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RESUMO

Os lipidios sdo um grupo de compostos organicos que fazem parte da composicao
vegetal e podem ser identificados de forma qualitativa através da histoquimica, uma
técnica que associa a histologia a um aspecto quimico, caracterizada pela
determinacdo da natureza das substancias presentes em um determinado tecido
vegetal e a sua localizacao. Frente a isso, este trabalho tem por objetivo comparar os
reagentes Sudan Ill, Sudan IV e Sulfato Azul do Nilo empregados na deteccao
histoquimica de lipidios em espécies vegetais. As sec¢des foram obtidas a mao livre,
em seguida preparados e corados com os reagentes Sudan lll, Sudan IV e Sulfato
Azul do Nilo e posteriormente fixados em lamina semipermanente. As analises foram
realizadas por microscopio optico, acoplado com camera digital, através da qual foram
obtidas imagens processadas em software. Os resultados apresentados evidenciam
gue os reagentes Sudan Il e Sudan IV embora sejam destinados a deteccdo de
lipidios gerais, podem gerar diferentes resultados no que diz respeito a
histolocalizagdo dos lipidios. N&o foi observada relacdo entre a positividade com o
reagente Sufalto Azul do Nilo e interferéncia no resultado observado pelos reagentes
Sudan. A grande maioria das andlises histoquimicas sao realizadas apenas com o
Sudan lll, o que ressalta a importancia de trabalhos como esse, que busca contribuir
para a otimizagdo de uma técnica bastante utilizada na histolocaliza¢do de lipidios.

Palavras chave: Anacardiaceae. Myrtaceae. Moraceae. Histolocalizacao.

Microscopia.



ABSTRACT

Lipids are a group of organic compounds that are part of the plant composition and can
be qualitatively identified through histochemistry, a technique that associates histology
with a chemical aspect, which is the determination of the nature of the substances
present in a given plant tissue. and its location. In view of this, this work aims to
compare the reagents Sudan Ill, Sudan IV and Blue Nile Sulfate used in the
histochemical detection of lipids in plant species. Sections were obtained freehand,
then prepared and stained with Sudan Ill, Sudan IV and Nile Blue Sulfate reagents and
subsequently fixed on a semi-permanent slide. The analyzes were carried out using
an optical microscope, coupled with a digital camera, through which images processed
in software were obtained. The presented results show that the Sudan Il and Sudan
IV reagents, although they are intended for the detection of general lipids, can generate
different results with regard to the histolocalization of lipids. No relation was observed
between positivity with the Nile Blue Sulphate reagent and interference in the result
observed by the Sudan reagents. The vast majority of histochemical analyzes are
performed only with Sudan Ill, which underscores the importance of studies like this
one, which seek to contribute to the optimization of a technique widely used in the
histolocalization of lipids.

Keywords: Anacardiaceae. Myrtaceae. Moraceae. Histolocalization. Microscopy.
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1 INTRODUCAO

A utilizacédo de plantas como agentes medicinais sempre fez parte da histéria
das civilizagbes no tratamento de doencas ou promovendo a cura. (FERREIRA et al.,
2019). Em vérias comunidades, as plantas medicinais sdo a principal ou a Unica op¢éo
terapéutica disponivel, seja devido as limitacdes do sistema de saude ou a facilidade
de acesso as plantas, que geralmente possuem custos mais baixos (PINTO;
AMOROZO; FULAN, 2006; RIBEIRO et al., 2018, CAVALCANTI; ANDRADE; LIMA,
2020).

Além disso, com o crescente aumento no uso de medicamentos fitoterapicos,
h& uma ampla discussao sobre a necessidade de controle de qualidade da matéria-
prima vegetal, uma vez que, garantir a eficacia e a seguranca desses medicamentos
torna-se um ponto crucial para a sociedade (BRUNING; MONSEGUI; VIANNA, 2012).
Desse modo, a pesquisa cientifica das plantas medicinais compreende o
conhecimento botéanico, o estudo da composicao e acdo farmacolbgica para se obter
informacdes sobre a suas propriedades toxicas e terapéutica (PAULO et al., 2009).

Diversos tipos de metabdlitos priméarios e secundarios, como os (alcaloides,
terpenos e fenilpropanoides sdo encontrados em espécies vegetais. Os lipidios sao
um grupo de compostos organicos que fazem parte da composi¢cdo vegetal e séo
encontrados principalmente na estrutura da parede celular (cutina e suberina) e no
citoplasma (GLORIA; GUERREIRO, 1992) e possuem aplicacbes na indistria
alimenticia, cosmética e farmacéutica.

