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RESUMO

Os carboidratos mais encontrados na nhatureza pertencem a classe dos
polissacarideos e trata-se de componentes intrinsecos as espécies vegetais. A
pectina € um polissacarideo estrutural de constituicdo complexa e heterogénea,
muito utilizado nos diversos ramos industriais, seja no ramo alimenticio, farmacéutico
ou cosmético, por exemplo. Uma maneira de detectar esses compostos pode ser
através da técnica de histoquimica, que consiste na utilizacdo de reagentes
previamente estabelecidos permitindo a detec¢ao e identificacdo desses compostos
em diferentes localizac6es do vegetal. O objetivo deste trabalho é realizar a analise
comparativa de dois reagentes histoquimicos que podem ser utilizados para a
deteccdo de pectinas. Os cortes foram realizados a méo livre e corados com 0s
reagentes Azul de Toluidina e Vermelho de Ruténio para histolocalizar pectinas.
Para confirmar a presenca de pectinas e excluir a presenca de mucilagens, o
reagente Acido Tanico foi utilizado. Os cortes foram fixados em lamina e avaliados
por microscopia optica, com imagens capturadas por software. Os resultados obtidos
mostram depositos de pectinas em todas as espécies vegetais, exceto na lamina
foliar de Eugenia uniflora, divergindo de dados encontrados em literatura. Essa
divergéncia pode estar relacionada a fatores sazonais, alterando a composi¢éo da
planta, como também pode estar relacionada ao tempo de reacéo, concentracao dos
reagentes utilizados, entre outros fatores. Apesar dos dois reagentes utilizados
serem capazes de histolocalizar as pectinas, os dados na literatura apontam
preferéncia majoritaria pela utlizacdo do Vermelho de Ruténio para detectar
pectinas e mucilagens. Dessa forma, o presente trabalho ressalta a importancia do
entendimento dos reagentes histoquimicos utilizados, o mecanismo de acao
envolvidos nessas reacbes e a otimizacdo do processo de histolocalizacdo de
compostos presentes em especies vegetais.

Palavras-chave: Histoquimica; Anacardiaceae; Moraceae; Myrtaceae.



ABSTRACT

The most common carbohydrates found in nature belong to the class of
polysaccharides and are intrinsic components of plant species. Pectin is a structurally
complex and heterogeneous polysaccharide, widely used in different industries,
including food, pharmaceutical, and cosmetic sectors, for example. Histochemistry is
a technique involving the use of pre-established reagents which enables detection
and identification of these compounds in different locations within the plant. The
objective of this study is to perform a comparative analysis of two histochemical
reagents that can be used for pectin detection. The sections were hand-cut and
stained with Toluidine Blue and Ruthenium Red reagents to histolocate pectins, and
Tannic Acid was used to exclude mucilage presence. Then, the sections were fixed
on slides, and evaluated using optical microscopy, with images captured by software.
The obtained results reveal deposits of pectin in all plant species, except for the leaf
blade of Eugenia uniflora, contradicting data found in literature. This discrepancy
could be related to seasonal factors, altering plant composition, as well as reaction
time, reagents concentration, among other factors. Despite both used reagents being
capable of histo-localizing pectins, literature data predominantly indicate a preference
for Ruthenium Red to detect pectins and mucilages. Thus, this study emphasizes the
importance of understanding the histochemical reagents employed, the mechanisms
involved in these reactions, and the optimization of the histo-localization process of
compounds present in plant species.

Key words: Histochemistry; Anacardiaceae, Moraceae, Myrtaceae.
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1 Introducéo

O estudo de espécies vegetais e suas diferentes formas de aplicacdo mostra
0 quanto o reino vegetal é capaz de fornecer uma variedade de compostos para
diversos fins, seja na industria, na alimentagdo ou na descoberta de novas
tecnologias (Faria, 2012; Rahman et al., 2018).

Para conhecer e analisar as estruturas e os componentes desses vegetais, a
técnica de histoquimica é muito empregada. Essa técnica consiste na utilizacdo de
reagentes previamente estabelecidos que permitem a visualizacdo de compostos
tanto primarios quanto secundarios dos tecidos vegetais e baseiam-se em reacdes
quimicas que emitem coloracdo e sdo capazes de identificar e localizar tais
compostos, que podem tratar de produtos do metabolismo primario, como proteinas,
lipidios e carboidratos até os diversos compostos presentes no metabolismo
secundario de uma planta (Dores, 2007).

Os carboidratos sdo uma das classes de compostos mais encontrados na
natureza e que podem ser subdivididos em polissacarideos de reserva e
polissacarideos estruturais (Figueiredo et al., 2007). As pectinas sao polissacarideos
acidos com fungdes estruturais, que sdo encontrados na parede celular priméria e
nas camadas intercelulares das células vegetais, possuindo importante papel na
adesao entre células, conferindo firmeza e resisténcia mecéanica ao vegetal, com
papel de destaque em seu crescimento e desenvolvimento (Mohnen, 2008; Paiva et
al., 2009).

