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ARTICLE INFO ABSTRACT

Recebido 06 Oct 2016 Eugenia uniflora L., popularly known as “pitangueira”, is an important fruitful
Aceito 13 Oct 2016 widely used in Brazilian traditional medicine for the treatment of diarrhea and
Publicado 13 Oct 2016 dysentery, flu, intestinal parasites, fever, hypertension, and as a calming and diuretic.

This work aims to perform the anatomical and histochemical characterization of the
leaves of E. uniflora Due to his great popular interest and to expand the
pharmacobotanical information of the species. They were prepared and analyzed,
through light microscopy, semipermanent slides containing transversal sections of
petiole and leaf blade, and paradermal sections of the leaf blade aiming the
characterization of the anatomy and histochemistry. It was also conducted
histochemical tests in cross-sections of the leaf. The microscopic analysis allowed
the identification of important structures to be used in the diagnosis of this species:
secretory cavities in the petiole and leaf blade; prismatic crystals in the phloem of the
petiole and leaf blade, as well as in the mesophyll and the parenchyma and
collenchyma of the midrib; druses only into the parenchyma cells of the petiole and
in the mesophyll, parenchyma, and collenchyma of the leaf blade; thick cuticle in the
petiole and leaf blade; bicollateral vascular bundle; and dorsiventral mesophyll, with
biseriate palisade parenchyma. Through the histochemistry, it was evidenced the
presence of phenolic compounds, tannins, lignin, lipophilic substances, essential oils,
triterpenes and steroids and calcium oxalate crystals. These results are useful for the
accurate identification of this species.

Keywords: Myrtaceae, pitanga, metabolites.

RESUMO

Eugenia uniflora L., popularmente conhecida como pitangueira, ¢ uma importante
frutifera muito utilizada na medicina tradicional brasileira para o tratamento de
diarreia e disenteria, gripe, parasitas intestinais, febre, hipertensdo e como calmante
e diurético. Devido ao seu amplo interesse popular e com o intuito de ampliar as
informagdes farmacoboténicas da espécie, este trabalho tem como objetivo realizar
a caracterizacdo anatOomica e histoquimica das folhas de E. uniflora. Foram
confeccionadas e analisadas, em microscépico de luz, 1aminas semipermanentes
contendo seccdes transversais de peciolo e ldmina foliar, além de secgdes
paradérmicas de lamina foliar, objetivando a caracterizagdo da anatomia e
histoquimica. A andlise microscopica permitiu a identificacdo de estruturas
importantes na diagnose da espécie: cavidades secretoras no peciolo e na lamina
foliar; cristais prismaticos no floema do peciolo e da lamina foliar, bem como no
mesofilo e nas células parenquimaticas e colenquimaticas da nervura central; drusas
estdo presentes apenas no parénquima do peciolo e no mesofilo, parénquima e
colénquima da lamina foliar; presenca de cuticula espessa no peciolo e na ldmina
foliar; feixes vasculares bicolaterais e mesofilo dorsiventral, com parénquima
palicddico bisseriado. Através da histoquimica evidenciou-se na lamina foliar a
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presenga de compostos fendlicos, taninos, lignina, compostos lipofilicos, déleos
essenciais, triterpenos e esteroides e cristais de oxalato de célcio. Os resultados
apresentados sdo tteis para a identificacdo correta da espécie.

Palavras-Chave: Myrtaceae, pitanga, metabolites.

Introducao

Eugenia uniflora L. (pitangueira) é uma
arvore frutifera de 4 a 10 m de altura, nativa do
Brasil e encontrada desde o Planalto Meridional até
as dreas de restinga no litoral do Nordeste (Lorenzi
& Matos, 2002). E amplamente cultivada em
pomares domésticos de todo o pais para a produgdo
de frutos. Estes s@o conhecidos como pitanga,
apresentam polpa suculenta e sdo consumidos
frescos ou em sucos, bem como na forma de geleia,
sendo muito populares em todo o territério
brasileiro (Lorenzi, Lacerda & Bacher, 2015).

A planta pertence a familia Myrtaceae, a
qual compreende, aproximadamente, 3.500
espécies, distribuidas em cerca de 140 géneros
(APG 111, 2009). No Brasil, a familia Myrtaceae
aparece entre as familias mais comuns na maioria
das formacdes vegetais (Souza & Lorenzi; 2005).
O género Eugenia é um dos maiores da familia e é
representado por 379 espécies (Sobral et al., 2016).

