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Caracterizagao anatémica, histoquimica e de classes de metabdlitos secundarios de
folhas de Guzmania lingulata (L.) Mez.
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RESUMO: Na medicina natural pouco se sabe sobre a importancia curativa da maior parte
das espécies pertencentes a Bromeliaceae. Tal fato evidencia a necessidade da realizagao
de investigacbes para a comprovacao de possiveis potenciais fitoterapicos em espécies
dessa familia. Guzmania lingulata é caracterizada como sendo uma das espécies de bromélia
mais comercializada e conhecida popularmente, a qual € amplamente propagada no Brasil.
O presente trabalho objetivou a caracterizagcdo anatémica e a identificacdo de classes
de metabdlitos secundarios presentes em G. lingulata, por meio de analises anatdmicas,
histoquimicas e quimicas. As folhas foram fixadas em FAA 50 e transferidas para etanol 50%.
Para o estudo anatdmico, secgdes transversais da por¢gao mediana das laminas foliares foram
obtidas a mao livre e submetidas ao processo de dupla coloragao com safranina e azul de astra,
sendo, logo apds, montadas em gelatina glicerinada. Para a triagem das classes de metabdlitos
secundarios foram coletadas 10 folhas frescas que passaram pelo processo de maceragao
em solugao hidroalcodlica 70% por sete dias, a temperatura ambiente. O filtrado resultante
da filtragdo a vacuo foi evaporado sob vacuo a temperatura de 50°C até a remocéo total do
etanol, sendo obtido desta forma o extrato bruto hidroalcodlico a frio (EBHF). Os resultados
das secgbes histolégicas permitiram a caracterizagdo anatdomico-foliar baseada na qualidade
das secgdes manuais obtidas. Os testes em relagdo as classes de metabdlitos secundarios
revelaram a presenca de antocianinas e taninos e auséncia de flavondides e saponinas. Esses
resultados estimulam a realizagao de estudos mais aprofundados para identificar e quantificar
o0s compostos dessas e de outras classes de metabdlitos.
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ABSTRACT: Anatomical, histochemical and class characterization of secondary
metabolites in leaves ofGuzmania lingulata (L.) Mez. In natural medicine, little is known
about the healing importance of most of the species belonging to the family Bromeliaceae. Such
a fact points tothe need to perform investigations toprovethe possible phytotherapic potentials
in species of the family. Guzmania lingulata is characterized as one of the most popular well-
known and commercialized species of bromeliads, being widely spread in Brazil. This
work aimed at the anatomic characterization and identification of classes of the secondary
metabolites present in G. lingulata, by anatomic, histochemical and chemical analysis of
the leaves. The leaves were fixed in FAA 50 and, afterwards, transferred to 50% ethanol.
For the anatomic study, transverse sections of the middleproportion of the leafblades were
obtained by hand and exposed to the process of double coloration with safranin and astra
blue, being, right after that, mounted on glycerin jelly. For the sorting of the classes of
secondary metabolites,10 fresh leaves were collected and then put through the maceration
process in 70% hydroalcoholic solution for 7 days, at room temperature. The resulting filtered
solution from the vacuum filtration was evaporated under vacuum at 40°C until the complete
removal of the ethanol, obtaining, this way, the cold crude hydroalcoholic extract (EBHF). The
results ofhistological sectionsallowed the anatomicalcharacterizationbased onthe quality ofthe
manual sectionsobtained.The testsin relationto the classes of secondary metabolitesrevealed
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the presence ofanthocyanins andtannins andabsence of flavonoids and saponins. These
resultsencouragethe completionoffurther studiesto identify and quantifythe compoundsof these

and otherclassesof metabolites.

Keywords: Guzmania lingulata, anthocyanins, tannins, leaf anatomy, Bromeliaceae

INTRODUGAO

Bromeliaceae Juss. possui 3010 espécies
distribuidas em 56 géneros (Luther, 2004). Encontra-
se tradicionalmente dividida em trés subfamilias:
Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae.
Esta familia se destaca como uma das principais
integrantes da flora e da fisionomia dos ecossistemas
brasileiros, abrigando aproximadamente 36% das
espécies catalogadas (Martinelli, 1994).

