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RESUMO

O uso de plantas medicinais vem sendo adotado pela populacdo mundial como
alternativa de tratamento de diversas doencas. H& pouca ou nenhuma comprovacéo
acerca das propriedades fitoterapicas das plantas medicinais, 0 que pode trazer
complicacdes ao consumidor, como a toxicidade. Por isso se faz necessaria a
identificag8o da espécie e dos seus principios ativos. As analises anatdmicas sdo uma
importante ferramenta para o controle de qualidade de fitoterapicos, pois permitem a
correta identificacdo botanica. Dentre os estudos anatbmicos ha os testes
histoquimicos, que possibilitam a localizagdo de certos compostos bioativos no
material vegetal com potencial terapéutico. No meio de muitas espécies vegetais com
potencial medicinal destacam-se as da familia Verbenaceae. Aloysia gratissima,
popularmente conhecida como “alfazema-do-Brasil’, “garupd” e “erva-da-colbnia”, é
citada em estudos etnobotanicos no tratamento de dores de cabeca, problemas
digestivos e transtornos respiratérios, porém sao escassos 0s estudos que
comprovem sua eficacia. O objetivo do trabalho é caracterizar a anatomia e
composic¢ao histoquimica de folhas de A. gratissima. As amostras vegetais coletadas
foram fixadas e processadas seguindo protocolos conhecidos para estudos em
microscopia Otica. As observacdes e captura de imagens foram realizadas com
microscopio 6tico e estereomicroscopio. Para os testes histoquimicos foram utilizados
reagentes especificos para identificacdo de diferentes constituintes celulares. A.
gratissima apresenta venacdes pinadas, camptdédromas, broquidodromas. A face
adaxial da epiderme, em vista frontal, exibe células com paredes anticlinais retas,
algumas células apresentam tricomas gancho nao glandulares unicelulares. Na face
abaxial da epiderme observou-se uma grande quantidade de tricomas glandulares,
classificados em trés morfotipos, e tricomas tectores ou ndo glandulares. Em seccéo
transversal, a lamina foliar de A. gratissima € classificada como hipoestomatica, a face
adaxial da epiderme apresenta duas camadas de células, e algumas células possuem
um cistolito de carbonato de calcio. A cuticula é estriada, o mesofilo é dorsiventral. Os
estdbmatos se encontram elevados em relagédo as demais células epidérmicas. O feixe
vascular mediano € colateral e proeminente na face abaxial, organizado em formato
de arco aberto. Na analise histoquimica observou-se reacao positiva para lipideos
totais no conteudo dos tricomas glandulares e da cuticula, reacdo positiva para
mucilagens e pectinas no contetdo de tricomas glandulares e para a parede celular
da maioria das células da folha, reacdo positiva para polissacarideos totais no
contetdo de tricomas glandulares e maioria da parede das células, reacdo positiva
para proteinas no conteudo de tricomas glandulares e ndo glandulares e na parede
celular da maioria das células, reacdo positiva para alcaloides no contetdo de
tricomas glandulares. Verificou-se ainda, que a célula apical dos tricomas glandulares,
principalmente os de Tipo Il, apresentam um conteddo que néo foi identificado com os
testes histoquimicos realizados no presente estudo. Constata-se a necessidade de
analises mais detalhas sobre a constituicdo quimica das substancias
secretadas/armazenadas, porém acredita-se que este trabalho contribui adicionando
informacdes que possam servir de subsidio no controle de qualidade de potenciais
fitoterapicos.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Aloysia gratissima. Anatomia foliar. Composi¢ao
guimica.