As folhas e os frutos de E. uniflora sao
empregados na medicina popular em vdrias regides
do pais (Lorenzi & Matos, 2002) no tratamento de
diarreia e disenteria (Conde et al., 2014; Messias et
al., 2015; Silva et al., 2015; Teixeira et al., 2016),
gripe (Lima, Magalhdes & Santos, 2008; Borges &
Peixoto, 2009; Neto et al., 2014), parasitas
intestinais (Lozano et al., 2014; Messias et al.,
2015), febre (Santos, Lima & Oliveira, 2014),
hipertensdo (Santos, Lima & Oliveira, 2014;
Viasquez, Mendon¢ca & Noda, 2014) e como
calmante e diurético (Alves et al., 2008).

Encontram-se, na literatura, estudos que
reportam efeitos antidiarreico (Almeida et al.,
1995), antidiabético (Arai et al., 1999),
antimicrobiano (Silva et al., 2012; Biasi-Garbin et
al., 2016), antioxidante (Sobral-Souza et al., 2014;
Schumacher et al., 2015), hepatoprotetor (Victoria
et al.,, 2013), antinociceptivo e hipotérmico
(Amorim et al., 2009), anti-Trypanosoma cruzi
(Santos et al., 2012; Azeredo et al., 2014) e anti-
Leishmania (Rodrigues et al., 2013) para as folhas
de E. uniflora.

Quanto a sua composicdo quimica, de
acordo com Auricchio & Bacchi (2003), os dleos
essenciais presentes nos frutos e nas folhas foram
os metabolitos inicialmente estudados na espécie.
As investigacdes mais recentes abordam,
principalmente, a composicdo quimica das folhas,
nas quais foram identificados flavonoides,
cumarinas, taninos, antraquinonas, terpenos,

Sd, R. D.; Santana, A. S. C. O.; Randau, K. P.

esteroides e saponinas (Fiuza et al., 2008; Cecilio
etal., 2012).

Segundo Almeida, Faria & Silva (2012),
esta ampla variedade de compostos mostra que E.
uniflora tem um grande potencial para exploracio
medicinal e cosmética. A espécie estd presente na
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Sadde (RENISUS)
(Brasil, 2009). Assim, objetivando ampliar as
informacdes cientificas a respeito desta espécie, o
estudo objetivou a caracterizacdo anatdmica e
histoquimica das folhas de E. uniflora.

Material e Métodos

Folhas de espécimes adultos de Eugenia
uniflora L. foram coletadas na cidade de
Camaragibe, Pernambuco, Brasil. A exsicata n.
88149 foi depositada no Herbario Dérdano de
Andrade Lima, do Instituto Agrondmico de
Pernambuco (IPA).

Para a caracterizag¢do anatdmica, o material
foi fixado em FAAS5O (formaldeido, 4cido acético e
alcool etilico 50%, 1:1:18 v/v) (Johansen, 1940).
Seccdes transversais de laminas foliares e peciolos
foram obtidas a mao livre, usando laminas de aco e
medula do peciolo de embauiba (Cecropia sp.)
como material de suporte. Para as ldminas foliares
também foram realizadas seccdes paradérmicas,
nas faces adaxial e abaxial. Em seguida, as sec¢des
foram submetidas a uma solug@o de hipoclorito de
soédio (50%) para descoloracido (Kraus & Arduin,
1997). Apéds lavagem em dgua destilada, as seccoes
transversais foram coradas segundo técnica
descrita por Bukatsch (1972), com safranina e azul
de Astra; as sec¢des paradérmicas foram coradas
com azul de metileno (Krauter, 1985).
Posteriormente, todas as sec¢des foram montadas
em laminas  semipermanentes,  seguindo
procedimentos usuais em anatomia vegetal
(Johansen, 1940; Sass, 1951).

Realizou-se a maceracdo das folhas
utilizando fragmentos que foram submetidos a uma
mistura de 4cido nitrico 10% e 4cido cromico 10%
(1:1), de acordo com o método de Jeffrey
(Johansen, 1940) para o isolamento das células,
permitindo a descri¢do de seus detalhes estruturais.

