amazonas até oRio
Grande do Sul (FERREIRA et al., 2020).

Figura 1 - Espécie Mitracarpus aff. frigidus (Willd. ex Reem Schult.) K. Schum

Fonte: Autoria propria.
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3.3.1 Aspectos Botanicos

Mitracarpus frigidus caracteriza-se como erva perene ou subarbusto, ereto ou
ascendente. Caules fortemente tetragonos, alados, glabros ou pubérulos nas faces,
hispidos ou pubescentes sobre as alas, tricomas geralmente retrorsos, mais densos
na regiao estipular. Possui folhas pseudoverticiladas pela presenca de braquiblastos
nas axilas, sésseis; laminas lanceoladas ou linear-lanceoladas, raramente lineares,
agudo-mucronadas no apice, atenuadas ou cuneadas base, cartaceas, face superior
escabra, estrigosa ou glabra, face inferior escabra até glabra sobre a superficie
laminar, glabras ou pilosas sobre as nervuras, margens ciliadas, escabras ou
raramente glabras. Os ramos florais geralmente apresentam um glomérulo terminal,
ou seguido por 1-2 glomérulos axilares, subtendidos por 2-4 bracteas foliaceas,
reflexas. As flores sao subsésseis, pedicelo inconspicuo. Apresenta capsulas
obcébnicas, glabras ou pubérulas na parte superior. Suas sementes sao oblongoides
ou globosas, castanhas a castanho-escuras; face dorsal com depressao cruciforme
profundamente impressa, exotesta fovéolo-reticulada; face ventral com encaixe em
forma de “X” (FLORA DO BRASIL, 2020).

3.3.2 Aspectos Quimicos

Souza (2013) identificou em Mitracarpus frigidus alcaldides, esterdides,
saponinas, antraquinonas, leucoantocianidinas, taninos, catequinas, flavondides
como metabdlitos secundarios. Fabri et al. (2013) identificou psicorubrina, uma
piranonaftoquinona. Ekalu e Abiche (2020) descreveram para a espécie terpenos,

esteroides, quinonas e alcaloides.

3.3.3 Aspectos Farmacolégicos

Mitracarpus frigidus é conhecida por seu uso medicinal. Na Africa Ocidental,
ha relatos de uso da espécie na medicina tradicional para dores de cabeca, dor de
dente, amenorreia, dispepsia, doencas hepaticas e venéreas, hanseniase, € no

tratamento de doencgas de pele (FABRI et al., 2013).
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Ekalu e Abiche (2020), observando a presenga de terpenos, esteroides,
quinonas e alcaloides, evidenciaram para a espécie atividades antibacteriana,
antifungicida, leishmanicida e antidiabética. Ferreira et al. (2020) comprovaram
atividade antioxidante e fotoprotetor, devido aos flavonoides contidos na espécie.

De acordo com os resultados de testes referentes a espécie M. frigidus,
obtidos por Souza et al. (2021), a espécie possui constituintes promissores que
podem sugerir boa resposta farmacologica frente as suas atividades como
antimicrobiana e citotoxica. Os autores ainda enfatizam que os alcaloides contidos
na espécie apresentam significativa atividade para microrganismos oportunistas
causadores de diversas doengas como meningite, além de apresentarem promissora
inibigdo de linhagens tumorais leucémicas. Frente a isso, os resultados exibidos
abrem perspectivas para futuro isolamento, purificagdo e identificagdo das
substancias bioativas que possam ser utilizadas no tratamento de infeccbes

microbianas e do cancer.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Espécimes vegetais foram coletados no Municipio de Arapiraca, Alagoas -
Brasil. Uma exsicata foi depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima, do
Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), para identificagdo botanica sob o niumero
de tombamento 93878.

4.2 CARACTERIZACAO ANATOMICA

Na analise foi utilizado material vegetal fresco e fixado (FAA 50% -
formaldeido, acido acético glacial e alcool etilico) (KRAUS; ARDUIN, 1997). Sec¢des
transversais da raiz, caule e folha foram obtidas a m&o livre com o uso da lamina de
barbear comum, tendo como suporte a medulado peciolo de embauba (Cecropia sp).
Foram obtidos também sec¢des paradérmicos das faces adaxial e abaxial da lamina
foliar (JOHANSEN, 1940). Em seguida as secgdes transversais e paradérmicosforam
submetidas a uma solugao de hipoclorito de sédio (50%) para descoloragao(KRAUS;
ARDUIN, 1997) e lavadas posteriormente trés vezes em agua destilada. Assecgdes
transversais foram coradas com Safrablau e as secgdes paradérmicas comazul de
metileno, seguindo a técnica descrita por Bukastsch (1972) e Krauter (1985). Em
seguida todas as secgdes foram montadas em laminas semipermanentes, seguindo
procedimentos usuais em anatomia vegetal (JOHANSEN, 1940; SASS,1951). A
analise de todas as laminas foi realizada utilizando microscopio 6ptico deluz e de
polarizagédo (Leica DM750M), acoplado com camera digital (Leica ICC50W), através

da qual foram obtidas imagens processadas em software (LAS EZ).