Guzmania Ruiz & Pavon é um género
botanico pertencente a subfamilia Tillandsioideae.
Sao plantas nativas do sudoeste da América do
Sul, sendo conhecidas aproximadamente 140
espécies pertencentes a este género. A espécie
mais conhecida popularmente é Guzmania lingulata
(L.) Mez, chamada de “estrela escarlate”, uma
das plantas mais propagadas e comercializadas
da familia. Tal espécie apresenta folhas largas
e macias, com textura coriacea e inflorescéncia
formada por bracteas vermelhas e flores tubulares
presentes em um longo escapo floral (Reitz, 1983).

Segundo Bennett (2000) a familia
Bromeliaceae apresenta uma longa histéria
etnobotanica associada aos povos americanos
nativos, sendo utilizada como fonte de fibras,
alimentos, forragens e com propriedades medicinais,
além de usos ornamentais e misticos. Segundo
Benzing (2000) as antigas aplicagdes e percepgdes
indigenas, nem sempre sao coincidentes com seu
uso moderno. Na medicina natural, a importancia
econdmica das bromélias é destacada por algumas
espécies que apresentam compostos ativos que
melhoram os processos digestivos, urinarios,
respiratérios e agem como depurativos como,
por exemplo, Ananas comosus (L.) Merr., Ananas
sativus Schult & Schult e Ananas muricata Schult
(Corréa, 1984; Cruz 1995; Duke et al., 2002;
Rodrigues & Carvalho, 2007). O decocto das
raizes de macambira (Bromelia laciniosa Mart.) é
usado popularmente contra hepatite e os frutos
da Bromelia plumieri (E.Morren) L.B.Sm. Rank,
conhecida frequentemente no Brasil como caroa ou
como pifiuela nos demais paises latino-americanos,
sdo consumidos como vermifugos (Agra et al.,
2007).

No Piaui, o cha de croata ou coroata
(Bromelia karatas L.) & usado contra coqueluche e
gripe (Franco & Barros, 2006). A espécie Nidularium
procerum Lindm. apresenta importante potencial
terapéutico, com destaque particular a atividade

antialérgica, uma vez que apresenta potente
atividade antieosinofila (Vieira-de-Abreu et al.,
2005).

Na subfamilia Tillandsioideae, a espécie
mais estudada € a Tillandsia usneoides L. Esta
espécie é conhecida popularmente no Caribe,
México e Estados Unidos como Spanish moss
(musgo espanhol), enquanto no Brasil é reconhecida
como barba-de-velho ou barba-de-pau. No sul dos
Estados Unidos, o cha feito desta espécie € utilizado
para amenizar os sintomas do diabetes mellitus
(Whiterup et al., 1995).

A espécie Tillandsia recurvata L. &
utilizada popularmente contra reumatismo, Ulcera
e hemorréida (Rios & Khan, 1998; Agra et al.,
2007). No Uruguai, as partes aéreas de Tillandsia
aeranthos (Loisel.) L. B. Sm. sdo empregadas como
antiespasmadico e para infecgbes oculares. Estudos
mostraram que os extratos brutos desta espécie
apresentaram atividade antimicrobiana (Alonso Paz
et al., 1995)

Com relagdo ao uso etnoboténico e
medicinal de espécies da subfamilia Pitcairnioideae,
nao foram encontrados relatos até o momento
(Manetti et al., 2009).

Devido as escassez de informacgdes
literarias a respeito de espécies do género
Guzmania, o presente trabalho teve como objetivo
realizar a caracterizagdo anatémica, histoquimica e
de classes de metabdlitos secundarios de Guzmania
lingulata.