Devido a importancia desse metabdlito, vale dizer que a histoquimica € uma
técnica que associa a histologia a um aspecto quimico, caracterizada pela
determinacdo da natureza das substancias presentes em um determinado tecido
vegetal e a sua localizacdo, dessa forma, faz-se necessaria para observagao de
lipidios em espécies vegetais (FIGUEIREDO et al., 2007). De forma geral, os métodos
histoquimicos permitem apenas determinac¢des qualitativas.

Frente a isso, destaca-se que conhecer a composicdo quimica e 0s
mecanismos de deposicao e mobilizacédo de reservas lipidicas é fundamental para a
exploracdo do potencial das espécies vegetais para aplicacdo alimenticia, medicinal
e cosmética, que pode ser dificultada pela falta de informacdes a respeito da presenca

dos grupos metabdlitos do vegetal e de seu local de armazenamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Comparar os reagentes Sudan lll, Sudan IV e Sulfato Azul do Nilo empregados

na deteccao histoquimica de lipidios em espécies vegetais.

2.2 Objetivos Especificos

o Coletar e legitimar botanicamente as espécies;
. Realizar cortes anatdbmicos das espécies;
. Histolocalizar os lipidios em espécies vegetais através da visualizacéo

da reacdo em microscopio Optico;
o Identificar os lipidios através da reacdo com os reagentes Sudan lll,
Sudan IV e Sulfato Azul do Nilo;

o Comparar os resultados obtidos por meio desta técnica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Lipidios

Os lipidios sdo um grupo de compostos que fazem parte do metabolismo
primario dos vegetais e caracterizam-se pela sua solubilidade, sendo sollveis em
solventes organicos e insolGveis em agua (SIMOES et al. 2007).

Os metabdlitos primarios, como as proteinas, lipidios e polissacarideos,
desempenham fungbes essenciais na estrutura, plasticidade e armazenamento de
energia das plantas. Além disso, eles tém um papel direto nas vias metabdlicas,
atuando como compostos fundamentais intermediarios nos processos catabdlicos e
anabdlicos das plantas (ALMEIDA, 2017).

Por constituirem um amplo grupo, os lipidios podem ser classificados de varias
formas. De acordo com a polaridade, séo classificados em polares ou apolares. Os
lipidios polares sédo substancias que, além da ligacdo éster do acido graxo e alcool,
possuem outras fungBes quimicas (FIGURA 1). Nesse grupo estdo incluidos os
cerebrosideos, fosfolipidios e outros lipidios complexos, como os esfingolipidios. Os
lipidios apolares ou neutros sé@o ésteres de acidos graxos com alcoois, como 0s
gliceridios, ceras, carotendides, terpendides e esterdis (SANTANA, et al., 2017).

Figura 1 — Estrutura do fosfolipidio.
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Fonte: SANTANA, et al., 2017

Outra categorizacdo comumente empregada diz respeito a origem do lipidio,
podendo ser simples, compostos ou complexos e derivados (QUADRO 1). Os lipidios

simples, apos uma reacao de hidrolise total, ddo origem somente a &cidos graxos e
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alcoois. Os compostos ou complexos apresentam outros grupos nas moléculas, assim
como a presenca de acidos graxos e alcoois. Os lipidios derivados, por sua vez, séo
substancias oriundas da hidrolise dos lipidios simples e compostos (JORGE, 2009).

Quadro 1 - Classificagéo dos lipidios.
Lipidios Simples

Acilgliceréis Glicerol Glicerol + &cidos graxos
Ceras Esteres de acidos graxos + alcoois de alto peso molecular
Lipidios Compostos
Fosfolipidios Glicerol + &cidos graxos + compostos de &cido fosforico + base
nitrogenada
Esfingomielinas Esfingosina + acido graxo + fosfato + colina
Cerebrosidios Esfingosina + acido graxo + acucar simples
Gangliosidios Esfingosina + acido graxo + carboidrato
Lipidios Derivados
Esterois Colesterol, fitosterois
Vitaminas A, D, E, K
lipossolluveis
Carotendides

Fonte: SIMOES et al. (2007).

Conforme observado no Quadro 1, os &cidos graxos sdo 0s principais
componentes dos lipidios, estes podem ser saturados ou insaturados. Quando ha um
predominio de acidos graxos insaturados, os lipidios se encontram no estado liquido
a temperatura ambiente, sendo chamados de 6leos. J4 quando a maioria dos acidos
graxos sdo saturados, apresentam-se na forma sélida a mesma temperatura, sendo
denominado de gorduras (JORGE, 2009).