ABSTRACT

The use of medicinal plants has been adopted by the world population as an alternative
treatment for various diseases. There is little or no evidence about the herbal properties
of medicinal plants, which can bring complications to the consumer, such as toxicity.
Therefore, the identification of the species and its active principles is necessary.
Anatomical analyzes are an important tool for the quality control of herbal medicines,
as they allow the correct botanical identification. Among the anatomical studies are the
histochemical tests, which enable the location of certain bioactive compounds in plant
material with therapeutic potential. Among many plant species with medicinal potential
stand out those of the Verbenaceae family. Aloysia gratissima, popularly known as
“alfazema-do-Brasil”, “garupa” and “erva-da-colonia’”, is cited in ethnobotanical studies
in the treatment of headaches, digestive problems and respiratory disorders, but there
are few studies that prove their effectiveness. The objective of this work is to
characterize the anatomy and histochemical composition of A. gratissima leaves. The
collected plant samples were fixed and processed following known protocols for optical
microscopy studies. Observations and image capture were performed with optical
microscope and stereomicroscope. For the histochemical tests specific reagents were
used to identify different cellular constituents. A. gratissima has pinnate venations,
camptodromous, brochidodromous. The adaxial face of the epidermis, in frontal view,
shows cells with straight anticlinal walls, some cells have unicellular non-glandular
hook trichomes. On the abaxial face of the epidermis, a large number of glandular
trichomes were classified into three morphotypes and tectorial or non-glandular
trichomes. In cross section, the leaf blade of A. gratissima is classified as
hipoestomatic, the adaxial face of the epidermis has two cell layers, and some cells
have a calcium carbonate cystolith. The cuticle is striated, the mesophyll is
dorsiventral. Stomata are elevated compared to other epidermal cells. The median
vascular bundle is collateral and prominent on the abaxial face, organized in an open
arch shape. Histochemical analysis showed positive reaction for total lipids in glandular
trichome and cuticle content, positive reaction for mucilage and pectins in glandular
trichome content and cell wall of most leaf cells, positive reaction for total
polysaccharides in content of glandular trichomes and majority of cell wall, positive
reaction for proteins in glandular and non-glandular trichome contents and in cell wall
of most cells, positive reaction for alkaloids in glandular trichome content. It was also
found that the apical cell of glandular trichomes, especially Type Il trichomes, present
a content that was not identified with the histochemical tests performed in the present
study. There is a need for more detailed analysis on the chemical constitution of
secreted/stored substances, but it is believed that this work contributes by adding
information that can serve as a subsidy in the quality control of potential herbal
medicines.

Keywords: Medicinal plants. Aloysia gratissima. Leaf anatomy. Chemical
composition.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais vem sendo adotado por inUmeras civilizacdes ao
longo da histéria como alternativa de tratamento para diversas doencas. Segundo a
OMS (Organizacdo Mundial da Saude), cerca de 80% da populacdo de paises
subdesenvolvidos depende, especialmente, das plantas para os primeiros cuidados
com a saude (ROSA et al., 2011).

O Brasil é reconhecido pela maior diversidade genética vegetal do mundo
(HEIZMANN; BARROS, 2007), mas além dessa riqueza biologica deve-se atentar
para a socio-diversidade, hd comunidades brasileiras com saberes e praticas préprias
de sua cultura. Quando se trata do emprego de plantas medicinais, essas praticas
culturais estédo relacionadas ao acesso a recursos naturais ou falta de acesso a
medicina moderna. Com a finalidade de valorizar o conhecimento tradicional e ampliar
as opcoes de plantas para tratamentos terapéuticos, o governo federal aprovou a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, por meio do Decreto n° 5.813,
de 22 de junho de 2006 (Ministério da Saude, 2009).

Apesar da grande biodiversidade e extensa utilizacdo da fitoterapia pela
populacdo, existe o consenso da insuficiéncia de estudos cientificos sobre esse
assunto (FERREIRA, 1998), apenas 8% das espécies vegetais do Brasil foram
estudadas em busca de algum principio ativo (HEINZMANN; BARROS, 2007).
Trazendo a tematica para o contexto regional, os conhecimentos de fitoterapia no Rio
Grande do Sul derivam, além dos indios, também dos colonizadores europeus que
procuraram, pelo método de tentativa e erro, encontrar plantas medicinais similares
as por eles conhecidas em seu pais de origem (MENTZ; LUTZEMBERGER,;
SCHENKEL, 1997).

