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RESUMO

A gomeira (Vochysia pyramidalis Mart.) é uma espécie arborea do Cerrado
encontrada em varias regides do Brasil. Destaca-se pela bela floracdo sendo usada na
ornamentacdo, recuperacdo de areas degradadas e para extracdo de madeira. Pertencente
a familia Vochysiaceae a ela € atribuida propriedades medicinais utilizada na medicina
popular como anti-inflamatdria, analgésica, e antibacteriana. Entretanto, os estudos
cientificos realizados com esta espécie sdo escassos e por esse motivo, a contribuicédo
das técnicas de anatomia e histoquimica é de grande importancia, permitindo localizar
as estruturas secretoras e identificar a natureza quimica dos constituintes celulares. A
caracterizagdo quimica de 6leos essenciais obtidos de plantas identifica os constituintes
quimicos presentes contribuindo para a descoberta de substancias biologicamente ativas
e de grande interesse. Objetivou-se com este trabalho realizar ensaios anatémicos,
histoquimicos e a caracterizacdo quimica do 6leo essencial de V. pyramidalis Mart.
Através das andlises anatdbmicas verificou-se a presenca de varias caracteristicas
xeromorficas na lamina foliar e sugerem que os ductos e os idioblastos sdo as unicas
estruturas secretoras localizadas na planta. Os testes histoquimicos revelaram duas
classes de metabdlitos secundarios, os compostos fendlicos e os terpenos. Pela
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) pode-se identificar
26 compostos no 6leo essencial cujos prioritarios foram o hexadecanol, pentacosano e o
farnesol. Contudo, cabe ressaltar a necessidade de novas pesquisas como, por exemplo,
investigacdes fitoquimicas e farmacoldgicas, para que V. pyramidalis possa ser utilizada
para demonstrar as possiveis propriedades relacionadas ao uso medicinal ou nas

industrias de cosméticos e alimentos.

Palavras-chave: compostos fendlicos, estruturas secretoras, 6leo essencial, terpenos e
Vochysiacea.
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ABSTRACT

The Gomeira (Vochysia pyramidalis Mart.) is an arboreal species of the Cerrado
found in several regions of Brazil. Stands out for its beautiful flowering and has been
used in ornamentation, recovery of degraded areas and wood. Belonging to the family
of Vochysiaceae it is attributed medicinal properties and is used in traditional medicine
as anti-inflammatory, analgesic, and antibacterial. However, scientific studies on this
species are scarce and therefore, the contribution of anatomy and histochemistry
techniques is of great importance because it allows to locate the secretory structures
locate and to identify the chemical nature of cellular constituents. The chemical
characterization of essential oils obtained from plants identify the chemical constituents
present contributing to the discovery of biologically active substances and of great
interest. The objective of this work was carried out anatomical, histochemical test and
chemical characterization of essential oil of V. pyramidalis Mart. Through the
anatomical analyzes it was verified the presence of various characteristics xeromorphic
of leaf blade and suggest that the ducts and idioblasts are the ones that are located in the
plant secretory structures. Histochemical tests revealed two classes of secondary
metabolites, phenolic compounds and terpenes. Using the gas chromatography coupled
with mass spectrometry (GC/MS) there were identified 26 compounds in the essential
oil whose priority were hexadecanol, pentacosane and farnesol. However, we point out
the need for further research, for example, phytochemical and pharmacological
investigations, so V. pyramidalis in the future can be used as a medicinal plant and has

utility in other areas such as the food and cosmetic industries.

Keywords: phenolic compounds, secretory structures, essential oil, terpenes and

Vochysiaceae.
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INTRODUCAO GERAL

1 O Cerrado Brasileiro

O Cerrado brasileiro concentra sobre a sua superficie uma fonte inestimavel de
recursos biolégicos, pouco explorados e de elevado potencial econdmico, com grande
nimero de espécies medicinais, frutiferas, ornamentais e fornecedoras de madeira
(Castro et al., 2005).

De acordo com Klink e Machado (2005) o Cerrado € considerado um dos
“hotspots” (ambiente quente) a conservagio da biodiversidade mundial. E a segunda
maior formagao vegetal brasileira em extensdo, possui uma das mais ricas e diversas
floras do mundo, com cerca de 11.627 espécies vasculares de plantas superiores nativas
(Mendonca et al., 2008). Sua vegetacdo é composta por um mosaico representado por
formagdes florestais, savanicas e campestres (Ribeiro e Walter, 2008).

Conforme Silva e Bates (2002) o Cerrado brasileiro é considerado um ambiente
bastante ameacado e a sobrevivéncia de suas espécies depende de sua conservacao e
preservacao.

O desmatamento do Cerrado é superior a floresta Amazénica, porém a sua
conservacao € muito inferior. Diversas espécies de animais e vegetais estdo ameacadas
de extin¢do. Os processos de ocupacdo e exploracdo em varios estados brasileiros
deixaram a cobertura vegetal primitiva reduzida a pequenos remanescentes,
comprometendo a integridade da fauna e flora presentes no bioma. As principais
ameacas a biodiversidade sdo a erosdo do solo, a ocupacdo desordenada devido a
expansao agropecudria e urbana, a exploragdo irracional e 0 uso indiscriminado do fogo
(Silva et al., 2006; Klink e Machado 2005; Cavalcanti, 2000).



Devido a sua grande importancia o Cerrado possui reconhecimento nacional e
mundial, mas & extensdo das modificacbes ambientais ocorridas e a ameagca as
numerosas espécies tem mobilizado pesquisadores, governantes e até mesmo o setor
privado na busca de praticas de exploracdo sustentavel, através de estratégias de
conservacdo e manejo racional, visando preservar este patriménio genético (MMA,
2007; Klink e Machado, 2005).

De acordo com Oliveira et al. (2006); Veiga et al. (2005); Maciel et al. (2002) a
utilizacdo de plantas com propriedades medicinais vem perpassando os tempos desde 0s
primordios da civilizacdo humana e sua utilizagdo empirica adveio de sucessivas
observagdes que compdem a vasta medicina popular. Muitas vezes as plantas séo o
unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos no tratamento e na
cura de varias doencas. Entretanto, inlmeras espécies vegetais nativas do Cerrado
possuem potencial medicinal, sendo que a maioria é desconhecida sob o ponto de vista
cientifico (Cravotto et al., 2010).

As plantas medicinais podem conter centenas de constituintes quimicos e alguns
deles podem ser tdxicos, sendo falsa a ideia de que o uso de plantas é seguro e livre de
efeitos colaterais (Calixto, 2000). A avaliagdo do potencial terapéutico dessas plantas e
de alguns de seus constituintes quimicos é objeto de muitos estudos onde ja foram
comprovadas a¢des farmacoldgicas (Zucaro et al., 2000; Hess e Delle Monache , 1999;
Hess et al., 1995); varias dessas substancias tém grandes possibilidades de serem
utilizadas futuramente como agentes medicinais (Cechinel-Filho e Yunes, 1998). Um
exemplo é o &cido torméntico, isolado da casca do caule de V. divergens Pohl que é
eficiente contra neuropatia e dor persistente pelo processo inflamatorio (Bortalanza et
al., 2002).

Dentre as plantas do Cerrado pode-se mencionar a gomeira (Vochysia
pyramidalis Mart.), pertencente a familia Vochysiaceae que possui propriedades

medicinais sendo utilizada na medicina popular para o tratamento de varias doencas.

2 Caracterizacdo botanica de Vochysia pyramidalis Mart.

A familia Vochysiaceae compreende cerca de 250 espécies distribuidas nas
regides tropicais da América e Africa. A familia inclui oito géneros neotropicais, exceto

Erismadelphus, um género nativo na Africa Ocidental. No Brasil ocorrem seis géneros e



150 espécies. E uma das principais familias do Cerrado, com destaque para espécies de
Qualea, Vochysia, Callisthene e Salvertia convallariodora (Souza e Lorenzi, 2008). O
nome Vochysia vem do latim de vochy, nome popular da espécie tipo nas Guianas,
pyramidalis, alusdo aos frutos piramidais e gomeira por produzir goma consumida por
macacos (Silva e Pereira, 2009).

Além do Cerrado, a gomeira é encontrada em campos de altitude e matas
riparias, conhecidas também como matas de galeria ou matas ciliares, crescendo nas
margens de corregos em areas de Cerrado, com predominancia no centro oeste
brasileiro (Paula et al., 2000). E distribuida nos Estados da Bahia, Ceara, Goiés,
Maranhdo, Minas Gerais e Mato Grosso (Silva e Pereira, 2009).