Essas substancias desempenham diversas funcdes no organismo, como
componentes estruturais de membranas celulares, precursores de hormonios e acidos
biliares, fonte energética e armazenamento em espécies vegetais e animais
(GIOIELLE, 1996).

Os lipidios das espécies vegetais possuem diversas aplicacdes em diferentes
setores. Dentre as principais aplicacdes destacam-se para alimentacdo, cosméticos,
farmacéutica e industrias de biocombustiveis e de sabdes e detergentes.

Na alimentacéo os 0Oleos vegetais, como 0 6leo de soja, 6leo de girassol, 6leo
de coco e 6leo de azeite, sdo amplamente utilizados na culinaria como fonte de
vitaminas saudaveis e para adicionar sabor aos alimentos (SOUZA, et al., 2021). Além
disso, os lipidios vegetais sdo utilizados na producdo de margarinas, maioneses e
outros produtos alimenticios (LUZ, 2019; SILVA et al., 2020a).
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Em relacdo aos cosméticos, muitos lipidios vegetais sdo utilizados devido as
suas propriedades emolientes e hidratantes. Oleos como de macalba, coco e de
pracaxi sdo comumente utilizados em produtos para cuidados com a pele e cabelo,
proporcionando hidratag&o, nutricdo e protecao (SOUZA et al., 2022).

No campo farmacéutico alguns lipidios vegetais possuem propriedades
medicinais e sao utilizados na producdo de medicamentos e suplementos. Por
exemplo, o 6leo de copaiba possui efeito cicatrizante de pele e mucosa, capacidade
de penetracao transcutanea (recurso viavel para fisioterapia), anti-inflamatorio, efeito
bacteriostatico e antimicrobiano (QUEMEL et al., 2021; LIMA et al., 2021). Além disso,
Oleos vegetais ricos em acido linoleico, como o 6leo de cartamo, sédo utilizados em
suplementos alimentares para auxiliar na perda de peso (SILVA et al., 2020b).

No tocante a industria de biocombustiveis alguns lipidios vegetais, como o 6leo
de palma e o 6leo de colza, sdo utilizados na producao de biocombustiveis, como o
biodiesel (RIBEIRO etal., 2020; COSTA, 2020; OLIVEIRA et al., 2022a). Esses lipidios
sdo extraidos das plantas e transformados em combustiveis renovaveis,
entusiasmando a dependéncia de combustiveis fésseis e esperancosamente para a
reducdo das emissdes de gases de efeito estufa (RIBEIRO, et al., 2020).

E na industria de sabfes e detergentes os lipidios vegetais, como o 6leo de
coco, sdo utilizados para sua producdo. A presenca de acidos graxos nos lipidios
proporciona propriedades de limpeza e formagdo de espuma, tornando-os
ingredientes essenciais nesses produtos (COSTA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2005).

3.2 Histoquimica de Lipidios

Figueiredo et al. (2007) afirmam que as reservas de lipidios encontram-se,
geralmente, sob a forma de goticulas dispersas no citoplasma. As ceras e as cuticulas
sao estruturas igualmente ricas em compostos lipidicos e seus derivados. Segundo
0S mesmos autores, os perfis lipidicos apresentam diferencas relacionadas com a
polaridade e o estado fisico que se encontram os lipidios, ocasionando interferéncia
direta na histoquimica. As caracteristicas das moléculas de lipidios definem a sua
afinidade por solventes organicos ou aquosos. Como exemplo disso tém-se o0s
fosfolipidios, que possuem propriedades mais polares, sendo misciveis em agua,
enquanto as ceras e ésteres de glicerol, apresentam caracteristicas

predominantemente apolares, sendo, portanto, hidrofébicos (SIMOES et al., 2007).
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Destaca-se que os lipidios que possuem um ponto de fusé@o préximo de 37°C
tendem a cristalizar a temperatura ambiente, ndo reagindo as coloracbes como
aconteceria in vivo. E o que acontece, por exemplo, com os triglicerideos, que estio
presentes de forma abundante em animais e plantas, sdo hidrofébicos e sudanofilicos,
exceto quando encontram-se na forma cristalina (FIGUEIREDO, et al., 2007).

Os lipidios sdo os mais afetados pela presenca de artefatos na deteccéo
histoquimica dentre todos os grandes grupos em que essa técnica € empregada. Tal
fato se da, pois in vivo os lipidios encontram-se comumente conjugados com proteinas
e carboidratos, e in vitro, apresentam um comportamento diferente (MELLO et al.,
2022). O procedimento de fixacdo pode ainda modificar a solubilidade dos lipidios, o
gue interfere na sua rea¢cdo com os reagentes. Depdsitos de calcio, por exemplo séo
resultados da fixagdo com Formol-Calcio, podem também causar artefatos, ja que em
técnicas em que sao utilizados sais de metais pesados (Co++ e Pb++), estes séo
substituidos pelo Ca++ levando a uma reacéo falsamente positiva (FIGUEIREDO et
al., 2007). Diante disso, € muito importante a realizacdo de controles positivos e

negativos para a validacdo das analises histoquimicas.