O estudo histoquimico desse grupo de polissacarideos consiste em reacdes
ligadas a seus grupamentos carboxilas que tém carater acido, o que permite a
utilizacao de diferentes reagentes histoquimicos, dentre eles o Azul de Toluidina e o
Vermelho de Ruténio. Uma vez que esses reagentes coram tanto pectinas quanto
mucilagens, o reagente Acido Tanico é capaz de excluir a presenca de mucilagens e
assim confirmar a histolocalizacdo de pectinas (Figueiredo et al., 2007; Ventrella et
al., 2013).

A utilizacdo e avaliacéo individual desses reagentes € capaz de aperfeicoar a
técnica de deteccéo de pectinas, otimizando o processo de analise histoquimica, de
modo a trazer avancos sob a Optica da pesquisa e compreensdo das estruturas

vegetais € Seus componentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Realizar andlise histoquimica comparativa para deteccdo de pectinas em
espécies vegetais utilizando os corantes Azul de Toluidina e Vermelho de Ruténio.

2.20bjetivos Especificos
e Coletar as espécies vegetais a serem estudadas;

e Realizar a histolocalizacdo de depdsitos de pectina nas espécies vegetais

utilizando os corantes Azul de Toluidina e Vermelho de Ruténio;

e Utilizar o reagente de Acido Tanico para confirmar a presenca de pectina e

excluir a presenca de mucilagens;

e Analisar e comparar a especificidade dos corantes utilizados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pectina
3.1.1 Estrutura

As pectinas sdo classificadas como polissacarideos &cidos formadas por
unidades de acido galacturénico unidas entre si por ligagado do tipo a-(1-4) (Mohnen,
2008). Em relacdo a sua estrutura, dividem-se em trés grupos principais:
homogalacturonanas (HG), ramnogalacturonanas tipo I (RG-I) e
ramnogalacturonanas tipo Il (RG-Il), mas também podem possuir em sua
composicado xilogaracturonana (XGA) e apiogalacturonana (AP), sendo essas
dltimas encontradas em plantas aquaticas, como pode-se observar na Figura 1
(Caffall; Mohnen, 2009).

As homogalacturonanas sdo compostos homopoliméricos lineares compostos
de unidades de &cido D-galactosilurénico (D-GalpA) a-(1—4) ligadas entre si,
representando cerca de 60% das pectinas nas paredes celulares vegetais (Ridley et
al., 2021). A depender da espécie, alguns de seus grupamentos carboxilicos podem
apresentar metil esterificacdo na posicdo O-6 ou acetil esterificacdo nas posicbes O-
2 e 0O-3. A cadeia principal da homogalacturonana costuma ligar-se a porc¢des de
ramnogalacturonanas tanto do tipo |, quanto do tipo Il, como também a
hemiceluloses (Caffall; Mohnen, 2009).

A porcdo ramnogalacturonana tipo | constitui de 20% a 35% das pectinas, que
possuem cadeia principal contendo unidades repetitivas de acido D-galactosilurdnico
e L-ramnose, em que a primeira costuma ser acetilada em O-2 e O-3, enquanto a
segunda apresenta substituicbes principalmente nas posicbes O-4 e menos
frequentemente, na posicédo O-3 (Ridley et al., 2001).

As ramnogalacturonanas tipo Il constituem cerca de 10% das pectinas, sendo
0 polissacarideo péctico mais complexo, com presenca de agucares raros e ligacoes
glicosidicas que geram fung¢des importantes para o crescimento e desenvolvimento
das plantas (Paulsen; Barsett, 2005; Atmodjo et al., 2013). Sua estrutura consiste
em uma cadeia linear e homogénea formada por ligagbes D-GalpA a-(1—4), com
quatro cadeias laterais diferentes (Atmodjo et al., 2013). Sua forma mais
predominante é na forma de dimero, em que o elemento quimico boro é capaz de
formar dimeros de ramnogalacturonanas tipo Il entre os OH-2 e OH-3 de cada

subunidade monomeérica, sob a forma de diéster de borato (Ridley et al., 2001).
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Figura 1 - Estrutura da pectina

Homogalacturonana i 2 2
Representagio convencional

Ramnogalacturonana I1

Ramnogalacturonana |

P Acetil éster Q Metil éster
@ Acido galacturdnico (GalA) @ Ramnose (Rha)
@ Apiose (Api) @ Fucose (Fuc)
@ Acido acérico (AceA) @ Galactose (Gal)
% O Arabinose (Ara) O Xilose (Xyl)
O Acido glucurénico ® Acido cetodeoximano-
© Acido deoxi-lixoheptulo octulopivsosfnica (DO}
piranosildrico (Dha)