A espécie V. pyramidalis Mart. € uma espécie arborea, possui copa com ramos e
gemas terminais pilosos, ferrugineos; acinzentados quando maduros (Figura 1A).
Troncos de até 50 cm de didmetro; cinza, &spero com aspecto reticulado, podendo
exsudar goma (Figura 1B). Folhas simples; opostas de até 19 cm de comprimento e 4,5
cm de largura; margens inteiras; nervuras primarias e secundarias salientes na face
inferior; peciolos de até 2 cm de comprimento, pilosos ferrugineos; estipulas caducas,
muito pequenas; folhas coriaceas; discolores; pilosas e ferrugineas na face inferior. As
inflorescéncias sdo de até 14 cm de comprimento, pilosas; ferrugineas (Figura 1C). As
flores sdo hermafroditas; de até 2 cm de comprimento; trés pétalas livres; amarelas
(Silva e Pereira, 2009; Souza e Lorenzi, 2008).



Figura 1. Arvore de Vochysia pyramidalis Mart. em &rea de ocorréncia natural, no
Cerrado do municipio de Rio Verde - Goias (A), caule cinza, aspero (B),
inflorescéncia amarela (C). Fotos: Gessiane Silva Cabral Guimardes, 2011.

Os frutos sdo capsulas lenhosas; de até 2,2 cm de comprimento; trivalvares;
deiscentes; secos; amarronzados quando maduros. As sementes sdo de até 1,8 cm de
comprimento; alas terminais; amarronzadas; trés sementes por fruto (Figura 2). Tem

florag&o de agosto a outubro e frutificacdo em dezembro a abril (Silva e Pereira, 2009).

Figura 2. Frutos verdes e maduros com sementes de Vochysia pyramidalis Mart. Foto:
Gessiane Silva Cabral Guimaraes, 2012.



A familia Vochysiaceae era tradicionalmente incluida na ordem das Polygalales
por Cronquist (1981). No entanto, a andlise filogenética molecular, baseada na regido
rbcL do cloroplasto indica que esta familia possui caracteristicas mais relacionadas com
a ordem Myrtales (Carnevale Neto et al., 2011; APG Il1, 2009). De acordo com Yoshida
et al. (2010) a presenga de compostos fendlicos como os derivados de acido elagico séo
comuns em Myrtales e pode ser considerado como um marcador para VVochysiaceae.

De acordo com a classificagdo do Grupo de Filogenia das Angiospermas (APG

I11, 2009) Vochysia pyramidalis Mart. tem a seguinte posicao sistematica:

Reino: Plantae;

Divisdo: Magnoliophyta;
Classe: Equisetopsida
Ordem: Myrtales
Familia: Vochysiaceae;
Género: Vochysia;

Espécie: pyramidalis.

De maneira geral verifica-se que caracteristicas xeromorficas podem ser
observadas em espécies da familia VVochysiaceae pelas condi¢des hostis que o Cerrado
oferece (Barbosa 1999; Fahn e Cuther, 1992). Outra caracteristica bastante peculiar a
esta familia é a capacidade de acumulacdo de aluminio observada em seus
representantes (Haridasan, 1982).

Segundo Andrade et al. (2011); Silva e Pereira (2009) a Vochysia pyramidalis é
uma das espécies nativas do Cerrado que acumulam aluminio. Essa propriedade talvez

explique a frequéncia elevada desta familia no Brasil Central (Barbosa, 1999).

3 Propriedades e aplicacGes da familia VVochyceaceae

Muitas especies da familia VVochysiaceae, em especial géneros de Qualea e
Vochysia sdo amplamente utilizadas na medicina popular para o tratamento de varias
doencas (Rodrigues e Carvalho, 2001). Para esta familia j& foram relatados noventa e

dois metabolitos secundarios e seus constituintes quimicos incluem triterpendides,



esteroides e polifendis como flavondides e derivados do acido elagico (Carnevale Neto
etal., 2011).

Véarios compostos com atividade bioldgica ja foram identificados de acordo com
0s autores Gaspi et al. (2006); Hiruma-Lima et al. (2006); Weniger et al. (2005);
Zucaro et al. (2000); Hess e Delle Monache (1999); Hess et al. (1995); foram
detectados na casca do caule de algumas espécies de Vochysia, terpenoides (&cidos
betulinico, sericico e divergioico), esterdides (sitosterol), saponinas, componentes
fenolicos e taninos que, acreditando que sejam 0s responsaveis por seu efeito
analgeésico, por sua agdo no sistema nervoso central e também pelas propriedades anti-
inflamatorias, antibacterianas e anticonvulsivantes.

O é&cido torméntico, um triterpeno pentaciclico que é eficiente contra neuropatia
e dor persistente por causa do processo inflamatério foi isolado de cascas do caule de
Vochysia divergens Pohl, uma espécie frequentemente encontrada no Pantanal de Mato
Grosso (Bortalanza et al., 2002). Segundo Jesus et al. (2009) a entrecasca € utilizada na
forma de cha para combater Glcera. O cha das folhas para controlar asma e a gripe
(Guarin Neto, 2006). Analises quimicas da casca identificaram altos teores de acido
sericico, justificando o seu uso, porque esta substancia possui propriedades anti-
inflamatorias e cicatrizantes (Hess et al., 1995).

Conforme Weniger et al. (2005); Hess et al. (1995) Vochysia divergens e
Vochysia pacifica também € utilizada na medicina popular contra as infeccdes
microbianas e para o tratamento de feridas, asma, congestdao pulmonar e dor gastrica.

Cascas e folhas de Qualea grandiflora sdo utilizadas como adstringentes e
antidiarreico (Septimio 1994), bem como para o tratamento de feridas e doencas
inflamatdrias (Almeida et al., 1998). A infusdo e a decoccdo de folhas de Q. grandiflora
é utilizada como digestivo e para tratar a diarreia sanguinolenta, célica intestinal,
Ulceras, azia, gripe e infecgdes (Rodrigues e Carvalho, 2001; Silva, 1998; Matteucci et
al., 1995; Pott e Pott, 1994).

A espécie Vochysia tucanorum, é utilizada na prevencédo e tratamento de lesdes
da mucosa gastrica, usada na forma de chéas feitos a partir de suas folhas. Segundo
Gomes et al. (2009) confirmaram essa utilizagdo testando extratos metanodlicos e
butandlicos de Vochysia tucanorum em ratos. Investigacdes fitoquimicas da fracao
butandlica identificaram diferentes triterpendides pentaciclicos como acido betulinico,
eritrodiol, &cido epi-betulinico, e derivados do &cido ursolico e &cido oleandlico, 0s

quais provavelmente conferem a essa planta medicinal a potente acdo gastroprotetora.



Um tipo de corante pode ser extraido da casca de espécies do género Qualea e
da seiva fermentada de algumas espécies de Vochysia se fabrica uma bebida semelhante
ao vinho (Barroso, 1991).

A Goma de Vochysia bifalcata assemelha-se a goma arabica, tendo potencial de
uso como substéncia aglutinante para comprimidos (Mayworm et al., 1999).

As Vochysiaceae tém alto potencial oleaginoso e as sementes de V. pyramidalis
tém em média um dos maiores teores de 6leo (23-31%), a quantidade de &cido estearico
(Ci8:0) esta em torno de 27- 43% o acido oléico (Cig1) 37-57% respectivamente
(Mayworm et al., 2011).

Segundo Metzger e Bornscheuer (2006) os 6leos e gorduras sdo as matérias-
primas mais importantes da industria quimica. Cerca de 80% da producdo global de
0Oleos e gorduras sdo de origem vegetal e apenas 20% de origem animal. Em Vochysia,
predominam os &cidos graxos de cadeias médias e longas (Cis, C20, C2,). A presenca de
acidos graxos em Vochysiaceae possibilita que sementes de algumas espécies possam
ser exploradas como fonte de alimento, producdo de detergentes, surfactantes,
cosmeéticos, plasticos e até biodiesel (Mayworm et al., 2011).

Além destes usos, os acidos graxos de Vochysiaceae poderdo ser empregados
como hipocolesterolémicos vistos que o nivel de colesterol no organismo é uma
preocupacdo na manutencdo da saude humana. Estudos tém revelado que a ingestdo de
acido estearico diminui a absorcdo de colesterol (Guderian et al., 2007; Vinson et al.,
2006).