MATERIAL E METODOS

Material botanico, anatomia e histoquimica
Para a realizacao do trabalho, 10 folhas de
cinco espécimes de Guzmania lingulata (L.) Mez,
possuidoras de limbo foliar bem expandido foram
coletadas em abril de 2009 no viveiro de mudas do
Centro Universitario Herminio Ometto — UNIARARAS,
municipio de Araras, SP. Um espécime fértil foi
coletado e herborizado de acordo com as técnicas
usuais (Mori et al., 1989) visando confirmacgéo do
taxon, sendo a exsicata obtida, tombada na colegéo
institucional (Voucher 135).
As folhas foram fixadas em FAA 50 e,
posteriormente, transferidas para etanol 50%
(Johansen, 1940). Para o estudo anatémico, secgdes
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transversais da porgao mediana das laminas
foliares, obtidas a mao livre, foram submetidas ao
processo de dupla coloragdo com safranina e azul
de astra (Bukatsch, 1972; modificado apud Kraus &
Arduin, 1997) e montadas em gelatina glicerinada
(Kaiser, 1880 apud Kraus & Arduin, 1997).

Para os estudos histoquimicos,
seccOes de material fresco foram submetidas a
vanilina cloridrica (Mace & Rowell, 1974), para
evidenciagdo de compostos tanicos; ao hidroxido
de potassio (Costa, 1982), para flavondides; ao
acido sulfurico concentrado e ao acido acético
glacial (Johansen, 1940), para saponinas e
antocianinas, respectivamente. Os resultados
foram documentados por meio de fotomicrografias
com escala micrométrica fotografada nas mesmas
condicoes.

Extrato a frio e triagem de classes de
metabdlitos secundarios

Apds a colheita, 500 g de folhas frescas
foram selecionados aleatoriamente e limpas. Para
desidratacao, foram submetidas a estufa ventilada
a 50°C, posteriormente pulverizadas em moinho
de facas, sendo o produto resultante (425 g),
embebido em solugao hidroalcodlica 70% por sete
dias a temperatura ambiente. O material foi filtrado
e o concentrado, submetido a evaporador rotatério
sob pressao reduzida, a temperatura de até 50°C,
até um volume final de 100 mL o qual foi mantido
em geladeira por 15 h (durante a noite) e entéo
centrifugado. O residuo foi desprezado, obtendo-
se o Extrato Etandlico Bruto (EEB). A 50 mL de
EEB foram adicionados 100 mL de agua destilada.
O extrato hidroalcodlico resultante (150 mL) foi
desengordurado por particdo com n-hexano em
funil de separagao até a fase hexanica apresentar-
se incolor. A fase hidroalcodlica resultante do
processo anterior foi, entdo, particionada com
diclorometano em funil de separagao até que a
fase diclorometénica se apresentasse incolor,
resultando na fragdo diclorometano (FDCM). Em
seguida procedeu-se o particionamento da fase
hidroalcodlica remanescente com acetato de etila
em funil de separagao, até que a fase acetato de
etila se apresentasse incolor, resultando na fragéo
acetato de etila (FAE) (Kerber & Silva, 1993).

Os grupos quimicos testados foram:
antocianinas, saponinas, flavonoides e taninos. Os
testes para taninos foram realizados segundo os
procedimentos descritos por Simdes et al. (2007,
cap. 9) na reagdao com a gelatina e, Schneider
(1990) em reacédo com sais de ferro. Utilizaram-se
também, vapores de iodo e solugdes de CeSO,,
para saponinas; reagdes de Shinoda, oxalo-bdrica,
com cloreto de aluminio, hidréxido de so6dio a
20%, cloreto férrico a 4,5% e com &cido sulfarico
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concentrado, para flavonoides (Simdes et al.,
2007); para antocianos, foram utilizadas as técnicas
de cores diferentes pela variagdo do pH, como
estabelecido por Moreira (1979).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagao anatémico foliar

As folhas, em vista frontal, apresentaram
escamas, que revestem ambas as faces (Fig. 1A-
B), estando dispostas ordenadamente em fileiras
longitudinais na superficie adaxial das folhas (Fig.
1A) e distribuem-se de forma aleatdria na superficie
adaxial (Fig. 1B). Em vista frontal, evidencia-se
apenas o0 escudo das escamas epidérmicas, que
exibe uma soé célula central (Fig. 1Ca), de forma
circular, que se encaixa formando um circulo de
paredes finas. Essa célula central é circuncidada
por uma camada de células de forma retangular,
com paredes delgadas. Esta série de células é
constituida de oitos células e sdo denominadas
pericentrais (Fig. 1Cb). Externamente a essas
células estdo as células periféricas (Fig. 1Cc),
constituidas por cerca de 40 a 42 células. Estas se
apresentam alongadas, dispostas radialmente e com
paredes finas (Fig. 1C).