Fonte: (Canteri et al., 2012)

3.1.2 Func¢des da pectina

As pectinas sdo polissacarideos estruturais de carater acido, encontrados na
parede celular primaria e nas camadas intercelulares das células vegetais,
possuindo um papel importante na adesdo entre células, conferindo firmeza e
resisténcia mecanica ao vegetal, com papel de destague em seu crescimento e
desenvolvimento (Paiva et al., 2009). Sdo capazes de conferir porosidade a parede
celular, capacidade de ligacdo a ions, permitir o crescimento do tubo polinico,
possibilitar a hidratacdo de sementes, além de ser responséavel por fazer a absciséo
de folhas e participar do desenvolvimento do fruto (Ridley et al., 2001; Willats et al.,
2001).

3.1.3 Aplicagbes da pectina

A complexidade de sua estrutura confere func¢des Unicas que fornecem

multiplicidade & sua utilizacdo nos diferentes setores industriais: farmacéutico,
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cosmeético, alimenticio, etc. Na indastria farmacéutica, podem ser utilizados como
atenuantes nos niveis de glicose e colesterol, como agente para producdo de
capsulas de liberacdo sustentada além de ser também agente emulsionante e
matéria-prima para engenharia de tecidos, preparacdo de membranas utilizadas
para fabricacdo de lentes de contato e cateteres, entre outras funcdes (Freitas et al.,
2021). Na industria de cosméticos, confere textura e consisténcia a pomadas e
cremes, e por sua propriedade espessante e estabilizadora, € utilizada na producgéo
de xampus e logBes (Lebreton-Decoster et al., 2011). Na industria alimenticia, é
utilizada na fabricacdo de geleias, compotas, conservas, bebidas lacteas e diversos

outros produtos (Voragen et al., 2009).

3.2 Histoquimica da pectina

A partir da histoquimica € possivel analisar as estruturas e os componentes
desses vegetais. Para isso, utilizam-se reagentes histoquimicos previamente
estabelecidos que permitem a visualizacdo de compostos tanto primarios quanto
secundarios dos seus tecidos. Os métodos histoquimicos baseiam-se em reacdes
cromogénicas que permitem a visualizagdo de diversos componentes, como
proteinas, lipidios e carboidratos (Déres, 2007). Com relacdo a esses ultimos, 0s
carboidratos mais encontrados na natureza pertencem a classe dos polissacarideos.
Estes subdividem-se em polissacarideos de reserva (como o amido e glicogénio) e
polissacarideos estruturais (celulose, quitina e pectinas) (Figueiredo et al., 2007).

A visualizacdo dessas reacOes depende de fatores como: tempo de
coloracdo, concentracdo do corante e caracteristicas do tecido a ser avaliado, que

pode variar de acordo com a espécie vegetal (Brandizzi, 1999).

3.2.1 Azul de Toluidina

Corante histoquimico catibnico, que por essa caracteristica liga-se a
componentes anidnicos e que por ser um reagente metacrédmico, é capaz de
fornecer dois espectros de reacdes com cores diferentes: entre lilas e rosa ou entre
azul e verde (Cardoso et al., 2009). Capaz de corar mucilagens e pectinas de roxo,
paredes celulésicas de azul e paredes lignificadas e compostos fenolicos nao
estruturais de verde, sendo as primeiras de verde claro e as segundas de verde
escuro, respectivamente (Ventrella et al., 2013). Sua estrutura, férmula molecular e

namero de CAS (Chemical Abstracts Service) € detalhado no Quadro 1.
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Quadro 1 — Informacdes sobre o reagente Azul de Toluidina

Estrutura Férmula Molecular CAS

H3C©1N\:©\ Cl
+ C15H16CIN3S 92-31-9
HoN S \N,CHa 15H16CIN3

CHj

Fonte: (Sigma-Audrich, 2023)

3.2.2 Vermelho de Ruténio

Trata-se de um corante histoquimico policatibnico que se liga nos espacos
intramoleculares de grupos carboxilas da pectina, de modo que o0 oxigénio
carboxilico de uma fracdo de galacturonona liga-se a um oxigénio hidroxila de uma
galacturonona vizinha (Sterling, 1970; Retamales; Scharaschkini, 2014). As pectinas
podem corar de rosa a vermelho, a depender dos sitios de ligacdes disponiveis
(Ventrella et al.,, 2013). O Vermelho de Ruténio também € capaz de corar
mucilagens vegetais, principalmente nas angiospermas em que a maioria dessas
mucilagens sao &cidas (Figueiredo et al., 2007). Sua estrutura, formula molecular e

numero de CAS é detalhado no Quadro 2.