A gomeira € um componente importante da flora do Cerrado, a goma, os frutos e
sementes alimentam a fauna, mas o que chama atencdo para esta espécie € a beleza das
flores, e pelo seu porte possui grande potencial ornamental, possibilitando o seu uso em
arborizacGes, principalmente de parques e jardins, sendo utilizada na arborizacdo da
cidade de Brasilia. Também, tem sido usada na recuperacao de areas degradadas por ter
rapido crescimento e por atrair a fauna local. Regionalmente, sua madeira é empregada

para forros e mourdes (Silva e Pereira, 2009).

4 Metabolitos secundarios

Muitas plantas possuem compostos de interesse conhecidos como metabdlitos

secundarios, que parecem ndo ter funcdo direta no seu crescimento e desenvolvimento.



Contudo, diferem dos metabdlitos primarios (aminodcidos, nucleotideos, aclcares e
outros) por terem distribuicdo restrita no reino vegetal, ou seja, sdo especificos a um
grupo de espécies, enquanto 0s primarios sdo encontrados em todo o reino vegetal (Taiz
e Zeiger, 2006).

Os metabdlitos secundarios também sdo conhecidos por metabdlitos especiais
sdo principios ativos responsaveis pelos efeitos terapéuticos e bioldgicos, a produgéo e
concentracdo € influenciada por varios fatores como: sazonalidade, altitude,
temperatura, radiacdo UV, ritmo circadiano, herbivora, ataque de patdgenos, idade das
plantas, agua, micronutrientes, macronutrientes e composicdo atmosférica, sendo estes
uns dos principais obstaculos ao seu processamento nas industrias de fitomedicamentos
e cosméticos (Souza, 2011; Morais, 2009; Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Zaroni et al.,
2004).

A producdo destes metabdlitos confere defesa contra herbivoros e
microrganismo patogénicos, protecdo contra os raios UV, atracdo de polinizadores ou
animais dispersores de sementes, bem como agentes na competicdo planta-planta
(Simdes e Spitzer, 2003). Desde modo, muitos sdo utilizados como pesticidas ou
modelos para pesticidas sintéticos, como o toxafeno, as piretrinas, a nicotina e a
rotenona (Duke et al., 1998). Os metabdlicos secundarios também possuem aplicacdo
comercial como fungicidas e medicamentos, outros sdo usados como fragrancias,
aromatizantes e materiais industriais (Taiz e Zeiger, 2006).

O elevado numero e a grande diversidade dos metabdlitos secundarios tém
despertado o interesse de pesquisadores na busca de novas moléculas potencialmente
Uteis a0 homem. Isso ocorre em razdo das atividades bioldgicas sendo muitas de
importancia comercial na area farmacéutica, alimentar, agronémica, perfumaria dentre
outras (Simdes e Spitzer, 2003).

Os metabdlitos secundarios vegetais podem ser divididos em trés grupos
quimicamente distintos: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados (Taiz

e Zeiger, 2006). Os dois primeiros grupos foram identificados em V. pyramidalis Mart.

5 Oleo Essencial

A denominacdo de 6leo essencial (OE) refere-se a um grupo de substancias

naturais aromatizantes que estdo relacionados com diversas fungdes necessarias a



sobrevivéncia da planta. Os 6leos essenciais sdo originados do metabolismo secundario
de diversas espécies vegetais e extraidas a partir das flores, folhas, cascas dos caules,
raizes, rizomas, frutos e sementes (Girard, 2005; Siani et al., 2000).

De modo geral, os 0Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias
volateis, liquidos de aparéncia oleosa, com baixa massa molecular, odorifica, soliveis
em solventes organicos e com solubilidade limitada em &gua (Morais, 2009; Castro et
al., 2004). Podem ocorrer em estruturas secretoras especializadas, tais como as células
parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos, tricomas glandulares, bolsas lisigenas e
esquisolisigenas, ou ainda, acumular em qualquer 6rgdo de uma planta, sendo que a
composi¢do pode variar segundo a localizacdo e a espécie. Sua distribui¢cdo no reino
vegetal € restrita a cerca de 50 familias, sendo a maior parte angiospermas
dicotiledbneas. Os Oleos essenciais também podem ser chamados de 6leos volateis,
6leos etéreos e esséncias (Simdes e Spitzer, 2003).

Segundo Bizzo et al. (2009) o Brasil tem lugar de destaque na producdo de dleo
essencial, a posicdo do Brasil se deve aos 6leos essenciais citricos, que sdo subprodutos
da industria de sucos. Mas por outro lado, sofre de problemas cronicos como falta de
manutencdo do padrdo de qualidade dos 6leos, representatividade nacional e baixos
investimentos governamentais no setor que levam ao quadro estacionario.

Muitas espécies nativas do Cerrado produzem o0leos essenciais com diversos
componentes importantes responsaveis por suas caracteristicas aromaticas e terapéuticas
que possui grande valor econémico. Nas industrias sdo utilizados como aromatizantes
de inimeros perfumes, cosméticos, sabonetes, desodorantes, prepara¢des condimentares
e doces. Sdo empregados também para mascarar odores desagradaveis em ambiente de
trabalho e instalacBes sanitarias, além de serem usados como solventes em produtos da
industria quimica, tais como, tintas, borrachas, inseticidas. Outros tém propriedades
farmacoldgicas e sdo usados como antissépticos, cicatrizantes, antibacterianos,
antifungicos, analgésicos, sedativos, expectorantes, estimulantes e estomaticos na
composicdo de diversos medicamentos (Bizzo et al., 2009; Morais, 2009;
Girard, 2005; Siani et al., 2000; Gupta, 1994; Craveiro et al., 1981).

Os oleos essenciais sintetizados pelas plantas tém a finalidade de defesa ou de
atrair os polinizadores. Por este motivo, sdo considerados fontes em potencial de
substancias biologicamente ativas (Simdes e Spitzer, 2003).

Os métodos mais comuns para a extracdo dos 0Oleos essenciais sdo enfloracéo

(enfleurage), arraste por vapor d’ 4gua, extragdo com solventes organicos, prensagem e
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extracdo por CO, supercritico. A escolha do método varia com a localizagdo do 6leo na
planta e com a finalidade de utilizagdo do mesmo (Morais, 2009). A hidrodestilagdo é
um tipo de extragdo de arraste por vapor d’ agua, este método ¢ amplamente utilizado
para determinacao do 6leo essencial por ser recomendado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) na pesquisa em laboratérios, usando o aparelho do tipo Clevenger pela
praticidade e baixo custo. O material vegetal fica imerso em agua aquecida e apos a
condensacdo do vapor, 0 6leo se separa da fase aquosa por decantacdo (Prins et al.,
2006).

A composigdo quimica dos Oleos essenciais € determinada por fatores genéticos,
porém, varios fatores podem acarretar alteracBes significativas na producdo dos
metabolitos secundarios. Os estimulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se
encontra, podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes
compostos. Dentre estes fatores, podem-se ressaltar as interagcbes planta/
microrganismos, planta/ insetos e planta/ planta; idade e estadio de desenvolvimento,
fatores abidticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo, época e
horério de coleta, bem como técnicas de colheita (Morais, 2009; Gobbo-Neto e Lopes,
2007; Ram et al., 2005; Tanu e Adholeya, 2004; Maciel et al., 2002).

A formacdo de 6leos volateis, em geral, parece aumentar em temperaturas mais
elevadas, apesar de dias muito quentes levarem a uma perda excessiva destes
metabolitos (Evans, 1996).

Nos ultimos anos, os consumidores preferem produtos farmacéuticos ou
alimenticios de origem natural. Devido a isso, a procura por plantas medicinais e
aromaticas tem aumentado. Segundo Martinazzo et al. (2007) e Girard (2005) e os
6leos essenciais possuem grande potencial para a busca de substancias altamente
funcionais de reconhecido valor econémico. A producdo de 6leos essenciais no Brasil é

viavel, mas também rentavel (Bizzo et al., 2009).

6 Terpenos

Os terpenos representam a maior classe de compostos quimicos de constituintes
ativos de plantas encontrados nos 0leos essenciais cerca de 40.000 moléeculas diferentes

compdem a familia dos terpendides ou isoprendides (Aharoni, et al., 2004; Castro et al.,
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2004). Os monoterpenos e sesquiterpenos sdo compostos terpénicos predominantes dos
6leos essenciais, 0s diterpenos sdo os constituintes minoritarios (Castro et al., 2004).

A classificacdo dos terpenos é feita pelo numero de unidades pentacarbonadas
que possuem. Os terpenos de 10 carbonos, que tem duas unidades Cs sdo chamados de
monoterpenos; os de trés unidades Cs sdo o0s sesquiterpenos; os de quatro unidades Cs
sdo os diterpenos. Os maiores incluem os triterpenos (30 carbonos), tetraterpenos (40
carbonos) e politerpendides com mais de 40 atomos de carbono (Simdes e Spitzer,
2003).