Testes histoquimicos foram realizados em
seccOes transversais de laminas foliares frescas,
obtidas pelo mesmo método usado para a
caracterizacdo anatdmica. Os seguintes reagentes
foram utilizados para indicar a presenga das
substéncias: cloreto férrico (10%) para compostos
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fendlicos (Johansen, 1940); DMACA (p-
dimetilaminocinamaldeido) para  flavonoides
(Feucht & Schmid, 1983); vanilina cloridrica para
taninos (Mace & Howell, 1974); Sudan III para
compostos lipofilicos (Sass, 1951); Nadi para dleos
essenciais e oleoresinas (David & Carde, 1964);
tricloreto de antimdnio para triterpenos e esteroides
(Mace, Bell & Stipanovic, 1974); Dragendorff para
alcaloides (Brasil, 2010); Lugol para amido
(Johansen, 1940); floroglucinol para lignina
(Johansen, 1940) e 4cido cloridrico (10%) para
estabelecer a natureza dos cristais (Jensen, 1962).
Controles foram realizados em paralelo aos testes
histoquimicos e laminas semipermanentes foram
preparadas  contendo  seccdes  transversais
(Johansen, 1940; Sass, 1951).

A andlise das laminas histoldgicas
preparadas para a caracterizagdo anatdmica,
maceracdo e histoquimica foi conduzida em
imagens, usando o software Toup View Image,

obtidas por uma camera digital acoplada a um
microscopio optico de luz (Alltion).

Resultados

O peciolo de Eugenia uniflora, em sec¢io
transversal, apresenta formato biconvexo, com
duas pequenas projecdes laterais na face adaxial
(Figura 1A). A epiderme € composta por uma tnica
camada de células e € recoberta por cuticula lisa e
espessa (Figura 1AB).

Adjacente a epiderme encontra-se o
colénquima (Figura 1AB) e cavidades secretoras
(Figura 1ABC). Na regido central encontra-se um
feixe vascular bicolateral disposto na forma de arco
(Figura 1AB), envolvido por fibras de
esclerénquima (Figura 1B).

No parénquima cortical sdo encontrados
diversos idioblastos contendo drusas (Figura 1BC),
enquanto que no floema estdo presentes cristais
prisméticos (Figura 1D).

Figura 1. Sec¢des transversais do peciolo de Eugenia uniflora L. A e B. Aspecto geral; C. Detalhe das
cavidades secretoras e da drusa; D. Detalhe dos cristais prismdticos no floema. Abreviaturas: co — colénquima;
cp — cristal prismético; cs — cavidade secretora; dr — drusa; ep — epiderme; esc — esclerénquima; fv — feixe
vascular. Barras: A =500 um; B =200 um; C e D =50 pm.

A lamina foliar, em vista frontal, apresenta
células de contorno sinuoso em ambas as faces,
porém, na face abaxial, a sinuosidade é mais
acentuada  (Figura 2AB). A lamina ¢
hipoestomdtica, com estdmatos anomociticos
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(Figura 2AB). Observa-se, tanto na face adaxial
quanto na face abaxial, a presenca de cavidades
secretoras, drusas e cristais prismaticos (Figura
2AB).
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Figura 2. Seccdes paradérmicas da ldmina foliar de Eugenia uniflora L. A. Face adaxial; B. Face abaxial.
Abreviaturas: cp — cristal prismatico; cs — cavidade secretora; dr — drusa; ep — epiderme; est — estomato. Barras:

AeB=50pum.

Em sec¢do transversal, a nervura central
exibe um contorno biconvexo (Figura 3A). A
epiderme € unisseriada e estd recoberta por cuticula
lisa e espessa (Figura 3AB). O colénquima ¢é
composto por cerca de 3 a 4 camadas, localizado na
face adaxial (Figura 3AB). Assim como no peciolo,
o feixe vascular € bicolateral, disposto na forma de
um arco, e estd envolvido por fibras de
esclerénquima (Figura 3A).