Em secgédo transversal, observou-se que
as folhas apresentaram epiderme unisseriada
revestida por cuticula relativamente delgada (Fig.
1D-F). As células epidérmicas mostraram paredes
com grau de espessamento variavel, apresentando-
se pouco espessadas, embora lignificadas. Em
vista frontal, as células epidérmicas possuem
contorno retangular (Fig. 2E). Segundo Krauss
(1949), essa caracteristica epidérmica aumenta a
superficie de contato entre as células, conferindo
uma maior resisténcia ao tecido epidérmico, durante
as possiveis expansbes e contragdes foliares
decorrentes da variagéo no turgor.

Nas folhas € comum a presencga de
uma hipoderme aquifera formada por células
aclorofiladas e de paredes delgadas. Este tecido
aparece na regido adaxial das folhas (Fig. 1D).
As primeiras camadas de células da hipoderme
aquifera sao constituidas por células arredondadas
e as camadas subjacentes por células alongadas
anticlinalmente (Fig. 1F; 2A).

Na maioria das folhas estudadas, o
parénquima clorofiliano é constituido por células
arredondadas (Fig. 1D). O mesofilo apresenta canais
longitudinais de aeracao situados entre os feixes
vasculares que se comunicam com aerénquima
constituido de células braciformes estreladas (Fig.
1D; 1F; 2C). Esses canais sdo contiguos as camaras
subestomaticas e atravessados por diafragmas
formados por células braciformes (Fig. 2C).
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FIGURA 1. Seccdes frontais e transversais de folhas de Guzmania lingulata. Secgéo frontal da epiderme adaxial
(A). Corte frontal da epiderme Adaxial (B). Escamas foliares (C). Sec¢ao transversal do limbo foliar (D). Sec¢éo
transversal evidenciando epiderme adaxial (E). Secc¢éo transversal evidenciando hidrénquima (F). a = célula
central; b = células pericentrais; ¢ = células periféricas; ca = canal de aeragao; cut = cuticula; ep = epiderme;
est = estdmato; hi = hidrénquima. Bars: Fig. A, Be D =100 ym; C e E = 10 ym; F = 50 ym.

Para a espécie, o mesofilo € homogéneo
e compacto, constituido por células de contorno
arredondado e com pequenos espagos intercelulares,
assim como observado por Proenca & Sajo (2004),
em varios géneros de bromélias e por Voltolini &
Santos (2011) para Aechmea lindenii (E. Morren)
Baker var. lindenii. Nas folhas observaram-se grupos
de fibras ndo associados aos feixes vasculares.
Esses grupos de fibras aparecem na face adaxial,
proximo a epiderme e também séo lignificados (Fig.
1D; 2A). Essas estruturas, ndo s6 aumentam a

rigidez foliar oferecendo sustentacdo mecénica por
ocasiao de ventos fortes, como agem na protecéo
do mesofilo durante possiveis estresses hidricos
e de temperatura, conforme descrito por Krauss
(1949), Pyykko (1966) e Brighina et al. (1984) para
as folhas de Bromeliaceae e de outras familias de
angiospermas.