Quadro 2 - Informacgdes sobre o reagente Vermelho de Ruténio

Estrutura Férmula Molecular CAS

HsN NH;

3
PN N ® 6 CI” | [(NH3)sRUORU(NH3)4ORU(NH3)s]Cls | 11103-72-3
3

HsN NH;

Fonte: (Sigma-Audrich, 2023; Sci-Finder, 2023)

3.2.3 Acido Tanico

O 4cido téanico trata-se de um corante histoquimico capaz de detectar
mucilagens, e a visualizacdo da reacdo ocorre com auxilio do cloreto férrico, seja em
cortes fixados em FAA ou nédo (Pizzolato; Lillie, 1973). O resultado € a formacao de
precipitado escuro, com as mucilagens corando em negro (Figueiredo et al., 2007).
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Quadro 3 - Informaces sobre o reagente Acido Tanico

Estrutura Férmula Molecular CAS
HO OH
HOQ HO OH
o 7 N—on
OH — o 47
HO. N OHO \>—<O ) o o
7 HO =
HO \/\g\/f‘ io‘ ;7_;__0\ 4 < OH
T e o o CreHs2046 1401-55-4

Fonte: (Sigma-Audrich, 2023)

3.3 Espécies vegetais

3.3.1 Familia Anacardiaceae R. Br. (Anacardium occidentale L. e Mangifera
indica L.)

A familia Anacardiaceae possui cerca de 80 géneros e mais de 800 espécies,
sendo predominante em regifes tropicais, subtropicais e até regides temperadas,
ocorrendo em ambientes desde secos a umidos (Kubitzki et al., 2010). No Brasil,
essa familia esta presente em todas as regides do pais (norte, nordeste, sul, sudeste
e centro-oeste), com presenca nos dominios fitogeograficos da Amazonia, Cerrado,
Caatinga, Mata Atlantica, Pantano e Pantanal (Silva-Luz et al., 2023). Apresentam-
se sob a forma de arvores e arbustos, com tecidos e érgdos vegetais com ductos de
resina, presentes no floema de peciolo, nas nervuras calibrosas das folhas, nas
flores, frutos e em outros tecidos (Simpson, 2010; Silva-Luz et al., 2023;).

Vérias espécies da familia Anacardiaceae possuem importancia econbémica,
seja por causa da sua madeira, dos frutos ou das sementes que produzem, dentre
elas manga (Mangifera indica L.), caju (Anacardium occidentale L.), caja (Spondias
mombin L.), entre outras (Lorenzi et al., 2015; Mitchell et al., 2022). Compostos da
familia Anacardiaceae possuem aplicacdo industrial, cosmética, no ramo de
corantes téxteis e da nutricdo, além de serem culturalmente importantes (Mitchell et
al., 2022). O estudo fitoquimico desta familia revelou a presenca de compostos
como terpenos, quinonas, flavonoides e taninos, por exemplo (Correia et al., 2006;
Mitchell et al., 2022).
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A espécie Anacardium occidentale L., popularmente conhecida como cajueiro,
€ encontrada principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil (Vergara et al.,
2010). Possui grande importancia econdmica, uma vez que a partir do fruto e do
pedunculo é possivel obter aproveitamento tanto in natura quanto ser utilizado na
fabricacdo de sucos e aguardente, no processo de curtimento do couro, além de
possuir outras aplicacfes na industria, na medicina e na confeitaria (Dendena; Corsi,
2014; Azam-ali; Judge, 2001).

Como propriedades medicinais, destacam-se: efeito enddcrino e contra
doencas metabodlicas como a diabetes, doencas digestivas como gastrite, ter
propriedades hipotensivas, além de possuir atividade analgésica, anti-inflamatoria,
antioxidante, antidiarreica, antimicrobiana, antifungica, atuar como cicatrizante,
dentre outras propriedades (Oliveira et al., 2022; Novaes; Novaes, 2021; Da Silva et
al., 2020; Padilha et al., 2020).

Outro exemplo de espécie de grande importancia da familia Anacardiaceae &
Mangifera indica L., popularmente conhecida como mangueira. Essa espécie exoética
esta presente em todo o territério brasileiro, destacando-se nas regiées Nordeste e
Sudeste, sendo predominante nesta primeira regido, devido ao clima favoravel para
seu desenvolvimento (Silva Sobrinho et al., 2019).

De grande importancia econémica, a manga € uma das frutas que mais se
exporta no Brasil, com consumo in natura, producdo de polpa, néctar, geleia,
bebidas prontas para servir, balas, entre outros (Tharanathan et al., 2006). E
conhecida por ser fonte de micronutrientes, vitaminas, fibras, proteinas, compostos
fendlicos e possuir propriedades antioxidantes, antidiabéticas, antiviral, anti-
helmintica, antidiarreica, hepato e gastroprotetora, além de apresentar propriedade
imunomoduladora (Shah et al., 2020).