3.2.1 Deteccéao Geral de Lipidios

Os corantes empregados na detecc¢édo de lipidios ndo apresentam auxocromo
e, portanto, ndo sdo ionizados, nem ionizaveis. Sdo designados de lisocromos 0s
corantes que coram por um processo puramente fisico, baseado na afinidade entre os
lipidios e os solventes, dessa forma, os reagentes responsaveis pela coloracdo
possuem maior afinidade pelas particulas lipidicas em relagdo ao solvente em que
estdo dissolvidas, o que significa que o seu coeficiente particdo lipidios/solvente &
elevado (FIGUEIREDO et al., 2007).

Na escolha do solvente para um lisocromo deve ter-se em conta a nao
dissolucéo da substancia que se pretende corar (ADAMS, 1996; FIGUEIREDO, et al.,
2007; SIMOES, 2007), a boa dissolucdo do lisocromo e o coeficiente de particdo
lipidio/solvente deve ser elevado (FIGURA 2). Desse modo, para aumentar a
aumentar a estabilidade dos lipidios, a adicdo de bromo € uma possibilidade, como

acontece com os 4cidos gordos e as lecitinas, que tornam-se resistentes a extracao
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etandlica e o colesterol é convertido num derivado halogenado liqguido demonimado
sudanofilo (FIGUEIREDO et al., 2007).

Figura 2 - Relagéo Lipidio/ Solvente.

s . oo oo = o o o oo

solvente g8 8 o oo

_______ fo o oh o o
Lipido -*.%d  passy

Coef. Partilha

Lipido / Solvente D2%0 3= Elevado

Fonte: FIGUEIREDO et al. (2007)

3.2.2 Reagentes Sudan

Os reagentes Sudan Il e IV (FIGURAS 3 e 4, respectivamente) sdao mais
utilizados na histoquimica de lipidios, pois identificam lipidios de diversos tipos, desde
gue estes se encontrem no estado liquido a temperatura ambiente. A sudanofilia do
lipidio depende do seu ponto de fusdo, do numero de ligacdes duplas e do
comprimento da cadeia carbonada (FIGUEIREDO et al., 2007).

Figura 3 - estrutura quimica do Sudan IIl. Figura 4 - Estrutura quimica do Sudan IV.
@ . Hy Hy NO
N \©\ N=N !=N
N
e W
HO
Fonte: FIGUEIREDO et al. (2007) Fonte: SIGMA-ALDRICH CO. LLC, 2021.

Destaca-se que o Sudan IV (FIGURA 4) é um corante ortooxiazdico com um
grupo azéico (N=N) em posicao orto (grupo cromaforo).

3.2.3 Deteccéo Diferencial de Lipidios
Alguns reagentes permitem uma distincdo mais detalhada entre os tipos de

lipidios, como o Sulfato Azul do Nilo, que permite a identificacdo de Lipidios Acidos e
Neutros, e o Tetroxido de Osmio, que permite a identificacéo de lipidios insaturados.
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No tocante ao Sulfato Azul do Nilo este € um corante alocromético empregado
na deteccao diferencial de lipidios, possui duas substancias que sdo responsaveis
pela coloracédo (FIGURA 5), sendo uma oxazona de cor vermelha (lisocromo), que se
dissolve nos lipidios neutros, e outra uma oxazina de cor azul, uma base livre capaz
de reagir com grupamento carboxilico dos acidos gordos livres e com outros residuos
de acido ortofosforico dos fosfolipidios (FIGUEIREDO et al., 2007).

Figura 5 - Substancias presentes no Sulfato Azul do Nilo

Secs i eeois

Oxazina { Azul do Nile) Crxazona { Vermelho do Nilo)

Fonte: FIGUEIREDO et al. (2007)

3.3 Espécies Vegetais

3.3.1 Anacardium occidentale L. e Mangifera indica L.

As espécies Anacardium occidentale L. e Mangifera indica L. pertencem a
familia Anacardiaceae R.Br. A familia engloba plantas de importancia socioeconémica
significativa para a regido Nordeste. Isso ocorre tanto para as espécies nativas com
frutos comestiveis, como também as espécies introduzidas que sdo consideradas um
potencial tanto na area da madeira quanto na medicina (OLIVEIRA et al., 2022b). Além
disso, a familia Anacardiaceae tem despertado grande interesse na busca por
substancias bioativas, especialmente nos géneros Anacardium L. Mangifera L. e Rhus
L. Esses géneros tém sido evidenciados como promissores nesse aspecto, conforme
mencionado por Correia, David e David (2006).