As folhas estudadas sao anfiestomatica e
os estdmatos se distribuem em fileiras longitudinais
apresentando-se no nivel da epiderme. Dentro de
Bromeliaceae, a exposi¢cao das células-guarda é
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FIGURA 2. Seccdes transversais e frontais de folhas de Guzmania lingulata. Secgao transversal evidenciando
fibra esclerenquimatica ndo associada a feixes condutores (A). Estbmatos presentes na superficie abaxial (B).
Aerénquima (C). Feixe vascular (D). Seccgéo frontal invertida demonstrando células detentoras de antocianina
(E). Presenca de taninos (coloragéo verde-marrom) ao redor de feixe vascular (F). cb = células braciformes; fi
= fibras esclerénquimaticas; setas = taninos. Bars: Fig. A= 100um; Ce E=50 um; B,D e F =10 ym.

um carater variavel entre as espécies, como pode
ser verificado pelos resultados de Krauss (1949),
Tomlinson (1969), Braga (1977); Sajo et al. (1998),
Aoyama & Sajo (2003), Arruda & Costa (2003),
Proenga & Sajo (2004), Scatena & Segecin (2005),
Sousa et al. (2005), Derwidueé & Gonzalez (2010),
Voltolini & Santos (2011).

Na maioria das Bromelioideae, assim como
em Guzmania lingulata, as folhas se caracterizam
por apresentar superficie abaxial com regides
costais e intercostais bem demarcadas, com os
estdbmatos alojados nas regides intercostais (Fig.
2B). Essa localizagdo particular dos estdmatos

provavelmente evita o excesso de transpiragao,
considerando-se que tais espécies ocorrem em
areas bem iluminadas (Martinelli, 1994).

Os feixes vasculares sdo colaterais e se
dispdem numa unica série ao longo das laminas (Fig
1D). Geralmente, os feixes maiores se alternam com
0s menores e sao circundados por 1-3 camadas de
fibras periciclicas, cujas paredes sdo espessadas
e lignificadas. Os feixes menores sado totalmente
envolvidos por fibras completamente lignificadas
(Fig. 2D). A camada de células parenquimaticas
mais internas do mesofilo e que circunda as fibras
periciclicas representa a endoderme.
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Vale salientar que muitas das xeromorfias
encontradas nas Bromeliaceae, embora possibilitem
a exploracao de ambientes extremos, representam
adaptagbes ancestrais selecionadas durante
a diversificagcao do grupo e nao devem ser
interpretadas apenas como caracteres relacionados
aum ambiente particular onde elas vivem atualmente
(Proenca & Sajo, 2007).

Andlise Histoquimica e de classes de
metabolitos secundarios

Os resultados obtidos apds a realizagao de
testes histoquimicos e em relagéo as determinagdes
de classes de metabdlitos secundarios mostraram
presenga de antocianinas e taninos, ndo sendo
observada a presenga de saponinas e flavonoides
nos testes realizados (Tabela 1).

A ocorréncia de antocianos na familia
Bromeliaceae permite destacar a importancia
quimica dos mesmos como possiveis agentes
farmacolégicos e, também, considera-los como
potenciais marcadores quimiotaxonémicos (Manetti
et al., 2009). Em revisao realizada sobre as
classes quimicas da familia, foram reportadas 20
antocianinas em 83 espécies de Bromeliaceae
distribuidas pelas trés subfamilias (Manetti et al.,
2009). Contudo, as maiores contribuicdes em
relagdo a identificagdo destes compostos foram
as realizada por Saito & Harborne (1983) em 34
espécies de diferentes subfamilias e por Scogin
(1985) com a identificagdo de antocianinas em nove
espécies dos géneros Puya e Puyopsis.

As antocianinas possuem aproximadamente
300 variagdes moleculares e apresentam elevado
numero de propriedades farmacoldgicas, tais como:
anti-inflamatérias, anti-ulcerais, anticonvulsantes,
antioxidantes, cardioprotetoras, vasoprotetoras,
vasodilatadoras, redutoras da permeabilidade e
fragilidade dos vasos, no controle de infec¢des
oftalmoldgicas, redugédo no nivel de colesterol e
triglicérides, protetoras contra a degradacgao de
células, além de proteger contra a indugédo de
danos causados no DNA por tert-butil-hidroperoxido,
protetoras contra o virus Influenza (gripe) e quando
em combinagdo com o acido elagico, desenvolve
uma potente agao preventiva contra certos tipos de
canceres (Guedes, 2004).