Hé& pouca ou nenhuma comprovacao acerca das propriedades fitoterapicas da
maioria das plantas medicinais, o que pode trazer complica¢des ao consumidor, como
a toxicidade e possiveis adulteracdes, ainda mais se combinadas a outras drogas,
levando a um sério problema de saude publica (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL,
2005). Por isso se faz necesséria a correta identificacdo da espécie e o conhecimento
acerca dos seus principios ativos (CEOLIN et al., 2009).

As pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais e
fitoterapicos no Brasil ainda sao principiantes (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL,

2005), € por isso que, para que ocorra a liberagdo do registro de um fitoterapico, a



13

ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) requisita a identificacédo botéanica,
abordando as analises macro e microscopicas do vegetal, incluindo as caracteristicas
das estruturas anatomicas, e que seja comprovada a seguranca e efetividade pela
demonstracdo do uso da planta na literatura técnico-cientifica (BRASIL, 2014).

Zanetti, Manfron e Hoelzel (2004) também defendem que os parametros
anatébmicos sdo uma ferramenta para o controle de qualidade de fitoterapicos, pois
permitem a correta identificacdo botanica e separacdo de uma determinada espécie
vegetal de outras semelhantes. Os autores ainda afirmam que dentre os estudos
anatdmicos destacam-se os relativos a histoquimica, técnica que possibilita a
localizagéo de certos compostos bioativos com potencial terapéutico presentes na
espécie vegetal. Tem-se conhecimento, ainda, de que as plantas possuem estruturas
armazenadoras de Oleos essenciais, reforcando a importancia de realizar analises
anatbmicas e histoquimicas, para identificar a natureza e onde estes compostos estédo
armazenados (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Dentre as muitas espécies vegetais com potencial medicinal destacam-se as
da familia Verbenaceae (BRAGA et al., 2009). Pertencente a essa familia encontra-
se 0 género Aloysia, que € constituido por cerca de 31 espécies (O'LEARY et al.,
2016), conhecidas por seus 0leos essenciais que sdo extensivamente estudados no
Brasil e Argentina, ainda, outro aspecto interessante do género é a grande diversidade
de composicBes quimicas encontradas em suas folhas (SOLER et al., 1986).
Compostos do 6leo essencial de Aloysia gratissima tém sido submetidos a estudos e
observou-se diferencas em seus constituintes dependendo da regido de cultivo,
surgindo variacdes nas propriedades da espécie em diferentes paises (SANTOS et
al., 2009).

Aloysia gratissima € muito utilizada na medicina popular brasileira para tratar
diversas enfermidades (CEOLIN et al., 2009; SOARES et al., 2004). Segundo notas
de Mentz, Lutzemberger e Schenkel (1997) acerca da tese de D’Avila, publicada em
1910, sobre o levantamento da flora medicinal do Rio Grande do Sul, a espécie ja era
citada como planta medicinal de uso recorrente pela populacédo no inicio do século
XX.

A espécie que é popularmente conhecida como “alfazema-do-Brasil”, “garupd”
e “erva-da-coldnia”. E um arbusto com inflorescéncia bem conhecida pelo seu carater
aromético, que apresenta distribuicdo tropical e subtropical (SOARES et al., 2004).

No Rio Grande do Sul é utilizada para o tratamento de dores de cabeca, problemas
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digestivos (SOARES et al., 2004) e transtornos respiratérios, além de apresentar
atividade antibacteriana (SOUZA; WIEST, 2007) e anti-inflamatéria (VANDRESEN et
al., 2009).

Segundo Battisti et al. (2013) as folhas e caule de A. gratissima sdo comumente
utilizadas para o consumo de cha, tanto por infusdo quanto por decoccdo. Souza e
Wiest (2007) observaram que 0 extrato da planta fresca apresentou maior atividade
bacteriana se comparado ao extrato da planta seca, possivelmente devido a perda de
principios ativos durante o processo de secagem.