Destaca-se que em levantamento etnobotanico realizado por Oliveira et al.,
(2022b), ressalta a variedade de acdes benéficas da folha de A. occidentale,
popularmente conhecido como caju, com atividade antiinflamatéria, antibacteriana,
antifangica, cicatrizante e citotoxica. Além disso, no mesmo estudo ha evidencias das

atividades antiinflamatoéria, antibacteriana, antiviral e imunoestimulante atribuida as
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folhas de M. indica, popularmente conhecida como manga, estabelecendo-se por suas
propriedades medicinais, sendo utilizada na medicina tradicional para tratar diversos

problemas de saude.

3.3.2 Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg e Artocarpus heterophyllus Lam.

As espécies pertencentes ao género Artocarpus J.R.Forst. & G.Forst., da
familia Moraceae Gaudich., sdo conhecidas por ocuparem uma ampla variedade de
nichos ecolégicos em diferentes habitats. Seus representantes sdo diversos e
numerosos em ecossistemas florestais. No entanto, a diversidade, o estado de
conservacao e o nivel de conhecimento sobre o género ndo sao uniformes em todo o
mundo. Destaca-se que a familia Moraceae engloba 60 géneros, incluindo cerca de
1400 espécies, que estdo distribuidas nas regibes tropicais e subtropicais da Asia.
Entretanto, o género Artocarpus, em particular, € composto principalmente por arvores
frutiferas, como a fruta-péo e a jaqueira (JAGTAP; BAPAT, 2010).

No Brasil, popularmente conhecido como fruta-pdo, A. altilis é um alimento
valorizado por sua natureza amilacea e sua riqueza em calcio, fésforo, minerais,
vitaminas (B1, B2, C), aminoacidos essenciais, sacarose, flavonoides, fendis,
esterdides, fitoesterdis e glicosideos. Sua polpa desperta interesse, devido ao seu teor
elevado de carboidratos, alto teor de agua e baixo teor de gordura podendo ser
utilizada de diversas formas, incluindo como fruta seca, farinha para panificacéo e
fonte para heranca de amido, conforme mencionado por Ravichandran et al. (2016).
Nwokocha et al. (2012) evidenciou o uso das folhas da fruta-p&o na preparagéo de um
medicamento com propriedades anti-hipertensivas e Pereira e Kaplan (2013)
mencionam a atividade citotoxica e inibidora de catepsina da espécie A. altilis.

No tocante a espécie A. heterophyllus, popularmente conhecida como jaqueira,
é fonte abundante de diversos compostos de alto valor, com atividades fisioldgicas
estimulantes. A espécie é conhecida por suas propriedades antibacterianas,
antifungicas, antidiabéticas, anti-inflamatorias e antioxidantes. Essas caracteristicas
tornam a jaca um alimento de interesse ndo apenas pelo seu sabor caracteristico, mas
também pelos beneficios que podem proporcionar a saude (RANASINGHE, et al.,
2019). Destaca-se que o0 estudo de Pereira e Kaplan (2013) evidencia outras

atividades como despigmentante, anti HIV-I e antiagregante da espécie. Além disso,
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a atividade antifungica de A. heterophyllus é evidenciada no estudo de Khan et al.
(2003).

3.3.3 Eugenia uniflora L. e Psidium guajava L.

Eugenia uniflora L. e Psidium guajava L. pertencem a familia Myrtaceae Juss.
Essa familia desempenha um papel significativo na flora brasileira encontrando-se
composta por varias espécies vegetais, incluindo arvores, arbustos e ervas que sao
amplamente distribuidas pelo Brasil (MELO; STADNIK; ROQUE, 2023; AMORIM;
ALMEIDA, 2021).

A diversidade de espécies da familia Myrtaceae no Brasil é impressionante
abrigando uma grande variedade de géneros e espécies, como 0 género Eucalyptus
L'Hér, Eugenia L., Psidium L. e muitos outros. Estas plantas apresentam formas,
tamanhos e caracteristicas diferentes, o que contribui para a riqueza ecolégica do pais
(RIBEIRO, et al., 2022).

E. uniflora, popularmente conhecida como pitangueira, é uma planta de frutos
comestiveis muito conhecida e apreciada no Brasil. O cha de suas folhas tem
aplicacdo na medicina popular pelos seus efeitos benéficos, como acao hipotensora,
antidiarréica, antigotosa, estomaquica e hipoglicemiante (AURICCHIO; BACCHI,
2003).