Drusas e cristais prismaticos sdo
visualizados no parénquima e no colénquima

préximos a nervura central (Figura 3BC), como
também no mesofilo (Figura 3EF). No floema sio
encontrados apenas cristais prismdticos (Figura
3D). Cavidades secretoras também estio presentes
na regido da nervura central (Figura 3G) e no
mesofilo (Figura 3A e H), situadas préximas a
epiderme, em ambas as faces da lamina. O mesofilo
€ dorsiventral, com parénquima palicadico
bisseriado e parénquima esponjoso constituido de
vdrias camadas de células (Figura 3H).

Figura 3. Seccdes transversais da 1amina foliar de Eugenia uniflora L. A e B: nervura central; C. Drusa e cristal
prismatico na nervura central; D. Cristais prismaticos no floema; E. Drusa no mesofilo; F. Cristal prismatico
no mesofilo; G. Cavidade secretora na nervura central; H. Mesofilo. Abreviaturas: co — colénquima; cp — cristal
prismético; cs — cavidade secretora; ct — cuticula; dr — drusa; ep — epiderme; esc — esclerénquima; fv — feixe
vascular; pe — parénquima esponjoso; pp — parénquima pali¢adico. Barras: A e H =200 um; B e G = 50 um;

C-F =20 pm.

Através da maceracao foi possivel verificar
alguns dos caracteres observados nos cortes
paradérmicos e transversais, como células
epidérmicas de contorno sinuoso (Figura 4A),
cavidades secretoras (Figura 4A), estdmatos em
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apenas uma face (Figura 4B), drusas e cristais
prismaticos (Figura 4B), além de permitir a
identificacio de elementos de vaso do tipo
helicoidal (Figura 4C).
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Figura 4. Macerado de folhas de Eugenia uniflora L. A. Face adaxial; B. Face abaxial. C. Detalhe de elemento
de vaso do tipo helicoidal. Abreviaturas: cp — cristal prismatico; cs — cavidade secretora; dr — drusa; ep —
epiderme; est — estdmato; ev — elemento de vaso. Barras: A-C = 50 um.

A Figura 5A mostra a sec¢ao transversal da
lamina foliar sem adi¢cdo de nenhum reagente.
Apés a utilizacdo do cloreto férrico (10%), os
compostos fendlicos foram encontrados nos
parénquimas pali¢ddico e esponjoso (Figura 5B),
nas células epidérmicas (Figura 5B) e no floema
(Figura 5C). O reagente DMACA demonstrou que
os flavonoides sdo os compostos fendlicos que
aparecem no floema (Figura 5D), em algumas

células epidérmicas (Figura SE) e em cavidades
secretoras (Figura 5D e SE). Nesses mesmos locais,
os taninos foram revelados com a vanilina
cloridrica (Figura 5F e 5G), além de também serem
visualizados nos parénquimas palicddico e
esponjoso (Figura 5F e 5G). A lignina, presente no
xilema e no esclerénquima, foi evidenciada com o
uso do floroglucinol (Figura SH).

xilema. Barras: A, B,D,Fe H=200 um; C,Ee G =

O Sudan I indicou a presenca de
compostos lipofilicos na cuticula (Figura 6A) e em
cavidades secretoras (Figura 6B). Oleos essenciais
foram encontrados em células epidérmicas (Figura
6C), cavidades secretoras (Figura 6C) e em células
parenquiméticas (Figura 6D). Com o tricloreto de
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Figura 5. Histoquimica na ldmina foliar de Eugenia uniflora L. A. Controle; B e C. Cloreto férrico (10%); D

e E. DMACA; F e G. Vanilina cloridrica; H. Floroglucinol. Abreviaturas: cs — cavidade secretora; ep —
epiderme; esc — esclerénquima; fl — floema; pe — parénquima esponjoso; pp — parénquima pali¢adico; xi -

50 pm.

antimdnio visualizaram-se triterpenos e esteroides
no parénquima (Figura 6E) e nas cavidades
secretoras (Figura 6F). O 4cido cloridrico (10%)
confirmou que os cristais sdo de oxalato de célcio,
apos a dissolugdo dos mesmos (Figura 6GH). Os
testes para alcaloides e amido foram negativos.