Existem algumas publicacdes que tratam das propriedades do 6leo essencial
de A. gratissima e poucas referentes a fisiologia da espécie (SANTOS, 2007). Zeni
(2011) tambeém afirma que seu uso popular ndo vem acompanhado por estudos que
poderiam garantir um uso com mais qualidade e seguranca. Sendo assim, surge a
necessidade de investir em estudos cientificos a fim de obter informacdes acerca de
substancias bioativas que possam ser empregadas com seguranca ha medicina
tradicional e na producédo de medicamentos (COUTINHO et al., 2002).

Em Aloysia gratissima realizaram-se estudos anatémicos caulinares, referente
a origem e desenvolvimento da periderme (BONZANI; FILIPPA; BARBOZA, 2003).
Ainda, em outros representantes do género, foram realizados estudos em folhas e
caule, onde identificou-se a organizacdo do complexo estomatico e os tipos de
tricomas presentes (BONZANI; FILIPPA; BARBOZA, 1997; CALZADA-SANCHEZ et
al., 2014; GATTUSO et al., 2008).

Observando a necessidade de contribuir no processo de monitoramento de
gualidade de potenciais fitoterapicos, o presente trabalho objetiva descrever a
estrutura anatbmica de folhas de A. gratissima, assim como serao realizados testes
histoquimicos com a finalidade de apurar substancias produzidas pela planta que
possuem algum potencial fitoterapico, tudo isso sera relacionado a trabalhos

existentes na literatura.



15

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS TAXONOMICOS

Verbenaceae é uma familia monofilética, pertencente a ordem Lamiales, e
gue possui distribuicdo cosmopolita (FLORA DO BRASIL, 2019). Na familia inclui-se
aproximadamente 36 géneros e 1000 espécies (SOUZA; LORENZI, 2012). No Brasil
ocorrem 16 géneros e 285 espécies, do género Aloysia sdo encontradas 10 espécies
no pais (FLORA DO BRASIL, 2019).

De acordo com O’Leary et al. (2016, traducdo nossa) “0 género Aloysia
compreende cerca de 31 espécies distribuidas pelas Américas, isso de acordo com a
nova circunscricdo onde houve a inclusdo da maioria das espécies de Acantholippia
e de Xeroaloysia, assim como a exclusdo de varias espécies norte-americanas que
se inseriram nos géneros Lippia e Lantana”. 28 espécies do género sao encontradas
na Ameérica do Sul. Aloysia gratissima € a Unica espécie do género que € encontrada
nas Américas do Norte e do Sul (O’LEARY et al., 2016). No Rio Grande do Sul, estédo
presentes quatro tribos de Verbenaceae, Citharexyleae, Lantaneae, Verbeneae e
Petreae. A tribo Lantaneae agrupa os géneros Aloysia, Bouchea, Lantana, Lippia,
Phyla e Stachytarpheta (CRESPAM, 2010).

Aloysia gratissima € uma espécie nativa do Brasil e muito utilizada com
finalidade fitoterapica, € conhecida popularmente como “alfazema-do-Brasil’,

” o«

“‘garupd”, “erva-da-colonia” (SOARES et al., 2004), “erva de nossa senhora”, “erva da
graca” (ALICE et al., 1995) e “erva santa” (CASTRO; CHEMALE, 1995). Sua
distribuicdo no Brasil ocorre no Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, e apresenta
como sinénimos Aloysia meyeri, Aloysia schulziana, Aloysia sellowii e Aloysia
uruguayensis (FLORA DO BRASIL, 2019). Além de medicinal, a planta é considerada
ornamental e melifera por sua floracéo intensa e aroma agradavel (CARDOSO, 2005).

Castro e Chemale (1995) descrevem que Aloysia gratissima “é uma planta
perene, arbustiva, com altura de 1,5 a 3,0 metros, caule ereto, longo e fino, de casca
aspera, acinzentada ou verde oliva. As folhas sdo simples, opostas, eliptico-
lanceoladas. Suas flores sédo pequenas, hermafroditas, muito perfumadas e o
florescimento ocorre de agosto a fevereiro quando apresenta pequenas flores
brancas.” (Figura 1). Tais caracteristicas também foram reforgadas por Flora do Brasil

(2019) e acrescentadas venacdes foliares broquidédromas.
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Figura 1. Aspecto geral da planta de Aloysia gratissima.