No tocante a espécie P. guajava, popularmente conhecida como goiabeira, é
uma arvore de pequeno porte, originaria de regides tropicais, desde o sul do México
até o norte da América do Sul sendo cultivadas em diversos paises com climas
tropicais e subtropicais (DIAZ-DE-CERIO et al., 2017), permitindo sua produgdo em
escala global. De acordo com Gutiérrez, Mitchell e Solis (2008), no Brasil, tanto os
frutos quanto as folhas de P. guajava tém sido tradicionalmente utilizados para tratar
uma variedade de condi¢des, incluindo anorexia, colera, diarreia, problemas
digestivos, disenteria, apresentacdo gastrica, inflamagdo das mucosas, laringite,
inchaco na boca, problemas de pele, dor de garganta, Ulceras e corrimento vaginal.

No entanto, para que tais espécies sejam adequadas para uso, é necessario
garantir que os metabdlitos estejam presentes nas partes utilizadas em conformidade
com o padrdo, além de verificar se 0 espécime em estudo possui as mesmas
caracteristicas da espécie medicinal. Infelizmente, muitos pacientes acreditam

equivocadamente que ter uma planta cultivada em seu proprio quintal garante a
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qualidade da droga vegetal, o que nao € verdade, uma vez que esses metabdlitos
podem ser influenciados por fatores climaticos, do solo e até mesmo por fatores
intrinsecos, como gendtipos diferentes (RODRIGUES; SANDINI; PEREZ, 2010).
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4 METODOLOGIA

As espécies vegetais Anacardium occidentale L., Mangifera indica L., Eugenia
uniflora L., Psidium guajava L., Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg e Artocarpus
heterophyllus Lam. foram coletadas e encaminhadas ao Herbario Dardano de
Andrade Lima, para legitimacao da identificacdo botanica, recebendo seus devidos
tombamentos (QUADRO 2).

Quadro 2 — Espécies identificadas com os respectivos tombamentos

FAMILIAS ESPECIES TOMBAMENTOS
Caju (Anacardium occidentale) 89979
Anacardiaceae
Manga (Mangifera indica) 91429
Pitanga (Eugenia uniflora) 88149
Myrtaceae
Goiaba (Psidium guajava) 88150
Fruta pao (Artocarpus altilis) 91180
Moraceae
Jaca (Artocarpus heterophyllus) 91181

Fonte: Dados das pesquisas (2023)

Para a analise histoquimica secc¢fes transversais da lamina foliar foram obtidas
a mao livre com o uso da lamina de barbear comum, tendo como suporte a medula do
peciolo de embauba (Cecropia sp). Posteriormente as sec¢des foram coradas com os
seguintes reagentes para indicar a presenca de lipidios: Sudan Ill, Sudan IV e Sulfato
Azul do Nilo.

Foram realizados controles em paralelo aos testes histoquimicos e foram
preparadas laminas semipermanentes contendo as secdes transversais. A analise foi
realizada por microscopia éptica (Leica DM750M), acoplado com camera digital (Leica
ICC50W), através da qual foram obtidas imagens processadas em software (LAS EZ)
(SA et al., 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anacardium occidentale L. e Mangifera indica L.

Nas figuras 6A-6G e 7A-7J estdo os resultados da caracterizacao histoquimica
das laminas foliares de A. occidentale e M. indica em seccdes transversais,
apresentando nas figuras 6A e 7A as laminas foliares sem adicdo de nenhum
reagente.

Em A. occidentale, através do reagente Sudan Il foi observado compostos
lipofilicos na cuticula e no canal secretor (FIGURAS 6B e 6C). Com Sudan IV foi
evidenciado na cuticula e parénquima (FIGURAS 6D e 6E). E com o reagente Sulfato
Azul do Nilo foi observado lipidios acidos no parénquima e préximo ao canal secretor
(FIGURAS 6D e 6E).

Figura 6 — Caracterizacéo histoguimica da lamina foliar de Anacardium occidentale L.
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Sulfato Azul do Nilo. Fonte: Autoria propria.