A biossintese dos terpenoides deriva da condensacdo enzimatica de unidades
isoprénicas com 5 atomos de carbono. A unidade isoprénica, por sua vez se origina a
partir do acido mevaldnico no citosol, trés moléculas de acetil CoA sédo ligadas para
formar o &cido mevalénico (Figura 3). Esse importante intermediario de seis carbonos é
entdo pirofosforilado, descarboxilado e desidratado para produzir isopentenil difosfato
(IPP). As unidades pentacarbonadas ativas na biossintese dos terpenos que se unem para
formar moléculas maiores sdo o IPP e seu isémero, dimetil difosfato (DMAPP).
Inicialmente estas duas moléculas reagem e formam o geranil difosfato (GPP), uma
molécula de 10 carbonos, a partir da qual sdo formados os monoterpenos. O GPP pode
entdo se liga a outra molécula de IPP, formando um composto de 15 carbonos, farnesil
difosfato (FPP), precursor da maioria dos sesquiterpenos. A adi¢cdo de outra molécula de
IPP forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), composto de 20 carbonos, precursor dos
diterpenos. O FPP e GGPP podem dimerizar para formar triterpenos e tetraterpenos
(Taiz e Zeiger, 2006).

O IPP também pode ser formado a partir de intermediarios da glicolise ou do
ciclo de reducdo fotossintética do carbono, através da rota do metileritritol fosfato
(MEP), ativada no plastidio (Rodriguez - Concepcion, 2004). Ambas as vias conduzem
a formagdo do isopentenil difosfato e dimetil difosfato os quais sdo elementos basicos
na sintese dos terpenoides (Schuhr, 2003).
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Figura 3. Biossintese de compostos terpénicos. Fonte: Taiz e Zeiger, 2006.

De acordo com Silva-Santos et al. (2008) os compostos terpénicos possuem
utilizacdo farmacéutica inclui uso neurolégico, dermatolégico, antibidtico, analgésico,
anti-inflamatorio, gastrointestinal e anticancerigeno. Conforme Templeton (1998) os
monoterpenos para a maioria dos mamiferos sdo pouco téxicos, sendo reconhecidos
como seguros e utilizados em muitos produtos de uso humano: condimentos artificiais,
perfumes. Também sdo empregados em inumeras formulagbes de expectorantes,
descongestionantes, analgésicos externos e antissépticos (Windholz et al., 1998;
Klocke et al., 1987).
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Os monoterpenos e sesquiterpenos sdo alvos de inumeros estudos como
agrotoxicos de plantas, tendo como finalidade a protecdo contra insetos e pragas
(Simdes e Spitzer, 2003). O uso intensivo de produtos quimicos para controlar doengas
em plantas e frutos vem causando prejuizos ao meio ambiente e selecionando espécies
de fungos com resisténcia a fungicidas. Isto justifica, portanto, a busca por métodos
alternativos de controle, no qual se incluem o controle biolégico e a inducdo de
resisténcia em plantas pelo o uso de extratos vegetais e 6Oleos essenciais (Schwan-
Estrada e Stangarlin, 2005).

7 Compostos fendlicos

As plantas produzem uma grande variedade de produtos secundarios que contém
um anel aroméatico em que ao menos, um hidrogénio € substituido por um grupamento
hidroxila (Carvalho et al., 2003). Estas substancias sdo chamadas de compostos
fenolicos e a estes sdo atribuidos varios efeitos benéficos & salude. Estdo presentes nas
frutas citricas, por exemplo, limédo, laranja e tangerina, e outras como cereja, uva,
ameixa, pera, macd e mamao. Pimenta verde, brocolis, repolho roxo, cebola, alho e
tomate também sdo excelentes fontes destes compostos, além dos chas e vinhos
(Ajaikumar et al., 2005; Demas et al., 2005; Pimentel et al., 2005).

Os fenobis podem ser classificados segundo o tipo do esqueleto principal, em
fendis simples, &cidos fendlicos (derivados de &cidos benzoico e cindmico), cumarinas,
flavonoides, estilbenos, acetofenonas e 4acidos fenilacéticos, fenilpropandides,
fenilpropenos, naftoquinonas, xantonas, antraquinonas, isoflavonoides, lignanas,
diflavonodides, melaninas, ligninas, taninos hidrolisaveis e condensados (Carvalho et al.,
2003).

No grande grupo dos compostos fenolicos, os flavondides e os acidos fendlicos
sd0 0s que mais se destacam e, sdo considerados os antioxidantes fenolicos mais
comuns de fontes naturais e estdo amplamente distribuidas no reino vegetal (Karakaya,
2004).

Conforme Taiz e Zeiger (2006) duas rotas metabdlicas basicas estdo envolvidas
na sintese dos compostos fendlicos: a rota do acido chiquimico e a rota do acido
malbnico (Figura 4). A rota do &cido chiquimico participa na sintese da maioria dos
fenois vegetais. Converte precursores de carboidratos derivados da glicolise e da rota da
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pentose fosfato em aminoacidos arométicos. A fenilalanina elimina uma molécula de
amonia para formar o &cido cindmico, essa reacdo é catalisada pela fenilalanina
amonialiase (PAL). Esta enzima esta situada entre o metabolismo primario e
secundario, a reacdo gue ela catalisa € uma etapa reguladora importante na formacao de
muitos compostos fendlicos incluindo fenilpropanoides simples, cumarinas, derivados
do &cido benzoico, lignina, antocianinas, isoflavonas, taninos condensados e outros. A
atividade da PAL é aumentada por fatores ambientais, como baixos niveis de nutrientes,
luz e infeccdo por fungos. O aumento da quantidade de PAL na planta estimula a sintese

de compostos fendlicos.
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Figura 4. Sintese dos compostos fenodlicos. Fonte: Taiz e Zeiger, 2006.

Os compostos fendlicos possuem funcdes importantes para 0s vegetais, a
lignina, os flavondides e outros compostos fendlicos atuam na defesa contra insetos,
microrganismos e outros herbivoros. Estas substancias se distribuem nos tecidos da
planta e sdo armazenados em estado reduzido dentro dos vacuolos. Assim, quando a
planta é submetida a qualquer tipo de estresse biotico ou abidtico, estes compostos
passam de uma forma atdxica, reduzida e compartimentalizada para uma forma toxica,
nédo reduzida e descompartimentalizada (Beckman, 2000).

De acordo com Taiz e Zeiger (2006) e Carvalho et al. (2003) os pigmentos

flavonoides agem como protecdo contra a radiacdo UV e atrativos para polinizadores e
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animais dispersores de sementes. A lignina fortalece as paredes celulares por causa da
rigidez mecéanica. Além destas funcdes, os compostos fendlicos também contribuem
para a economia sendo utilizados como flavorizantes e corantes de alimentos e bebidas,
pelo sabor, odor e coloracdo de diversos vegetais.

Vaérios efeitos benéficos a saude sdo atribuidos aos compostos fendlicos
presentes nas frutas, vegetais, chas e vinhos. Estudos epidemiol6gicos, clinicos e in
vitro mostram efeitos bioldgicos relacionados aos compostos fenolicos da dieta, tais
como: atividades antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana e anticarcinogénica
(Beer et al., 2003; Cantos et al., 2002).

O consumo de substéncias antioxidantes na dieta diaria pode produzir uma acéo
protetora efetiva contra processos oxidativos que ocorrem tanto nos alimentos como no
organismo animal. Foi descoberto que uma série de doengas entre as quais cancer,
aterosclerose, diabetes, artrite, malaria, AIDS, doencas do coracdo, podem estar ligadas
aos danos causados por formas de oxigénio extremamente reativas denominadas de
“substancias reativas oxigenadas” ou ROS. Estas substancias também estdo ligadas com
processos responsaveis pelo envelhecimento do corpo. Os produtos alimenticios
também sdo susceptiveis a processos oxidativos, resultando em substancias finais
prejudiciais ou com caracteristicas sensoriais indesejaveis, reduzindo com isso o prazo
de validade dos produtos. Pesquisas para encontrar produtos naturais com atividade
antioxidante permitirdo substituir total ou parcial dos antioxidantes sintéticos, aos quais
se atribuem efeitos deletérios ao organismo animal quando utilizados em doses elevadas
(Sousa et al., 2007; Ninfali et al., 2005; Desgaspari e Waszczynskyj, 2004; Karakaya,
2004).