3.3.2 Familia Moraceae Gaudich (Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg e

Artocarpus heterophyllus Lam.)

A familia Moraceae abrange cerca de 40 géneros e mais de 1000 espécies,
com distribuicdo geografica nas regides temperadas e tropicais (Pederneiras et al.,
2023). No Brasil, encontra-se principalmente no norte, nordeste, sudeste e sul,
abrangendo os dominios fitogeograficos da Amazbnia, Caatinga, Cerrado, Mata

Atlantica, Pampa e Pantanal (Romaniuc et al., 2015). Um fator comum das espécies
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dessa familia é a presenca de laticiferos e seiva leitosa em tecidos parenquimatosos
e sdo exemplos de espécies: o figo (Ficus carica L.), fruta pdo (Artocarpus altilis
(Parkinson) Fosberg) e a jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.) (Somashekhar et al.,
2013).

As espécies supracitadas possuem grande importancia econémica, uma vez
que estdo envolvidas na producdo de papel, borracha e madeira, por exemplo
(Simpson, 2010). O figo pode ser consumido in natura, secos, cristalizados,
transformados em geleias e a madeira também é utilizada, além de serem plantas
ornamentais (Francis, 2004). Em relacdo a fruta pdo e a jaca, pertencentes ao
género Artocarpus J.R.Forst. & G.Forst., possuem uso comercial ainda mais amplo.
Na industria alimenticia, podem ser processados de forma a serem consumidos em
conserva, geleia, gelatina, pasta, doces, utilizacdo na confeitaria, etc.; a madeira
pode ser aproveitada para construcdo de maoveis, na construcao civil, fabricacdo de
instrumentos e remos; o latex pode ser utilizado em vernizes e colas, entre outros
usos (Jagtap; Bapat, 2010).

O género Artocarpus, que abrange as espécies A. altilis e A. heterophyllus,
tem como metabdlitos secundarios majoritarios: flavondides, terpenos e fitoesterais,
além de outras classes de compostos fendlicos, como o estilbeno e quinonas. Por
causa disso, desempenham certas atividades biolégicas, como atividade anti-
inflamatoria, antioxidante, antifiingica, antibacteriana, antimalarica, despigmentante,
anticoagulante, hipoglicemiante, etc. (Jagtap; Bapat, 2010; Pereira; Kaplan, 2013).

Na medicina tradicional, as folhas costumam ser utilizadas para tratar febre,
feridas de pele e furinculos; frutos jovens sdo usados como adstringente e os
maduros sdo conhecidos por ter atividade laxativa e afrodisiaca; as sementes
causam constipacdo e tém acdo diurética. A madeira é usada como antidiabética e
anti-inflamatéria, enquanto o latex € usado como agente antibacteriano e a raiz
utilizada para febre, diarreia e asma (Somashekhar et al., 2013).

A polpa da fruta de A. altilis é utilizada para o figado, as folhas para tratar
cirrose hepatica, possui acao citotoxica e inibidora de catepsina, hipertensdo e
diabetes. Além disso, os frutos, casca do tronco e broto também possuem atividade
citotoxica e inibidora de catepsina. As raizes de A. heterophyllus sdo utilizadas em
casos de diarreia e febre, as folhas como vermifugo, tratamento de Ulceras e
cicatrizacdo de feridas e cascas em caso de diarreia, tosse, dermatite e asma
(Jagtap; Bapat, 2010; Pereira; Kaplan, 2013).
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3.3.3 Familia Myrtaceae Juss. (Eugenia uniflora L. e Psidium guajava L.)

A familia Myrtaceae compreende mais de 140 géneros e cerca de 6000
espécies de arvores e arbustos com frutas comestiveis em areas tropicais e
subtropicais, e quase todas as espécies dessa familia possuem 0Oleos volateis (Flora
e Funga do Brasil, 2020; Simdes, 2007). No Brasil, € uma das familias mais bem
representadas, com ocorréncia na Mata Atlantica de encostas, Floresta Amazénica,
Restinga e Cerrado. A espécie Psidium guajava L. possui distribuicdo geografica em
todas as regifes do pais, enquanto Eugenia uniflora L. concentra-se principalmente
nas regides Nordeste, Sudeste e Sul (Morais; Concei¢do; Nascimento, 2014). Essas
duas espécies sdo economicamente importantes, uma vez que podem ser utilizadas
na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (Saber et al., 2023).