100



Journal of Environmental Analysis and Progress V. 01 N. 01 (2016) 96-105

FE TSN
godrEney

Figura 6. Histoquimica na lamina foliar de Eugenia uniflora L. A e B. Sudan III; C e D. Nadi; E. Floroglucinol;
F e G. Acido cloridrico (10%). Abreviaturas: cp — cristal prismatico; cs — cavidade secretora; ct — cuticula; ep
— epiderme; pa — parénquima; pe — parénquima esponjoso. Barras: A =200 um; B-H = 50 pm.

Discussao

Segundo Fontenelle, Costa & Machado
(1994), o formato do peciolo de 11 espécies de
Eugenia estudadas é concavo-convexo. Cortadi, Di
Sapio & Gattuso (1996), Brasil (2003) e Fiuza et
al. (2008) também citam este tipo de formato para
o peciolo de E. uniflora. Entretanto, no presente
estudo, o formato do peciolo encontrado para a
espécie diverge da literatura, onde foi registrado
como biconvexo. O sistema vascular envolvido por
esclerénquima divergiu de Fontenelle, Costa &
Machado (1994) para espécies de Eugenia; estes
autores observaram que o sistema vascular pode
estar envolto por uma bainha esclerenquimadtica,
parenquimatica ou uma mistura de ambas.

Com relagdo a presenca de cristais no
peciolo de E. uniflora, Cortadi, Di Sapio & Gattuso
(1996) encontraram drusas e cristais prismaticos no
parénquima, enquanto Fiuza et al. (2008)
encontraram drusas apenas no parénquima e
cristais prisméticos no floema, sendo os resultados
desses tltimos autores similares aqueles obtidos no
presente estudo.

Tricomas tectores foram visualizados nos
peciolos e laminas foliares de E. biflora, E.
flavescens, E. patrisii e E. tapacumensis (Alvarez
& Silva, 2012), bem como nas laminas foliares de
E. badia, E. maricaensis, E. nitida (Fontenelle,
Costa & Machado, 1994) e E. pyryformis (Lorca,
Amat & Gonzalez, 1995). De acordo com Metcalfe
& Chalk (1950), a presenca de tricomas tectores €
comum na familia Myrtaceae. Na espécie estudada
ndo foram encontrados tricomas, fato também
citado por Alves, Tresmondi & Longuii (2008) e
Dias et al. (2012). No entanto, Jorge et al. (1994)
mencionaram a presenca de raros tricomas tectores
simples na lamina foliar de E. uniflora. Fontenelle,
Costa & Machado (1994) também reportam a
presenca de tricomas tectores em E. uniflora e em
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outras 10 espécies de Eugenia, porém, afirmam que
0s estas estruturas estio presentes apenas nas
folhas jovens. Os tricomas permanecem apenas nas
folhas adultas de E. badia, E. maricanesis e E.
nitida.

A andlise anatdmica do peciolo de E.
uniflora revelou, ainda, a presenca de
caracteristicas gerais da familia Myrtaceae
(Metcalfe & Chalk, 1950; Fontenelle, Costa &
Machado, 1994), como epiderme unisseriada, feixe
vascular bicolateral e cavidades secretoras
proximas a epiderme. Para a 1amina foliar também
foram identificadas caracteristicas comuns na
familia Myrtaceae (Metcalfe & Chalk, 1950;
Fontenelle; Costa & Machado, 1994), como
epiderme unisseriada com células de contorno
sinuoso, cavidades secretoras localizadas préximas
a epiderme, em ambas as faces, feixe vascular
bicolateral e mesofilo dorsiventral.

Entretanto, alguns caracteres apresentaram
divergéncia com relacdo a literatura. A cuticula
espessada recobrindo a lamina foliar observada
neste estudo, por exemplo, também foi encontrada
no estudo de Fiuza et al. (2008). Porém, Cortadi,
Di Sapio & Gattuso (1996), Brasil (2003) e Dias et
al. (2012) observaram uma cuticula delgada.
Fontenelle, Costa & Machado (1994) encontraram
trés diferentes tipos de cuticula em espécies de
Eugenia: lisa, estriada e ondulada. Para E. uniflora,
os autores descrevem uma cuticula lisa, assim
como foi encontrado neste estudo.