Além dos possiveis riscos que o uso irregular e/ou indiscriminado dos
antioxidantes sintéticos pode acarretar ao homem, soma-se a rejei¢do generalizada dos
aditivos alimentares sintéticos. Enfase é dada a identificacdo e purificacdo de novos
compostos com atividade antioxidante, obtidos de fontes naturais, que possam prevenir
a deterioracdo oxidativa de alimentos e restringir a utilizacdo dos antioxidantes
sintéticos (Shahidi et al., 2007).

Desta forma, o interesse em estudar os compostos fenolicos oriundos de fontes
naturais tem aumentado em virtude da aplicacdo farmacéutica e sua influéncia na
qualidade dos produtos alimenticios (Desgaspari e Waszczynskyj, 2004; Soares, 2002).

Apesar da reconhecida importancia ecoldgica e de suas propriedades e

aplicacdes, as Vochysiaceae permanecem ainda pouco conhecidas, porque o numero de
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espécies estudadas ainda é reduzido. Neste sentido, objetivou-se com este trabalho
realizar estudos anatdmicos, histoquimicos e identificar os constituintes quimicos do

o0leo essencial de Vochysia pyramidalis Mart.
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OBJETIVO GERAL

Estudar a anatomia, histoquimica e caracterizar os constituintes quimicos do

oOleo essencial de Gomeira (Vochysia pyramidalis Mart.).



Anatomia, histoquimica e caracteriza¢do quimica do 6leo essencial de
gomeira (Vochysia pyramidalis Mart.)

Resumo: Entre as diversas plantas do Cerrado pode-se mencionar a gomeira (Vochysia
pyramidalis Mart.), pertencente a familia Vochysiaceae e a qual é atribuida
propriedades medicinais sendo aplicada na medicina popular como anti-inflamatoria,
analgésica e antibacteriana. Entretanto, as informacdes cientificas a respeito desta
espécie sdo escassas e por isso, objetivou-se com este trabalho realizar estudos
anatdmicos, histoquimicos e caracterizar os compostos quimicos do 6leo essencial. Para
0 estudo anatdmico, amostras de folhas, caules e pétalas foram fixados e submetidos a
técnicas usuais de anatomia vegetal. Para os testes histoquimicos, amostras frescas de
caules, folhas e pétalas foram cortadas em micrétomo sendo posteriormente submetidas
as coloracdes com diferentes reagentes para a deteccdo dos compostos. O 6leo essencial
das flores frescas, folhas frescas e secas foi obtido por hidrodestilacdo e caracterizado
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). As anélises
anatdmicas evidenciaram a presenca de varias caracteristicas xeromdrficas e sugerem
que os ductos e os idioblastos sdo as Unicas estruturas secretoras localizadas na planta.
Os testes histoquimicos revelaram a presenca de duas classes de metabolitos
secundarios, os compostos fenolicos e os terpenos. Pela CG/EM foi identificado a
composicdo quimica do Oleo essencial cujos compostos prioritarios foram o
hexadecanol, o pentacosano e o farnesol.

Palavras-chave: Cerrado Goiano, estruturas secretoras, farnesol, metabélitos
secundarios e terpenos.



Anatomy, histochemistry and chemical characterization of its essential oil
of gomeira (Vochysia pyramidalis Mart).

Abstract: The gomeira (Vochysia pyramidalis Mart.), belonging to the family
Vochysiaceae, is a plant species from the Brazilian cerrado used in traditional medicine
because of its reputedly anti-inflammatory, analgesic and anti-bacterial properties.
However, scientific data concerning this species are scarce. Therefore, the aim of the
present study was to conduct an anatomical and histochemical assessment of this plant
species and characterize the chemical composition of its essential oil. For the
anatomical evaluation, the leaves, stems and petals were fixed and subjected to common
plant anatomy techniques. For the histochemical tests, fresh samples of the stems,
leaves and petals were sectioned using a microtome and stained with different dyes to
identify the chemical components. The essential oil was obtained from fresh flowers
and both dry and fresh leaves using hydrodistillation and was characterized by gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC/MS). The anatomical analysis
showed several xeromorphic characteristics, which suggest that the ducts and idioblasts
are the only secretory structures present in this species. The histochemical tests revealed
the presence of secondary metabolites belonging to two different chemical classes: the
phenolic compounds and terpenes. The chemical composition of the essential oil was
analyzed by GC/MS, and hexadecanol, pentacosane and farnesol were identified as its
main components.

Keywords: Brazilian cerrado in Goias state, secretory structures, farnesol, secondary
metabolites and terpenes.
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, surgiu o interesse em fontes renovaveis como parte de um
esforco para promover uma nova economia sustentavel e substituir processos
tradicionais (Piazza e Foglia, 2001). Encontrar resultados satisfatorios depende de
varios fatores, que podem ser exercitados trabalhando, por exemplo, com as espécies do
Cerrado que sdo promissoras, porém, ainda carentes de estudos cientificos. Estima-se
que a metade das espécies nativas tenha alguma propriedade medicinal, sendo que
poucas foram estudadas adequadamente (Souza e Felfili, 2006; Gusmdo, Vieira e
Fonseca, 2005; Rodrigues e Carvalho, 2001).

Para Vochysiaceae ja foram relatados noventa e dois metabdlitos secundarios e
propriedades farmacoldgicas sdo atribuidas a varias espécies da familia (Carnevale Neto
et al., 2011; Gomes et al., 2009; Guarin Neto, 2006; Hess e Delle Monache, 1999; Jesus
et al.,, 2009;). Entre os constituintes quimicos descritos estdo os triterpendides,
esterdides e polifendis como flavondides e derivados do acido elagico (Carnevale Neto
etal., 2011).

Dentre estas espécies, destaca-se a Vochysia pyramidalis Mart. popularmente
conhecida por gomeira ou gomeira-de-macaco, por produzir goma consumida por
macacos. E uma espécie arbdrea, com grande potencial ornamental, possibilitando o seu
uso em arborizagdes, principalmente de parques e jardins, por causa de seu porte e bela
floracdo. Também, é utilizada na recuperacdo de areas degradadas por ter rapido
crescimento e por atrair a fauna local. Regionalmente, sua madeira € empregada para
forros e mourdes (Silva e Pereira, 2009). Quanto a natureza quimica dos constituintes
celulares existem poucos estudos quantificando-os e/ou qualificando-os.

Sabe-se que a capacidade de muitas plantas sintetizar metabolitos secundarios
estd associada com suas estruturas anatdbmicas e é por isso que o conhecimento prévio
se torna importante, permitindo localizar suas estruturas secretoras definindo, em alguns
casos, 0 momento que algumas glandulas estdo em pleno funcionamento (Thadeo et al.,
2009; Ming, 1994; Akaisue e Oliveira, 1987). Ja os estudos histoquimicos permitem
detectar a presenca destes metabolitos que poderdo ser quantificados, em fungdo da

intensidade observada (Santos et al., 2009).
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Deste modo, a caracterizagdo anatémica e histoquimica sdo passos importantes
para identificagdo de espécies potencialmente interessantes, além de indicar os sitios de
secrecdo e/ou acumulo dos produtos biologicamente ativos (Thadeo et al., 2009).

Ainda sob esta perspectiva, verifica-se que a caracterizacdo quimica de 6leos
essenciais obtidos de plantas contribuem para a descoberta de substancias
biologicamente ativas importantes para a inddstria farmacéutica, alimenticia e de
cosméticos (Silva-Santos et al., 2008).

Neste sentido, objetivou-se com este trabalho realizar estudos anatémicos e
histoquimicos de folhas, caules, e pétalas e caracterizar 0s compostos quimicos
presentes no 6leo essencial extraido de folhas e flores de Vochysia pyramidalis Mart.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

A exsicata da espécie em estudo foi identificada por Gustavo Hiroaki Shimizue e
depositada no herbario da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) com o
namero 159466.

O material vegetal de V. pyramidalis Mart. utilizado nos experimentos foi
coletado no municipio de Rio Verde, Goias, Brasil (17° 49” 464”S - 51° 02° 105" W,
altitude 733 metros) (Figura 1).

Foram feitas duas coletas: uma na estagdo da primavera e outra no outono, a
primeira foi em outubro de 2011 coletaram caules, folhas e flores para os estudos
anatdmicos e histoquimicos e flores para a extracdo do 6leo essencial. A segunda foi
feita em marco de 2012, em que coletaram folhas para a extracdo de 0leo essencial. As

coletas foram feitas as oito horas da manha.