Em M. indica, através do reagente Sudan Ill foi observado compostos lipofilicos
na cuticula, parénquima e no canal secretor (FIGURAS 7B, 7C e 7D), assim como
utilizando o reagente Sudan IV foi evidenciado nas mesmas estruturas (FIGURAS 7E,
7F e 7G). Utilizando o reagente de Sulfato Azul do Nilo foi observado lipidios acidos

na epiderme, parénguima e proximo ao canal secretor (FIGURAS 6H, 61 e 6J).
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Figura 7 — Caracterizagao histoquimica da lamina foliar de Mangifera indica L.

vy o

As deposices lipidicas evidenciadas pelo Sudan Ill em A. occidentale se
assemelham ao estudo de VASCONCELOS (2017), onde foi observada uma cuticula
espessa em resposta a reagdo com Sudam Ill. Aléem disso, Reis e colaboradores
(2014) descreveram a ocorréncia de uma cuticula espessa recobrindo a epiderme
foliar a partir do quinto dia apés a germinacéao de A. occidentale. Apesar dos reagentes
Sudan Ill e Sudan IV serem destinados a lipidios gerais, apenas na reacdo com o
Sudan IV foram revelados os lipidios no parénquima, que de acordo com a
positividade com o reagente Sulfato Azul do Nilo nessa regido, séo lipidios acidos.
Vale dizer que, os trés reagentes evidenciaram lipidios no canal secretor,
caracterizados como acidos apés reacdo com o Sulfato Azul do Nil.

Os resultados obtidos para a espécie M. indica corroboram com o estudo de
SA (2018), no qual foram evidenciados através do reagente Sudan Il compostos
lipofilicos na cuticula, nos tricomas glandulares e nas cavidades secretoras, diferindo
apenas na observacao lipidica nos tricomas glandulares e no parénquima. Nota-se
gue os trés reagentes alvos do estudo evidenciaram deposicdes lipidicas nos mesmos
locais. No entanto, com o reagente Sudan Il a visualizagdo foi mais nitida nessa
espécie (Fig. 7 B-C) devido a um maior contraste entre as coloracdes.
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5.2 Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg e Artocarpus heterophyllus Lam.

Nas figuras 8A-8E e 9A-9G encontram-se o0s resultados da caracterizacao
histoquimica das laminas foliares de A. altilis e A. heterophyllus em seccdes
transversais, apresentando nas figuras 8A e 9A as laminas foliares sem adicdo de
nenhum reagente.

Em A. altilis, através do reagente Sudan Il foi observado compostos lipofilicos
na cuticula (FIGURAS 8B). Com Sudan IV foi evidenciado na cuticula, parénquima e
xilema (FIGURAS 8C e 8D). O teste com Sulfato Azul do Nilo deu negativo (FIGURAS
8E).

Figura 8 — Caracterizagéo histoquimica da lamina foliar de Artocarpus altilis (Parkinson)
Fosberg

A: controle; B: Sudan Ill; C-D: Sudan IV; E: Sulfato Azul do Nilo. Fonte: Autoria propria.

Em A. heterophyllus, através do reagente Sudan Ill foi observado compostos
lipofilicos na cuticula, parénquima, no canal secretor e xilema (FIGURAS 9B e 9C).
Foi evidenciado com Sudan IV compostos lipofilicos na cuticula e parénquima
(FIGURAS 9D e 9E). Utilizando o reagente de Sulfato Azul do Nilo foi observado

lipidios acidos no parénquima e no canal secretor (FIGURAS 9F e 9G).
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Figura 9 — Caracterizagéo histoquimica da lamina foliar de Artocarpus heterophyllus Lam.

Y : TR

A: controle; B-C: Sudan IIl; D-E: Sudan IV; F-G: Sulfato Azul do Nilo. Fonte: Autoria propria.

Os resultados dos testes com o reagente Sudan Il descritos no estudo de SA
(2018) e SA et. al. (2019), indicam compostos lipofilicos revelados na cuticula,
epiderme e colénquima de A. altilis. Tais resultados séo diferentes ao obtido neste
estudo por meio do Sudan 1V, que evidenciou os lipidios na cuticula, parénquima e
xilema. Nota-se que o Sudan Il evidenciou apenas os lipidios presentes na cuticula.
Nessa espécie, o reagente Sudan IV foi mais vantajoso pela melhor capacidade de
histolocalizar os lipidios. O resultado negativo para o teste com o reagente Sulfato
Azul do Nilo indica que ndo ha a presenca de lipidios acidos ou neutros. E importante
destacar que a afinidade do lipidio pelo sudanofilo é influenciada pelo ponto de fuséo,
pelo numero de liga¢des duplas e pelo comprimento da cadeia carbonada, conforme
mencionado por Figueiredo et al. (2007).

No tocante a A. heterophyllus os resultados corroboram com os mesmos
estudos de Sa (2018) e Sa et. al. (2019), que evidenciaram compostos lipofilicos na
cuticula, idioblastos, parénquima esponjoso e na bainha vascular parenquimatica.
Destaca-se nos testes realizados com a espécie que o Sudan Il evidenciou lipidios
no canal secretor e no xilema, o que ndo se observou com o reagente Sudan IV.
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5.3 Eugenia uniflora L. e Psidium guajava L.