4.3 CARACTERIZACAO HISTOQUIMICA

Os testes histoquimicos foram realizados em secgdes transversais das
laminas foliares frescas seguindo a mesma metodologia descrita para caracterizagao
anatémica (JOHANSEN, 1940). No quadro 1 estéo listados os reagentes utilizados

na caracterizagao histoquimica. As imagens digitais das laminas foliares foram
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capturadas por microscépio optico de luz (Leica DM750M), acoplado com camera
digital (Leica ICC50W), através da qual foram obtidas imagens processadas em
software (LAS EZ).

Quadro 1 — Metodologia utilizada para a andlise histoquimica da lIamina foliar

SUBSTANCIA REAGENTE REACAO REFERENCIA
POSITIVA
Alcaloides Dragendorff Laranja YODER;
MAHLBERG,
1976
Amido Lugol roxo JOHANSEN, 1940
Comr')cl)stos ch'rorpato de Marrom escuro JOHANSEN, 1940
fendlicos potassiso 10%
Cristais de Acido cloridrico Dissolggéo dos JENSEN, 1962
oxalato de 10% critais
célcio
Ligninas Fluoroglucinol Réseo-vermelho JOHANSEN, 1940
Compostos Sudan Il Vermelho MACE; HOWELL,
lipofilicos 1974
Taninos Vanilina cloridrica Vermelho MACE;:;ZWELL’
Triterpenos e Tricloreto de Vermelho MACE; BELL;
esteroides antimonio alaranjado STIPANOVIC, 1974

Fonte: Randau et al., 2004.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO ANATOMICA

5.1.1 Raiz

Em seccéo transversal da raiz em crescimento secundario observa-se formato
ovoide (FIGURA 2A). Observa-se suber apresentando felema com 2 camadas de
células (FIGURA 2B). Apds o suber encontra-se 2-3 camadas de parénquima cortical
(FIGURA 2B e 2C). O cilindro vascular € do tipo colateral, apresentando floema
circundando todo o xilema (FIGURA 2B). Cristais do tipo rafide foi observado no
parénquima cortical de M. frigidus (FIGURA 2C e 2D). Metcalfe e Chalk (1950)

descreveram cristais do tipo rafides como caracteristica comum a familia Rubiaceae.

Figura 2 — Seccao transversal de raiz de Mitracarpus aff. frigidus (Willd. Ex Roem. & Schult.)
K. Schum

A-D: Raiz em crescimento secundario. fl: floema; pc: parénquima cortical; rf: rafide; su:
suber; xlI: xilema. Fonte: Autoria propria.

21



5.1.2 Caule

Em seccgao transversal observa-se caule em secundario com formato circular
apresentando quatro proeminéncias distribuidas de forma similar (FIGURA 3A). A
cuticula espessa recobre a epiderme unisseriada (FIGURA 3B). Observa-se 3-4
camadas de colénquima angular nas quatro proeminéncias e 1 camada distribuida
de forma continua por todo caule (FIGURA 3B). Parénquima fundamental é
observado em seguida ao colénquima (FIGURA 3B). O cilindro vascular é
caracterizado como colateral, apresentando floema e xilema bem definidos (FIGURA
3B). Parénquima medular é observado na regido central do caule (FIGURA 3A).
Observa-se tricomas tectores (FIGURA 3C) e estdmatos no caule (FIGURA 3D).

Figura 3 — Seccao transversal de caule de Mitracarpus aff. frigidus (Willd. Ex Roem. &
Schult.) K. Schum
7

A-D: Caule em crescimento secundario. co: colénquima; ct: cuticula; ep: epiderme; est:
estdbmato; fl: floema; pm: parénquima medular; tt: tricoma tector; xl: xilema. Fonte: Autoria
prépria.
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5.1.3 Lamina foliar

Nas secg¢des paradérmicas, a lamina foliar de Mitracarpus frigidus apresenta
na face adaxial células epidérmicas com paredes retas (FIGURA 4A) e na abaxial
células epidérmicas com paredes sinuosas (FIGURA 4B). A lamina foliar é
classificada como anfiestomatica com estématos paraciticos em ambas as faces
(FIGURA 4A e 4B). Mitracarpus hirtus (L.) DC. apresenta l|admina foliar
anfiestomatica, ja Manettia tweedieana K.Schum. Mart. Apresenta I&mina foliar
hipoestomatica (ZINI et al., 2016). Metcalfe e Chalk (1979) destacaram para familia
Rubiaceae laminas foliares hipoestomatica ou anfiestomatica com estdbmatos
paraciticos. Em M. frigidus nesse estudo encontrou-se somente estématos

paraciticos.

Figura 4 — Secgdes paradérmicas da lamina foliar de Mitracarpus aff. frigidus (Willd. Ex
Roem. & Schult.) K. Schum

o0 TEera

A: Face adaxial; B: Face abaxial. est: estdmato. Fonte: Autoria prépria.