2.2. Ensaio (1): Estudos anatdbmicos

Para a analise anatdmica coletaram folhas, caule e pétalas de V. pyramidalis que
foram fixadas em FAA 7 por 24h (Johansen, 1940) e conservadas em alcool 70%.
Foram obtidos cortes transversais com aproximadamente 10um de espessura, utilizando
micrétomo LPC (Marca: Robhe). Na andlise estrutural os cortes foram submetidos a

coloracdo com Azul de Toluidina segundo O’brien & Mccully (1981), foram
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observadas as seguintes estruturas: nervura principal e mesofilo (folha), xilema (caule),
parénquima e epiderme (pétalas). As observagdes foram feitas através do microscopio
(Marca: LEICA DM500) acoplado a uma camara fotografica (Marca: LEICA ICCsy).
No estudo da superficie foliar, amostras de 0,25 mm? do terco médio das folhas
foram submetidas a dissociagdo de epidermes com solucdo de Jeffrey (acido nitrico
10% e &cido crémico 10%) (Johansen, 1940) coradas com fucsina 1% e montadas em
balsamo do Canadéa para a observacédo do tipo de estdmatos.
Para cada analise anatdmica prepararam trés laminas contendo um corte de cada

estrutura analisada.

2.3. Ensaio (11): Estudos histoquimicos

Os testes histoquimicos foram efetuados utilizando material fresco de caules,
folhas e pétalas. Os cortes obtidos foram submetidos aos seguintes reagentes: Vanilina
Cloridrica para taninos (Mace e Howell, 1974); Reagente de Wagner para alcaldides
(Furr e Mahlberg, 1981); Floroglucina &cida para lignina (Johansen, 1940); Sudan 1V
para deteccdo de lipidios (Johansen, 1940); Dicromato de Potassio para compostos
fendlicos (Gabe, 1968); Reagente de Nadi para avaliacdo de terpenos (6leos essenciais e
acidos resinicos) (David e Carde, 1964); Xilidine Ponceau (XP) para proteinas totais
(O’brien ¢ Mccully, 1981); Reagente de Schiff (PAS) para carboidratos totais (Maia,
1979) e Hematoxilina para identificacdo de aluminio (Polle et al., 1978).

As fotomicrografias foram obtidas com microscopio (Marca: LEICA DM500)

acoplado a uma camara fotografica (Marca: LEICA ICCsy).

2.4. Ensaio (111): Obtencéo do 6leo essencial

O oleo essencial foi obtido de trés amostras: flores frescas, folhas frescas e
secas. As folhas foram secas em estufa de circulacdo e renovacdo de ar (Marca: TE-
394/2) a temperatura de 45°C até a massa constante. Utilizaram amostras de 200g de
fitomassa em 2L de &gua destilada, que foram submetidas a técnica de hidrodestilacéo
pelo método de Clevenger durante 2 horas. O hidrolato coletado foi extraido com
diclorometano, na proporcéo de ¥ do volume total em trés extragdes por amostra. Como
dessecante, foi adicionado sulfato de sédio anidro durante 30 minutos, sendo em

seguida filtrado e levado a capela de exaustdo para evaporacdo. Apds evaporacdo do
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solvente, o Oleo essencial foi transferido para frasco de vidro &mbar e armazenado a
temperatura de 4 = 3°C, até o momento das analises. O teor do o6leo foi obtido pela
relacdo entre a massa de Oleo essencial extraido e a massa do material vegetal

empregada na destilacao.

2.4.1 Anélise do 6leo essencial

As andlises quimicas foram realizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em aparelho de cromatografia gasosa
acoplada a um espectrometro de massas quadrupolar (CG-EM), (Marca: Shimadzu
QP5050A Kyoto, Japéo), nas seguintes condi¢cdes operacionais: coluna capilar de silica
fundida, modelo DB-5 (30 m de comprimento X 0,25 mm de diametro interno X 0,25
um de espessura do filme) (Shimadzu, Jap&o), com fluxo de 1 mL.min* de Hélio como
gas de arraste; aquecimento com temperatura programada (60°C com um gradiente de
3°C.mintaté 240°C e, em seguida, com um gradiente de 10°C.min*até 270°C,
mantendo uma isoterma de 7 min, com um tempo total de corrida de 70 min). A energia
de ionizagdo do detector foi de 70 e V, sendo o volume de injecdo da amostra de 1,0 mL
diluidas em diclorometano (grau ultraresiduo, Baker, EUA) e uma razao de injecdo de
1:20. As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 220 e 240°C,
respectivamente. A analise foi conduzida no modo varredura, a uma velocidade de 2,0

varredura.s™, com um intervalo de massas de 45-500 m/z.

3 RESULTADOS

3.1 Ensaio (I): Estudos anatémicos

As folhas sdo hipoestomaticas com estdmatos do tipo paracitico (Figura 2A e
2B). A epiderme é simples em ambas as faces, sendo que, logo abaixo da Unica camada
de células da face adaxial da epiderme, sdo observadas duas a trés camadas de células
da hipoderme (Figura 2C e 2D ).

O parénquima esta diferenciado em tecido fotossintetizante e de preenchimento.
O clorénquima € do tipo dorsiventral sendo constituido de parénquima pali¢adico e
esponjoso. O parénquima pali¢adico se encontra imediatamente abaixo da face adaxial

da epiderme, com um a dois estratos celulares. Suas células sdo alongadas, iguais em
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comprimento e se tornam menores a medida que se aproximam da nervura principal. As
células do parénquima esponjoso quando em secOes paradérmicas na superficie da
folha, sdo arredondadas e se conectam as células do parénquima palicadico, podendo,
ter formato diferenciado das demais células esponjosas, bem como estar conectadas a
varias células do paligadico (Figura 2C e 2D).

A nervura da folha na superficie superior € levemente convexa. Possui feixe
vascular do tipo colateral envolvido por bainha de fibras e varias camadas de
parénquima de preenchimento. Ao centro da nervura principal observa-se um anico
ducto. Logo abaixo a epiderme, na face inferior, observa-se de duas a trés camadas de
células do colénquima (Figura 2C).

O caule tem xilema secundario com inimeros vasos solitarios e menor nimero
de vasos multiplos em disposicdo radial e com placas de perfuracdo simples.
Delimitando os vasos ocorrem células do parénquima axial, raios e inimeras fibras que
sdo evidenciadas com o reagente Floroglucinol, nos testes histoquimicos (Figura 2E).

As pétalas de V. pyramidalis Mart. tém epiderme simples em ambas as faces e

parénquima homogéneo com feixes vasculares do tipo colateral (Figura 2F e 2G).

3.2 Ensaio (I1): Estudos histoquimicos

Para a identificacdo de taninos e alcaldides os testes histoquimicos realizados
tiveram resultados negativos (Tabela 1).

O reagente Floroglucinol detectou a presenca de lignina na parede celular dos
elementos de vasos e fibras presentes na folha e caule (Figura 3A - E). O reativo de
Sudan 1V evidenciou substancias lipofilicas, marcou além da cuticula de todos os
Orgdos estudados, inumeras gotas de 6leo no parénquima homogéneo das pétalas
(Figura 3F - J).

No teste com Dicromato de potassio foi observado a ocorréncia de outros
compostos fenolicos distintos da lignina, em todos os 6rgdos nas regides da epiderme,
parénquima palicadico e em algumas células (idioblastos) na nervura central da folha,
parénquima de preenchimento do cértex e medula do caule, e parénquima das pétalas
(Figura 4A - F). Os compostos fenolicos indicados ndo s&o taninos, visto que o0s testes

com vanilina cloridrica foram negativos.
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O reagente de Nadi revelou a presenga de terpenos em células isoladas do
parénquima de preenchimento (idioblastos) do caule e da folha com ampla distribuigéo
no parénguima homogéneo das peétalas (Figura 4G - J).

A coloragdo com Xilidine Ponceau (XP) evidenciou a presenca de proteinas totais
na folha e no caule (Figura 5A e 6B), proteinas de reserva nao foram identificadas.

Nas células do parénquima de preenchimento e nos ductos, que juntamente aos
idioblastos constituem as Unicas estruturas secretoras localizadas na planta, foram
identificados a presenca de carboidratos totais nas folhas e no caule (Figura 5C — E)
através da coloracdo com reagente de Schiff (PAS).

A coloragdo com hematoxilina determinou a presenca de aluminio na epiderme

adaxial e abaxial da folha (Figura 5F).