Fonte: Machado, 2018.

2.2 ESTUDOS ANATOMICOS EM ESPECIES DE VERBENACEAE

Verbenaceae possui diversos representantes de importancia na producéo de
compostos com potencial aromatico e medicinal, e por esse motivo realizaram-se
estudos anatdbmicos nesses representantes a fim de exercer um controle de qualidade
mais adequado (BONZANI; FILIPPA; BARBOZA, 1997). Entre as Verbenaceae de
reconhecido valor medicinal destacam-se os géneros Aloysia, Lantana, Lippia e
Verbena (FAVORITO, 2009).

As particularidades anatdbmicas se estabelecem como uma ferramenta eficaz
para a verificagdo da identidade das plantas de potencial medicinal, servindo de
controle de qualidade botanico (BONZANI; FILIPPA; BARBOZA, 2003).

Bonzani, Filippa e Barboza (1997) comprovaram, atraves de observacdes da
anatomia de folhas e caules que em representantes dos géneros Aloysia, Lantana e

Lippia, ha uma organizacgdo variada do complexo estomatico. Calzada-Sanchez et al.
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(2014) também identificaram os tipos de tricomas presentes em espécies de Aloysia,
Lantana, Lippia e Verbena.

As folhas de espécies do género Lippia também foram analisadas perante
aspectos anatomicos por Argyropoulou et al. (2010) e por Favorito (2009), que
determinaram a presenca e tipos de tricomas glandulares. O género Verbena também
foi objeto de estudo de Arrambari et al. (2013), que verificaram as hastes de Verbena
litoralis e V. montevidensis e detectaram amido nas células-guarda dos estématos, no
parénquima cortical e na endoderme. Folhas e caules de Aloysia citriodora foram
estudadas por Gattuso et al. (2008) e observadas a organizacao dos estdmatos e tipos
de tricomas presente nas especies.

Em Aloysia gratissima realizaram-se estudos anatomicos caulinares, referente
a origem e desenvolvimento da periderme (BONZANI; FILIPPA; BARBOZA, 2003),
descreveu-se brevemente os tipos de tricomas secretores e determinou-se que a
espécie apresenta caracteristicas xerofiticas e estdbmatos elevados protegidos por
tricomas. Arambarri et al. (2006) também analisaram as folhas de A. gratissima, entre
outras espécies de Verbenaceae, e verificaram a presenca de cistdlitos na face

adaxial da epiderme associados a tricomas nao glandulares.

2.3 ENSAIOS FARMACOLOGICOS EM VERBENACEAE

Diversos estudos farmacolégicos foram realizados com representantes de
Verbenaceae. No que se refere ao 0 género Aloysia, Zeni (2011) investigou o extrato
aquoso de Aloysia gratissima como possivel agente terapéutico. A autora demonstrou
gue o extrato da espécie apresentou substancias conhecidas como antioxidantes,
além de ser um promissor agente terapéutico em doencas neuroldgicas/
neurodegenerativas que envolvem excitotoxicidade. Vandresen et al. (2009) isolaram
e identificaram 12 substancias das folhas de A. gratissima comprovando sua atividade
anti-inflamatéria, antiedematogénica e antibacteriana frente a Staphylococcus aureus
e Micrococcus luteus.

Souza e Wiest (2007), por meio dos extratos alcodlico, hidroalcodlico e
decocto, observaram uma maior atividade antibacteriana de A. gratissima para as
bactérias Rhodococcus equi e Pasteurella multocida, ambas relacionadas a casos de
pneumonia e outros quadros respiratorios. Ainda quanto a atividade antibacteriana da

espécie, em outro estudo demonstrou-se que o 6leo essencial da flor de A. gratissima
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foi mais eficaz do que o da folha frente as bactérias Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pneumoniae, principal causadora de pneumonia e meningite em
humanos, e Candida albicans (SANTOS et al., 2013).