A nervura central exibe um contorno biconvexo (FIGURA 5A). Observa-se
cuticula fina recobrindo a epiderme unisseriada (FIGURA 5B). M. hirtus apresenta
lamina foliar, em secgéo transversal, com epiderme uniestratificada e cuticula
delgada (ZINI et al., 2016). Adjacente a epiderme observa-se 1 camada de
colénquima angular na face abaxial (FIGURA 5B). Observa-se ainda 1-3 camadasde
colénquima angular préximo ao xilema e 1 camada proximo ao floema (FIGURA 5C).
Em M. hirtus foi observado a presenca de colénquima anelar (ZINI et al., 2016).
Observa-se 3 camadas de parénquima fundamental (FIGURA 5B). O feixe vascular é
do tipo colateral aberto disposto em um unico feixe central (FIGURA 5C). Os feixes

vasculares dos representantes da Rubiaceae sdo geralmente colaterais como
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descrito em outros trabalhos para Psychotria (MORAES et al., 2011) e Rudgea
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(MANTOVANI; VIEIRA, 1997). Em M. hirtus foi observado feixe vascular em forma

de arco e a presencga de cristais do tipo rafides na lamina foliar (ZINI et al., 2016).

Figura 5 — Seccao transversal da nervura central e do mesofilo de Mitracarpus frigidus
(Willd. Ex Roem. & Schult.) K. Schum
200 il : »” - -er‘rigf K

A

A: Aspecto geral nervura central; B-C: detalhes da nervura central; D-E: mesofilo. co:
colénquima; ct: cuticula; ep: epiderme; fl: floema; pe: parénquima esponjoso; pf: parénquima
fundamental; pp: parénquima pali¢adico; tt: tricoma tector; xI: xilema. Fonte: Autoria prépria.

O mesofilo é dorsiventral composto por 1 camada de parénquima paligadico e
3 camadas de parénquima esponjoso (FIGURA 5D). Lamina foliar dorsiventral € uma
caracteristica anatdmica comum a familia Rubiaceae (METCALFE; CHALK, 1979). O
mesofilo de M. hirtus foi descrito com apenas uma camada de parénquima paligadico
e 2-3 camadas de parénquima esponjoso (ZINI et al., 2016). Tricomas tectores sao
observados em toda lamina foliar (FIGURA 5E). Em M. hirtus nao foi descrito a

presenca de tricomas na lamina foliar (ZINI et al., 2016).

5.2 CARACTERIZAGCAO HISTOQUIMICA

A Figura 5 apresenta os resultados da histoquimica, mostrando na Figura 6A,
em seccgao transversal, a lamina foliar sem adigdo de nenhum reagente utilizada
como controle. Alcaloides foram observados na epiderme e no parénquima
esponjoso (FIGURA 6B). Em prospecgao fitoquimica foi identificado alcaloides na
especie (SOUZA, 2013; EKALU; ABICHE, 2020). Amido foi evidenciado no
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parénquima fundamental (FIGURA 6C) e compostos fendlicos no parénquima
palicadico (FIGURA 6D), parénquima esponjoso (FIGURA 6E) e no tricoma tector
(FIGURA 6F). Na cuticula foram observados compostos lipofilicos (FIGURA 6G).
Lignina foi observada no xilema do feixe vascular (FIGURA 6H). Na figura 6l
observa- se idioblasto contento triterpenos e esteroides. Esteroides ja foram
identificados em prospeccao fitoquimica (SOUZA, 2013; EKALU; ABICHE, 2020). O
teste para taninos deu negativo. Souza (2013) identificou em M. frigidus taninos em

estudo fitoquimico.

Figura 6 — Caracterizagao histoquimica da lamina foliar de Mitracarpus frigidus (Willd. Ex
Roem. & Schult.) K. Schum
vy
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A: controle; B: Dragendorff; C: lugol; D-F: dicromato de potassio; G-H: Sudan llI; I:
fluoroglucinol; J-K: &cido cloridrico. Fonte: Autoria propria.
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6 CONCLUSAO

Esse estudo possibilitou a identificagdo de parédmetros anatdmicos e
histoquimicos para a diagnose de Mitracarpus frigidus (Willd. Ex Roem. & Schult.) K.
Schum, podendo-se citar na raiz suber apresentando felema com 2 camadas de
células, 2-3 camadas de parénquima cortical, cilindro vascular do tipo colateral, e
cristais do tipo rafides ; caule com formato circular com 4 proeminéncias, colénquima
angular distribuido nas proeminéncias do caule e tricomas tectorespresentes
também no caule e lamina foliar; nervura central com contorno biconvexo
apresentando 1 camada de colénquima angular, feixe vascular colateral aberto
disposto em um unico feixe central.

Através da analise histoquimica foram evidenciados a presenca de
metabalitos importantes para o funcionamento da espécie, como alcaloides, amido,
compostos fenodlicos, compostos lipofilicos, lignina e triterpenos e esteroides, bem
como de fonte para atividades farmacoldgicas.

Assim, esse estudo contribui com a padronizagédo farmacobotanica da espécie
Mitracarpus frigidus e trouxe dados sobre anatomia e histoquimica de seus érgéos

vegetativos.
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