3.3 Ensaio (I11): Obtencéo e andlise do 6leo essencial

Foi obtido um dleo ligeiramente amarelado de cheiro forte, com um teor de
0,002% para flores frescas, 0,0018% para folhas frescas e 0,002% para folhas secas. O
teor médio do dleo foi de 0,0019% para V. pyramidalis Mart. Na prospeccao quimica
realizada por CG/EM foram identificados 26 compostos que correspondem a uma média
de 83,96% da composicdo quimica do Oleo essencial. Dentre estes, 13 sdo
sesquiterpenos hidrocarbonados, seis sesquiterpenos oxigenados, quatro monoterpenos
oxigenados, dois alcodis e um hidrocarboneto de cadeia longa como mostrado na Tabela
(2).

Foram quantificados (77,05%) dos compostos do 6leo essencial para folha seca,
(86,99%) para folha fresca e (87,85%) para flor fresca. Verificou-se a predominéncia
dos derivados sesquiterpenos hidrocarbonado para folhas secas (20,40%), folhas frescas
(8,14%) e flores frescas (11,16%). Os constituintes da fracdo oxigenada nas flores
frescas foram proximos aos encontrados para as folhas frescas (10,54% -10,40%)
respectivamente, valores maiores foram observados para as folhas secas (17,76%).
Foram detectadas baixas concentracbes de monoterpenos, folhas secas (6,18%) as
folhas frescas tiveram (7,13%) e as flores frescas (6,60%), outros compostos (alcool e
hidrocarbonetos) também foram identificados, para folha seca (32,71%), folha fresca
(61,32%) e flor fresca (59,55%) (Tabela 2).

Observa-se na Tabela (2) que dezesseis compostos foram encontrados nas trés

amostras (Aromadendreno, Biciclogermacreno, 6-Cadineno, a-Copaeno, Ciclosativeno,
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Oxido de cariofileno, Farnesol (cis, cis), Lanceol, (E)-Nerolidol, Geraniol, Oxido cis-
limoneno, Linalool, a-Terpineol, Heptadecanol, Hexadecanol e Pentacosano). Partes
dos compostos identificados nas amostras de folhas frescas diminuiram quando estas
foram secas (Lanceol, Geraniol, Linalool, a-Terpineol, Hexadecanol e Pentacosano) e
outros desapareceram (B-Bourboneno, Germacreno B, Germacreno D, Viridifloreno,
Espatulenol, Viridiflorol). Por outro lado, (Aromadendreno, Bicliclogermacreno, &-
Cadineno, a-Copaeno, Ciclosativeno, Oxido de cariofileno, Farnesol, (E) Nerolidol,
Oxido de cis-limoneno e Heptadecanol), aumentaram quando as folhas foram secas. Os
compostos Alloaromadendreno e a-Bulneseno s6 foram identificados nas amostras de
folhas secas. Ja os compostos -Bisaboleno e B-Selineno s6 foram identificados no 6leo
essencial proveniente de flores, sendo que o p-Bisaboleno possui propriedades anti-
inflamatdria e analgésica (Oliveira et al., 2006).

Os compostos prioritarios encontrados nas flores e folhas frescas foram o
hexadecanol (25,84% - 27,90%) e o pentacosano (25,90% - 27,89%), respectivamente.

Para as folhas secas foram o pentacosano (19,34%) e o farnesol (9,91%) (Tabela 2).

4 DISCUSSAO

4.1 Ensaio (I): Anatomia

O estudo anatémico realizado com V. pyramidalis possibilitou a identificacao de
varias caracteristicas comuns em espécies da familia Vochysiaceae. Relados feito por
Barbosa (1999) observou que os estbmatos de V. thyrsoidea Pohl, V. sessilifolia Warm.,
V. rufa Mart. e V. magnifica Warm. estao restritos a face abaxial da folha. Com relacédo
a epiderme em V. magnifica e V. tucanorum. é simples em ambas as faces. Em V.
thyrsoidea sua epiderme adaxial € multisseriada. Com a V. rufa e V. cinnamomea ocorre
uma excecao, a epiderme da face abaxial ndo é simples. Ja a hipoderme distinta, s6 foi
observada em V. tryrsoidea. Quanto ao parénquima palicadico, foi verificado em
V.thyrsoidea e V. tucanorum. Em V. magnifica, V. rufa Mart. e V. thyrsoidea foi
evidenciada a presenca de apenas um ducto secretor e os idioblastos foram visualizados
em V. sessilifolia Warm., V. rufa Mart. e V. magnifica Warm.

Segundo Paula et al. (2000) identificou em um corte transversal do xilema
secundario de V. pyramidalis, a presenca de vasos solitarios, placas de perfuragédo

simples, canal secretor no parénquima axial e fibras abundantes. Com a V. tucanorum
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também foi observado as mesmas caracteristicas citadas acima, diferindo na quantidade
de fibras que foram poucas se comparadas com a V. pyramidalis Mart.

Caracteristicas xeromorficas estdo presentes em espécies da familia
Vochysiaceae e indicam adaptacdes anatdmicas e fisioldgicas que integradas resultam
no sucesso adaptativo a ambientes aridos, sujeitos a alta intensidade luminosa e um solo
pobre em nutrientes (Fahn e Cuther, 1992). A folha é 6rgdo vegetativo que tem maior
variacdo estrutural em resposta as alteragdes ambientais (Dickison, 2000). Estas
caracteristicas foram evidenciadas na lamina foliar de V. pyramidalis como mesofilo
dorsiventral, tecido vascular desenvolvido acompanhado por fibras, presenca de
hipoderme, e estdmatos restritos a face abaxial da folha.

4.2 Ensaio (I1): Histoquimica

Segundo Mayworm et al. (2011) as Vochysiaceae tém alto potencial oleaginoso.
Através da histoquimica verificando a presenca de 6leo principalmente no parénquima
homogéneo das pétalas de V. pyramidalis Mart.

Os estudos realizados neste trabalho revelaram que a presenga de compostos
fendlicos e terpenos estdo relacionados a ocorréncia ampla de idioblastos nas folhas,
caule e pétalas. Os idioblastos podem conter substancias mucilaginosas, 6leos, cristais
de diversos tipos dentre outros, diferindo, sobretudo quanto aos compostos quimicos
que armazenam nas demais células parenquimaéticas (Apezzato-da-Gléria; Carmello-
Guerreiro, 2006). De acordo com Castro et al. (2004) os compostos fendlicos estdo
relacionados com propriedades antiulcerogénicas e também com acdes cicatrizante e
antisséptica.

Com relacdo aos terpenos, o trabalho realizado com V. divergens Pohl por
Bortalanza et al. (2002) identificou o acido torméntico que é um triterpeno pentaciclico
eficiente contra neuropatia e dor persistente em razdo do processo inflamatério. A
presenca dessa classe de compostos secundarios pode ser uma caracteristica comum ao
género.

No teste realizado para a deteccdo de aluminio dados semelhantes foram obtidos
por Andrade et al. (2011) em que as paredes da cuticula e células da epiderme adaxial e
abaxial de V. pyramidalis foram coradas fortemente com hematoxilina. A localizacdo de
Al nos tecidos foi representada por uma coloragdo purpura que € tipica de Al com

hematoxilina nas espécies de Vochysiaceae (Qualea grandiflora, Callisthene principais,
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e V. pyramidalis). A literatura descreve que V. pyramidalis é uma espécie acumuladora
de aluminio (Silva e Pereira, 2009).

Segundo Haridasan (1982) muitos arbustos e arvores nativas do Cerrado
acumulam o Al em suas folhas. Este € um elemento tdxico para inumeras plantas,
porém muitas espécies, em especial as nativas do Cerrado, desenvolveram diferentes
mecanismos de desintoxicacdo. A presenca desse elemento das paredes celulares de V.
pyramidalis pode ser explicada, visto que o Al desloca os fons Ca *? da parede celular,

uma vez que se ligam mais as pectinas da parede que o Ca ** (Kinraide, 1998).

4.3 Ensaio (I11): Obtencao e anélise do 6leo essencial

De acordo com Silva-Santos et al. (2008) os compostos terpénicos podem
possuir varias atividades de interesse, sendo que as mais importantes estdo nas areas
dermatoldgica, antibidtica, analgésica, anti-inflamatoria, neuroldgica, gastrointestinal,
doencas do coracgdo e anticancerigenas.

A presenca de terpenos nas folhas, caule e pétalas de V. pyramidalis foi
evidenciada pelos testes histoquimicos e caracterizada por CG/EM que os classificou no
6leo essencial, como sendo composto principalmente de misturas de monoterpenos e
sesquiterpenos volateis.