H4 uma grande controvérsia nos estudos
realizados com E. uniflora a respeito do tipo de
estdmato presente na lamina foliar. De acordo com
Metcalfe & Chalk (1950), o tipo de estdomato
caracteristico da familia Myrtaceae € o
anomocitico, corroborando o encontrado aqui € nos
estudos de Cortadi, Di Sapio & Gattuso (1996),
Brasil (2003) e Fiuza et al. (2008). Porém,
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Fontenelle, Costa & Machado (1994) e Dias et al.
(2012) relatam a presenca de estomatos
anomociticos e paraciticos e Jorge et al. (1994),
Lorca, Amat & Gonzdlez (1995) e Alves,
Tresmondi & Longuii (2008) descrevem apenas a
presenca de estdmatos paraciticos.

A localizacdo do colénquima também
mostrou-se divergente da literatura. Assim como
Fiuza et al. (2008), no presente estudo, este tecido
s6 foi visualizado adjacente a epiderme adaxial.
Nas investigacdes de Jorge et al. (1994), Lorca,
Amat & Gonzilez (1995), Cortadi, Di Sapio &
Gattuso (1996), Brasil (2003) e Dias et al. (2012),
o colénquima foi encontrado adjacente a ambas as
faces da epiderme.

A quantidade de camadas de parénquima
palicadico pode variar nas espécies de Eugenia. No
estudo de Fontenelle, Costa & Machado (1994),
cinco espécies de Eugenia apresentaram apenas
uma camada de parénquima palicddico, enquanto
que outras seis espécies do gé€nero apresentaram
duas camadas deste tecido, sendo E. uniflora umas
dessas seis representantes. Os estudos de Fiuza et
al. (2008) e Dias et al. (2012) também mostraram a
presenca de duas camadas de parénquima
palicddico em E. uniflora. Lorca, Amat &
Gonzélez (1995), Cortadi, Di Sapio & Gattuso
(1996) e Alves, Tresmondi & Longuii (2008)
encontraram apenas uma camada deste tecido.

A presenca de drusas e cristais prismaticos
no mesofilo e na nervura central também ¢ relatada
por Jorge et al. (1994) e Fiuza et al. (2008). Lorca,
Amat & Gonzilez (1995) e Dias et al. (2012)
mencionam a presencga de drusas no floema, o que
ndo foi encontrado no presente estudo. De acordo
com Franceschi & Nakata (2005), a morfologia dos
cristais produzidos pode ser de um udnico tipo em
toda a planta, ou vdrios tipos, sendo cada um
especifico para um determinado 6rgdo ou, ainda,
vérios tipos dentro de um mesmo 6rgdo, mas em
diferentes tecidos.

Nos estudos prévios sobre a espécie nao
foram encontrados dados sobre a maceracdo, mas
sobre a descricio microscépica do pé (Brasil,
2003). Neste, também sdo encontradas células
epidérmicas de contorno sinuoso, cavidades
secretoras e estdmatos na face abaxial.

Corroborando os resultados deste estudo,
compostos fendlicos também foram
histolocalizados nos parénquimas palicddico e
lacunoso por Fiuza et al. (2008). Quercetina e
quercetrina  sdo alguns desses compostos
identificados nas folhas da espécie (Schmeda-
Hirschmann et al., 1987). Taninos também foram
isolados das folhas de E. uniflora (Lee et al., 1997).
Virios estudos abordam a composi¢do quimica do
6leo essencial das folhas de E. uniflora, pois seus
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constituintes variam de acordo com o local de
coleta, com a idade da planta, dentre outros fatores
(Santos, Braz-Filho & Costa, 2015). Com o
resultado da histoquimica foi possivel identificar
que os cristais sdo de oxalato de célcio, o que, de
acordo com Franceschi & Nakata (2005), sao o tipo
mais comum encontrado nas plantas.

Conclusao

Apesar de existirem vdrios estudos
publicados com esta espécie, essas andlises
microscOpicas forneceram mais informacdes
anatdomicas  dteis para a  padronizagdo
farmacobotinica, visto que existe uma
variabilidade nos caracteres de diagnose. A
maceracdo auxiliou na identificacdo do tipo
estrutural do xilema. Os testes histoquimicos
possibilitaram a caracterizacdo dos locais de
acimulo dos metabdlitos presentes na lamina foliar
da espécie, bem como determinou a natureza dos
cristais. O conjunto de informacdes
farmacobotinicas  apresentadas  corroboram
aquelas anteriormente descritas para a espécie
estudada.
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