A pitanga (E. uniflora), fruto da pitangueira geralmente € consumida in natura
ou utilizada no preparo de sucos e na industria pode ser aproveitada para a
fabricacdo de polpa congelada, picolé, sorvete, compotas, suco engarrafado, geleia,
iogurte, licor e cosméticos (Lira Junior et al., 2007; Santos, 2019). O 6leo essencial
da pitanga contém principalmente terpenos em sua composicdo, conferindo-lhe
atividade antimicrobiana e antioxidante (Auricchio; Bacchi, 2003; Stefanello et al.,
2011). As suas folhas contém compostos fendlicos tais quais flavondides, terpenos e
antraquinonas que sado explorados na medicina tradicional por possuirem acgao
antidiarreica, antibacteriana, antihipertensiva e agir contra distirbios estomacais,
gripe e reumatismo (Santos, 2019; Siqueira, 2022; Cruz; Kaplan, 2012).

A goiabeira (P. guajava) € uma planta que tem diversas partes exploradas na
medicina tradicional, uma vez que o0s extratos das raizes, folhas, da casca e do fruto
sdo amplamente utilizados para tratar tosse, diarreia, gastroenterite e patdgenos
intestinais, ferimentos e desordens menstruais. Essa utilizacdo esta relacionada a
fitoquimica da espécie, que possui em sua composicdo flavonoides, carotendides,
terpendides e terpenos (Pérez-Gutiérrez et al., 2008; Cruz; Kaplan, 2012).

Além disso, estudos farmacolégicos demonstraram sua capacidade
antioxidante, hepatoprotetora, antiespasmaodicas e antitussigena, reforcando assim o
seu uso tradicional (Pérez-Gutiérrez et al., 2008). Seu fruto é fonte de macro e
micronutrientes que a tornam de grande interesse tanto para consumo in natura

guanto para a industria de alimentos, sendo utilizados para fabricar sucos
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processados, produtos enlatados, desidratados, em forma de pastas, doces e

elaboracédo de sobremesas (Santos, 2019; Singh, 2011).



21

4 METODOLOGIA

4.1 Coleta das espécies, identificacdo botanica e tombamento

O material vegetal consistiu nas folhas das espécies Artocarpus altilis
(Parkinson) Fosberg, Artocarpus heterophyllus Lam., Anacardium occidentale L.,
Eugenia uniflora L., Mangifera indica L. e Psidium guajava L., que foram coletadas e
encaminhadas ao Herbario Dardano de Andrade Lima, do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA), para devida identificacdo boténica e respectivo tombamento.
Cada espécie recebeu sua numeracdo de tombamento, como indica o quadro abaixo
(QUADRO 1).

Quadro 4 - Espécies vegetais utilizadas, de acordo com a familia a qual pertencem, seus
nomes populares e cientificos, bem como seus respectivos nimeros de tombamento.

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

Fonte: Dados de pesquisa (2023)

4.2 Caracterizagdo histoquimica

Apoés identificacdo e tombamento, as espécies vegetais passaram pelo
processo de analise histoquimica. Para tal, seccfes transversais da lamina foliar
foram obtidas a méo livre com auxilio de lamina de barbear comum e como suporte,
utilizou-se a medula do peciolo de embauba (Cecropia sp.).

Para identificacdo de pectinas, foram utilizados os reagentes Azul de
Toluidina e Vermelho de Ruténio. Para confirmar a presenca de pectinas e excluir a
presenca de mucilagens, o Acido Tanico foi utilizado. Deste modo, as pectinas
coram de rosa a lilhs com o Azul de Toluidina, e de rosa a vermelho com o Vermelho
de Ruténio. J& o Acido Tanico cora mucilagens em negro. Cabe destacar que o
reagente Vermelho de Ruténio deve ser preparado logo antes das analises, e que o

tempo de exposicao a cada reagente foi de dez minutos.
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Além disso, em paralelo aos testes histoquimicos das espécies foram
realizadas laminas semipermanentes sem adicdo de reagentes para servir de
controle, de acordo com procedimentos usuais de histoquimica vegetal (Johansen,
1940; Sass, 1951).

A analise contou com microscopia Optica (Leica DM750M), acoplado a
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.

As Figuras 2 e 3 mostram o resultado do estudo histoquimico das laminas
foliares de A. occidentale e M. indica, em que secc¢des transversais foram coradas
com os reagentes Azul de Toluidina e Vermelho de Ruténio para a deteccdo de
pectinas, e Acido Tanico para a deteccdo de mucilagens. As figuras 2A e 3A tratam-
se de controles, onde n&o ha adicdo de reagentes.

Ao analisar as seccOes transversais de A. occidentale coradas com o
reagente Vermelho de Ruténio, a reacao foi positiva nas regides da parede celular
(Figura 2B), do parénquima (Figura 2C) e do tricoma (Figura 2D), evidenciando a
presenca de pectinas ou mucilagens. Para verificar os locais de acumulo de
mucilagens e comparar resultados, o Acido Tanico foi utilizado, observando

mucilagem na regido da epiderme (Figura 2E) e parénquima (Figura 2F). O teste

com Azul de Toluidina deu negativo.