De acordo com os resultados encontrados, 0s compostos quimicos das amostras
foram distintos quanto a sua presenca ou auséncia como também no percentual relativo
dos mesmos. As maiores alteraces ocorridas foram na quantidade presente na amostra
seca quando em comparacdo ao produto fresco. Este fato pode ser explicado pela
presenca de produtos volateis a temperatura ou a degradacdo enzimatica.

Conforme Park et al. (2001) a secagem de plantas visa minimizar a perda de
principios ativos e proteger contra a degradagdo enzimatica e oxidativa permitindo a
conservacao das plantas por um periodo maior para sua posterior utilizacdo. Além disso,
a secagem pode afetar o rendimento e a composicdo quimica das espécies, por
possuirem substdncias muito volateis. Os resultados encontrados neste trabalho
evidenciaram que as folhas secas tiveram uma maior porcentagem de compostos
sesquiterpenos que pode ser decorrente da secagem que favoreceu sua extracdo. Por
outro lado, é provavel que a secagem promoveu a evaporacao dos alcodis que foram

encontrados em porcentagens maiores nas amostras frescas.
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No entanto, alguns compostos estédo presentes em maior quantidade nas amostras
frescas inclusive os compostos prioritarios com excecédo ao farnesol.

O farnesol € um composto quimico que merece destaque visto que é muito
utilizado pela industria cosmética como agente bacteriostatico em sabonetes,
desodorantes e produtos para o tratamento da pele, € um adjuvante promissor frente as
infecgBes dérmicas por Staphylococcus aureus que foram tratadas com beta lactamicos.
Sua acdo se baseia no poder bacteriostatico frente ao S. aureus (Akiyama et al., 2002) e
Candida albicans (Sato et al., 2004).

A espécie estudada tem compostos secundarios comuns & familia. Contudo, cabe
ressaltar a necessidade de novas pesquisas que revelem quais fatores influenciam na
constituicdo quimica do 6leo essencial e no percentual dos mesmos como também,
avaliar o potencial de seus constituintes quimicos por meio de investigacdes
fitoquimicas e farmacoldgicas, para que V. pyramidalis possa ser utilizada como planta

medicinal ou tenha utilidade nas industrias de cosméticos e alimentos.

5 CONCLUSOES

Varias caracteristicas xeromorficas foram evidenciadas na lamina foliar de V.
pyramidalis Mart.

As analises anatdmicas sugerem que os ductos e os idioblastos foram as Gnicas
estruturas secretoras localizadas na planta.

Os testes histoquimicos indicaram a presenca de duas classes de metabdlitos
secundarios, os compostos fenolicos e os terpenos. A presenca destes compostos esta
relacionada a ocorréncia ampla de idioblastos nas folhas, caules e pétalas.

Pela CG/EM foi possivel identificar 26 compostos que correspondem em média
de 83,96% da composicao quimica do 6leo essencial cujos compostos prioritarios foram

0 hexadecanol, o pentacosano e o farnesol.
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Figura 1. Arvore de Vochysia pyramidalis Mart. em area de ocorréncia natural, no
Cerrado do municipio de Rio Verde - Goiés (A), caule cinza, aspero (B), inflorescéncia
amarela (C). Fotos: Gessiane Silva Cabral Guimaraes, 2011.
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Figura 2. Dissociagdo da epiderme de V. pyramidalis Mart. A - Face abaxial,
evidenciando os estdmatos (seta) e B - Face adaxial sem a presenca de estdmatos.
Cortes transversais, coloragdo com Azul de Toluidina, C - Nervura principal (folha); D
- Mesofilo (folha); E - Xilema (caule); F - Parénquima (pétala); G - epiderme e cortex
(pétala); Ep Ad - epiderme adaxial; Ep Ab epiderme abaxial; PP - parénquima
palicadico; PE - parénquima esponjoso; Hd - hipoderme; FI - floema; D - ducto; Xi -
xilema; PF - parénguima fundamental; Fi - fibras; Co - colénquima; - EV - elementos
de vasos; Ep - epiderme; FV - feixe vascular.
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Tabela 1 - Histoquimica das folhas, caules e pétalas de Vochysia pyramidalis Mart. para
a deteccdo das principais classes de metabolitos. Rio Verde — GO, 2012,

Parte da Planta

Utilizada
Testes realizados Coloracgao Identificado Folha Caule Pétalas

Vanilina Cloridrica Vermelho Tanino - - -
Wagner Vermelho Alcaldide - - -
Floroglucinol Avermelhado Lignina + + -
Sudan IV Alaranjado/avermelhado Lipideos + + +
Dicromato de Potéssio Castanho Compostos fendlicos + + +
Nadi Azul Terpenos + + +

Xilidine Ponceau Vermelho Proteina total + + NR

Reagente de Schiff Purpura magenta Carboidrato total + + NR

Hematoxilina Azul turquesa a violeta Aluminio + - NR

Abreviaturas: + (reacdo positiva); - (reacdo negativa); NR (ndo realizado).
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Figura 3. Testes histoquimicos, coloracdo com Floroglucina acida. A, B e C - caule;
D e E - folha. A presenca de lignina nos tecidos € indicada pela cor vermelha.
Coloracdo com Sudan IV. F e G - caule; H e | - folha; J - pétala. Os compostos
lipidicos sdo evidenciados pela cor alaranjado intenso a vermelho.
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Figura 4. Testes histoquimicos, coloragdo com Dicromato de Potéssio A e B - caule;
C, D e E - folha; F - pétala. A presenca de compostos fendlicos é indicada pela cor
castanha. Coloragdo com Nadi. G e H - caule; I - folha; J - pétala. A presenca de

terpenos é evidenciada pela cor azul.
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Figura 5. Testes histoquimicos, coloragdo com Xilidine Ponceau (XP). A - folha; B —
caule. A presenca de proteinas totais é indicada pela cor vermelha. Coloragdo com
reagente de Schiff (PAS). C - folha; D e E - caule. Os carboidratos totais sdo
evidenciados pela cor parpura magenta. Coloracdo com Hematoxilina. F - folha. A
presenca de aluminio € indicada pela cor azul turquesa a violeta.
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Tabela 2. Percentual dos compostos identificados no 6leo essencial de V. pyramidalis Mart.

obtidos de diferentes amostras. Rio Verde - GO, 2012.

Folha Folha Flor
COMPOSTOS Classificagdo  PM seca fresca  fresca IKc
(%) (%) (%)

1 Alloaromadendreno SH 204 0,18 0,00 0,00 1439
2 Aromadendreno SH 204 1,94 0,87 0,54 1458
3  Biciclogermacreno SH 204 2,56 1,59 1,71 1500
4  Pp-Bisaboleno SH 204 0,00 0,00 356 1505
5  B-Bourboneno SH 204 0,00 194 235 1387
6 a-Bulneseno SH 204 5,89 0,00 0,00 1509
7 oCaaineno SH 204 0,86 010 015 1522
g  a-Copaeno SH 204 4,99 1,00 2,02 1368
g Ciclosativeno SH 204 3,08 0,59 0,37 1368
10 Germacreno B SH 204 0,00 0,80 0,03 1559
11 Germacreno D SH 204 0,00 0,79 0,23 1483
12 B-Selineno SH 204 0,00 0,00 0,11 1485
13 Viridifloreno SH 204 0,00 046 009 1494
Total - - 20,40 8,14 11,16 -
14 Oxido de cariofileno e 220 1,95 0,17 0,90 1582
15 Farnesol (cis, cis) SO 299 9,91 4,60 3,26 1715
16 Lanceol SO 220 0,30 057 012 1759
17 (E)-Nerolidol o) 299 5,60 1,89 1,73 1561
18 Espatulenol o) 220 000 269 374 1575
19 Viridiflorol SO 222 000 048 079 1589
Total _ . 17,76 10,40 10,54 -
20 Geraniol MO 154 103 198 209 1249
21 Oxido cis-limoneno MO 136 1,00 0,30 0,04 1137
22 Linalool MO 154 248 208 205 1097
23 o-Terpineol MO 154 1,67 187 242 1187
Total _ - 6,18 7,13 6,60 -
24 Heptadecanol AL 256 5,98 553 7,81 1698
25 Hexadecanol AL 208 739 2790 2584 1869
26 Pentacosano HID 352 19,34 27,89 2590 2489
Total ; - 3271 6132 5955 -
Total identificado _ ) 77.05 86,99 -

esquiterpeno Hiarocarbonado

Hidrocarboneto (HID); PM — Peso Molecular; IKc — indice Kovat obtido para os compostos.

, oesquiterpeno OXigenado

, Monoterpeno Oxigenado )

C00

87,85
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