Antocianinas sdo pigmentos pertencentes
ao grupo dos flavonodides que beneficiam a
planta na protecdo contra raios ultravioleta e
consequentemente, diminuem a temperatura foliar
(Taiz & Zeiger, 2004; Raven et al., 2007). Tais
pigmentos também sao responsaveis pela coloragao
dos vegetais (que varia do laranja ao azul, conforme
o pH), sendo encontrados também em flores, frutos e
raizes. Devido a esta caracteristica, seu vinculo com
a planta estende-se também a agir como atrativo
de insetos e passaros, objetivando a polinizagao
e dispersédo de sementes (Zuanazzi, 1999; Taiz &
Zeiger, 2004).

A coloragédo rosa aparente no teste
histoquimico (Figura 2E), se deve a antocianina
em pH abaixo de 3,0 e copigmentos, que podem
ser flavonoides n&o antocianicos, alcaloides,
aminoacidos e nucleosideos (Stringheta & Bobbio,
2000).

Taninos, pertencentes ao grupo dos
polifendis, quando ocorrem em grande quantidade,
geralmente se localizam em érgaos especificos da
planta como as folhas, os frutos ou caules (Roberts
et al., 1997). Neste trabalho, tal metabdlito foi
identificado proximo aos feixes condutores foliares
(Figura 2F, setas). Esta localizag&o esta diretamente
relacionada com a protegao da planta, uma vez que
impede o desenvolvimento de doengas patogénicas
no interior da folha devido a atividade anti-radicalar
do metabdlito (Taiz & Zeiger, 2004).

Assim como neste trabalho, a presenca
de taninos também foi reportada para a espécie
nacional, Bromelia antiacantha Bertol., a qual
apresentou devido a seus compostos fendlicos,
atividade antimicrobiana, citotdxica, moluscicida e
antioxidante (Manetti et al., 2010). Tais resultados
corroboram com a constatagdo de Simoes et al.
(2007), de que testes realizados com extratos
ricos em taninos ou com taninos puros tém obtido
resultados positivos para diversas atividades
bioldgicas, podendo-se citar a atividade bactericida
e fungicida, antiviral, inibicao da peroxidagao de
lipideos e sequestrador de radicais livres. Outra
caracteristica bastante ressaltada por diversos
autores é o sabor adstringente dos taninos,
repulsando insetos, répteis, passaros e mamiferos.

Haslam (1998) relata que as atividades

TABELA 1. Identificagcdo de metabdlitos secundarios nos testes histoquimicos e de classes de metabdlitos

secundarios realizados para Guzmania lingulata.

Antocianinas Flavonoides Saponinas Taninos
Teste Realizado
Fitoquimico + - - +
Histoquimico + - - +

(+) para teste positivo; (-) para teste negativo.
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farmacolégicas destes metabdlitos no tratamento
de doengas estao diretamente relacionadas, pelo
menos em parte, a trés caracteristicas gerais que
s$80 comuns aos taninos condensados e aos taninos
hidrolisaveis que incluem a atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres, a complexagdo com
ions metalicos (ferro, manganés, vanadio, cobre,
aluminio, calcio, entre outros) além da habilidade
de se complexar com outras moléculas, incluindo
macromoléculas (como proteinas e polissacarideos).

Além de apresentarem atividades
farmacoldgicas relatadas, segundo Roberts
et al. (1997), ha indicios epidemioldgicos e
experimentais que levam a crer que os taninos
possuem perigoso potencial carcinogénico. Porém,
estudos recentemente realizados com taninos
condensados evidenciaram a acao antioxidante
muito eficaz no controle de radicais livres.

CONCLUSAO

- Os resultados demonstraram que foi
possivel realizar a caracterizagdo anatémico
foliar baseada na qualidade das imagens obtidas,
sendo que os caracteres encontrados representam
adaptacdes ancestrais selecionadas durante a
derivagao da familia;

- Detectou-se a presencga de antocianinas
e taninos nas folhas da espécie Guzmania lingulata
(L) Mez. pelos testes propostos;

- Esses resultados estimulam a realizagao
de estudos mais aprofundados para identificar e
quantificar os compostos dessas e de outras classes
de metabodlitos.
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