A: controle; B-D: Vermelho de Ruténio; E-F: Acido tanico. Fonte: Autoria propria.

As seccOes transversais de M. indica coradas com Azul de Toluidina
indicaram a presenca de pectinas no parénquima (Figura 3B) e com Vermelho de
Ruténio observou-se 0 mesmo composto na parede do parénquima fundamental
(Figura 3C). Mucilagens foram observadas, utilizando Acido Tanico, no parénquima
fundamental (Figura 3D).
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O

A: controle; B: Azul de Toluidina; C: Vermelho de Ruténio; D: Acido tanico. Fonte: Autoria propria.

Os achados quanto ao reagente Vermelho de Ruténio, com relacdo ao
tricoma pertencente a espécie A. occidentale assemelha-se ao estudo realizado por
Lacchia e colaboradores (2016), em que espécies da familia Anacardiaceae
mostraram a presenca de mucilagens em coléteres, através da reagdo histoquimica
positiva para Vermelho de Ruténio e Acido Tanico.

A presenca de mucilagem nesses coléteres estaria associada a protecdo do
meristema em desenvolvimento e contra a dissec¢ao de folhas jovens, devido a sua
capacidade de reter e absorver 4gua. Um outro estudo demonstra que os ductos do
floema de espécies dos géneros Anacardium, Lithraea e Spondias produzem uma
secrecdo do tipo mista, que envolve em sua composicdo compostos fendlicos,
mucilagens e terpenoides (Tdlke et al., 2021).

Um estudo da secrecao do ducto da veia média presentes nas folhas de uma
espécie de Anacardium sp., mais especificamente Anacardium humile, demonstrou a
presenca de polissacarideos acidos utilizando o Vermelho de Ruténio em papel de
filtro (Royo et al., 2015).
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Um estudo que também abordava sobre os ductos secretores e sobre células
da epiderme do fruto de Mangifera indica demonstrou reacdo positiva ao reagente
Vermelho de Ruténio (Joel e Fahn, 1980).

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

As Figuras 4 e 5 mostram os resultados da caracterizacdo histoquimica das
laminas foliares de A. altilis e A. heterophyllus, em que secc¢des transversais foram
coradas com 0s reagentes histoquimicos determinados e as figuras 4A e 5A tratam-
se de controles, sem adi¢&o de reagentes.

No tocante a espécie A. altilis, foi observado pectina (Azul de Toluidina) no
parénquima e parede celular (Figura 4B) e mucilagem (Acido Tanico) no parénquima

(Figura 4C). O teste com Vermelho de Ruténio deu negativa.

Figura 4 — Caracterizag&o histoquimica da lamina foliar de Artocarpus altilis (Parkinson)

Ao analisar os resultados da caracterizacdo das folhas de A. heterophyllus,
observou-se pectina através da reacdo com Azul de toluidina no parénquima
fundamental e parede celular do parénquima (Figura 5B). Com o reagente Vermelho
de Ruténio foi evidenciado pectina na parede celular do parénquima, colénquima
(Figura 5C) e no tricoma tector (Figura 5D). Mucilagens foram observadas no
parénquima e proximo ao feixe vascular com a utilizacdo do Acido Tanico (Figura
5E).
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Um estudo de Schnetzler e colaboradores (2017) a respeito de algumas
espécies da familia Moraceae corroboram com os resultados obtidos em A.
heterophyllus, em que os tricomas coraram em rosa com a utilizacdo do reagente
Vermelho de Ruténio, indicando a presenca de pectinas. Neste mesmo estudo de
Schnetzler e colaboradores, o reagente Azul de Toluidina foi utilizado nos tricomas,
mas com o objetivo de detectar compostos fendlicos, que foram corados em tons

azuis esverdeados, uma vez gque se trata de um corante metacréomico.

5.3 Eugenia uniflora L. e Psidium guajava L.

As figuras 6 e 7 trazem o resultado do estudo histoquimico das laminas
foliares de E. uniflora e P. guajava, em que seccdes transversais foram coradas com
os reagentes Azul de Toluidina e Vermelho de Ruténio para a deteccdo de pectinas,
e Acido Tanico para a deteccdo de mucilagens. As figuras 6A e 7A tratam-se de
controles, sem adigéo de reagentes.

Em E. uniflora foram observadas mucilagens com a utilizagdo do Acido Tanico
na regido do feixe vascular (Figura 6B) e no parénquima (Figura 6C). Os testes para

pectina com Azul de Toluidina e Vermelho de Ruténio deram negativos.
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Figura 6 — Caracterizacao histoquimica da lamina foliar de Eugenia uniflora L.

A 250 pm 50 pm

® ‘ ~

A: controle; B-C: Acido tanico. Fonte: Autoria prépria.