Nas figuras 10A-10H e 11A-11F estdo os resultados da caracterizacao
histoquimica das laminas foliares de E. uniflora e P. guajava em seccdes transversais,
apresentando nas figuras 9A e 10A as laminas foliares sem adicdo de nenhum
reagente.

Em E. uniflora, através do reagente Sudan Il foi observado compostos
lipofilicos na cuticula e parénquima (FIGURAS 10B e 10C). Com adic&o do reagente
Sudan IV foi evidenciado os mesmos compostos na cuticula e parénquima (FIGURAS
10D e 10E), valendo ressaltar que observou-se fragmentos de compostos lipofilicos
na regido externa do tricoma (FIGURA 10F). O teste com Sulfato Azul do Nilo

evidenciou lipidios neutros no parénquima (FIGURAS 10G e 10H).

Em P. guajava, através do reagente Sudan IIl foi observado compostos
lipofilicos na cuticula e parénquima (FIGURAS 11B e 11C), assim como utilizando o
reagente Sudan IV foi evidenciado nas mesmas estruturas (FIGURAS 11D e 11E).
Utilizando o reagente de Sulfato Azul do Nilo foi observado lipidios acidos no
parénquima (FIGURA 11F).
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Figura 11 — Caracterizag&o histoquimica da lamina foliar de Psidium guajava L.
0 T Em g . @

Os resultados obtidos em E. uniflora sdo semelhantes aos obtidos no estudo
de FIUZA et. al. (2008), cuja utilizagdo do Sudan Il evidenciou material lipidico na
cuticula e nos parénquimas palicadico e lacunoso. No entanto, em outros estudos
como os de Beschorner e Biindchen (2020) e SA et. al. (2016) foi evidenciado
compostos lipofilicos também em cavidades secretoras com o reagente Sudan Ill. Tal
diferenca pode ser explicada pelo fato do metabolismo de uma espécie variar devido
a diferencas evolutivas, adapta¢cdes ambientais e variacfes genéticas, resultando em
diferencas nas necessidades e nos processos metabdlicos, pois 0s vegetais
respondem a estimulos ambientais bastante variaveis, de natureza fisica, quimica ou
biolégica (ALVES, 2003). Nesse caso, ambos reagentes testados indicaram o0s
mesmos resultados, portanto a divergéncia com a literatura pode ser atribuida as
alteracbes de metabolismo das espécies vegetais. Destaca-se, ainda, a presenca de
compostos lipofilicos saindo dos tricomas da E. uniflora apés a reacdo com o Sudan
IV, que possivelmente é justificado devido ao fato dos lipidios serem os mais afetados

pela presenca de artefatos na deteccao histoquimica dentre todos os grandes grupos
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em que essa técnica € empregada, conforme afirmado por Figueiredo e colaboradores
(2008).

Na espécie P. guajava, 0s reagentes para lipidios gerais evidenciaram
deposicdes lipidicas nos mesmos locais, portanto, a eficiéncia € semelhante nesta
espécie para ambos os reagentes. A presenca de lipidios acidos no parénquima
destacada pelo reagente Sulfato Azul do Nilo ndo interferiu nas rea¢des quimicas com

os reagentes Sudan Il e Sudan IV.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados evidenciam que os reagentes Sudan Il e Sudan
IV embora sejam destinados a deteccao de lipidios gerais, podem gerar diferentes
resultados no que diz respeito a histolocalizacdo dos lipidios. Nao foi observada
relacdo entre a positividade com o reagente Sufalto Azul do Nilo e interferéncia no
resultado observado pelos reagentes Sudan Ill e Sudan IV. A diferenca entre os
resultados referente aos lipidios gerais esta atribuida a afinidade do lipidio pelo
sudanofilo, que é influenciada pelo ponto de fusdo, pelo niumero de ligacbes duplas e
pelo comprimento da cadeia carbonada.

A grande maioria das analises histoquimicas sao realizadas apenas utilizando
Sudan lll, o que dificulta a comparacao dos resultados com o ja exposto na literatura.
Tal fato, ressalta a importancia de trabalhos como esse, que buscam otimizar uma
técnica bastante utilizada na histolocalizacdo de lipidios, além de trazer a
compreensao da composicdo quimica e dos processos de deposi¢cdo e mobilizacdo
das reservas lipidicas, que € crucial para aproveitar o potencial das espécies vegetais

em aplicagbes alimentares, medicinais e cosméticas.
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