Ao analisar os resultados da caracterizacdo histoquimica de P. guajava,
observou-se pectinas utilizando o reagente Azul de Toluidina, na regido do
parénquima fundamental (Figura 7B), resultado confirmado com a utilizacdo de
Vermelho de Ruténio, observando pectina na mesma estrutura (Figura 7C) e na
parede celular da epiderme (Figura 7C). Com o Acido Tanico, mucilagens foram

evidenciadas no parénquima fundamental (Figuras 7D e 7E).

_ Figura 7 — Caracterizag&o h

g“’"

istoquimica da lamina foliar de Psidium guajava L.

Beschorner e Bundchen (2020) em estudo sobre a histoquimica e analise
anatdbmica das folhas de E. uniflora, utilizando os reagentes Vermelho de Ruténio

para deteccado de pectinas e Azul de Toluidina para deteccdo de celulose, lignina e
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pectina divergem a respeito dos resultados obtidos neste trabalho, ja que ambos
reagentes obtiveram resultados positivos.

Segundo Gahan (1984), o reagente Vermelho de Ruténio reage positivamente
em casos de grandes concentragOes de pectina. Essa divergéncia de resultados
poderia estar relacionada a diferenca dos perfis fitoquimicos da mesma espécie
vegetal por variacbes sazonais, como temperatura, condicbes do solo,
disponibilidade de luz e &gua, entre outros, que pode variar 0 conteddo dos
metabdlitos presentes na planta (Sampaio, 2015).

Retamales e Scharaschkini (2014) realizaram um estudo para propor um
protocolo de coloracdo para identificacdo de compostos secundarios da familia
Myrtaceae utilizando 10 diferentes géneros da familia, dentre eles uma espécie
pertencente ao género Eugenia. Neste estudo, os corantes Azul de Toluidina e
Vermelho de Ruténio foram utilizados para corar folhas das espécies da familia
Myrtaceae em diferentes tempos de reacdo, em que se obteve otimizacdo do
processo com quarenta e cinco segundos para o Azul de Toluidina e de um minuto
para o vermelho de Ruténio. Segundo o estudo, foi possivel identificar compostos
como: mucilagem no mesofilo, lignina nas fibras e xilema, polissacarideos
carboxilados na epiderme, pectinas nas paredes celulares primarias, entre outros.
Essa descoberta pode ser usada de fonte metodolégica para extracdo destes
compostos em outras familias, ou servir de base para novos estudos acerca da
histolocalizagéo de compostos.

Neste mesmo estudo, Retamales e Scharaschkini (2014) destacam a questao
da aplicabilidade, seguranca e eficacia dos corantes Azul de Toluidina e Vermelho
de Ruténio, uma vez que é possivel identificar uma gama de compostos secundérios
observados em diferentes coloragdes. O estudo ainda destaca que esses reagentes
podem ser alternativas para outros protocolos ndo téo interessantes, por requererem
mais tempo de reacdo e utilizar reagentes instaveis, como &cido cloridrico, acido

tanico e 4cido picrico.
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6 CONCLUSAO

Os resultados descritos no presente estudo demonstraram a eficacia dos
corantes Azul de Toluidina e Vermelho de Ruténio para deteccdo de pectinas em
laminas foliares das espécies vegetais estudadas. Para as espécies A. occidentale,
M. indica e A. heterophyllus, os resultados corroboram com estudos ja descritos em
literatura, ainda que a descricdo do uso dos reagentes tenha sido para deteccao de
outros compostos, como compostos fendlicos e mucilagens, por exemplo.

Entretanto, os resultados obtidos para a espécie E. uniflora divergiram dos
dados encontrados em literatura. Essa divergéncia pode ser atribuida a alguns
fatores, como variagBes sazonais (época do ano, clima, temperatura, localizacdo
geografica da espécie, etc), como também estar associada ao processo de
coloracao histoquimica utilizado. Sendo assim, é importante destacar a necessidade
de maiores estudos sobre os protocolos utilizados, visando a otimizacdo do método
de deteccéo de pectinas.

A pesquisa de artigos sobre reacfes histoquimicas mostrou uma maior
utilizacdo do composto Vermelho de Ruténio para a deteccdo de mucilagens e
pectinas. A capacidade desse reagente de detectar esses dois compostos acabou
dificultando a compara¢édo dos resultados obtidos com os dados ja existentes em
literatura no tocante a histolocalizacdo de pectinas, especificamente. Além disso, 0s
poucos dados literarios sobre o corante Azul de Toluidina dificultaram uma possivel
analise comparativa entre esses reagentes.

Sendo assim, o presente estudo foi de grande importancia para servir de
apoio na busca da compreensdo dos reagentes histoquimicos utilizados para
detectar pectinas, o mecanismo de acdo envolvidos nessas reacfes e 0S processos

acerca da otimizacao da histolocalizacao deste composto.
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