Também houve outros estudos em A. gratissima relacionados a atividade
antibacteriana, que foi comprovada por Céceres et al. (1993), além da atividade
sedativa (BENOVIT, 2012), antioxidante (ROSAS-ROMERO; SAAVEDRA, 2005) e
acao fungitéxica (PINTO et al., 2007).

Em outros representantes de Verbenaceae também foram realizados estudos
farmacolégicos, como, por exemplo, no género Lantana, onde observou-se, por meio
da andlise de seu Oleo essencial, que algumas de suas espécies inibiram o
crescimento de bactérias e fungos (MONTANARI, 2011). Ainda, ha registros de
estudos realizados com o género Lippia, onde foram identificadas substancias de

potencial citotoxico e antimicrobiano (LIMA et al., 2019).

2.4 SITIOS DE ARMAZENAMENTO DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS

As plantas produzem variados tipos de secrecdes, sendo algumas apenas
solugcbes constituidas de sais, aminoacidos e acucares, e outras podendo ser
compostas por metabolitos primarios e secundarios, sendo que muitos destes
compostos s&o substancias biologicamente ativas (ASCENCAO, 2000). Ainda
segundo Ascencao (2000), “as secrecdes vegetais sao sintetizadas ou simplesmente
acumuladas e eliminadas em células especializadas, que ocorrem isoladas
(idioblastos secretores) ou que constituem estruturas glandulares altamente
diferenciadas”. Os idioblastos sdo células que contém mucilagens ou resinas,
constituidas de polissacarideos, e 6leos essenciais, e a identificacdo correta desses
tipos de substancias secretadas é feita através de testes histoquimicos (ASCENCAO,
2000).

Os tricomas, que sdo apéndices epidérmicos, possuem diversas morfologias,
podendo ser classificados de muitas maneiras, a classificacdo mais simples
consistindo em tectores ou n&o-glandulares e glandulares (APPEZZATO-DA-
GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2006).

H& uma enorme variedade de tricomas glandulares, quanto a forma, niamero

de células e fungéo, tornando dificil sua classificacéo. “O método de classificacdo mais
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7

adequado é o teste histoquimico para que seja identificado os tipos de produtos
secretados ou absorvidos” (ASCENCAO, 2000).

A producdo e a secrecdo de O6leos essenciais e resinas por tricomas
glandulares é caracteristica de diversas familias, entre elas, de Verbenaceae
(FAVORITO, 2009). Souza e Lorenzi (2012) também afirmam que as espécies de
Verbenaceae apresentam um grande numero de tricomas glandulares, que séo 0s
principais sitios de formagéo e acumulo de metabdlitos, caracteristica de plantas de

uso medicinal.

2.5 PRINCIPAIS SUBSTANCIAS BIOATIVAS DOS VEGETAIS

Brandelli e Vieira (2017) definem uma substancia bioativa como um composto
gue pode interagir com células ou tecidos vivos e resultar em os mais variados efeitos.
Ainda, segundo os autores, “o termo “substancias bioativas” esta sendo bastante
usado para descrever compostos encontrados em vegetais, frutas e hortalicas que
protegem o organismo e melhoram a qualidade de vida. Esses compostos sao
substancias ndo essenciais para o organismo, porém, se ingeridos, podem prevenir
doencas” (BRANDELLI; VIEIRA, 2017).

Estas substancias ndo apresentam ligacdo direta com o crescimento e o
desenvolvimento vegetal, mas participam de func¢des importantes a sua sobrevivéncia,
como, por exemplo, a atracdo de polinizadores e dispersores e a defesa contra
herbivoros e patégenos (LOPES; KATO; COSTA, 2017).

Quando a planta possui constituintes bioativos e esta presente nas
farmacopeias, adquire o status de “medicinal’, podendo ser usada para tratamentos
terapéuticos (CUNHA et al., 2017).

Os compostos bioativos obtidos de material vegetal possuem muitas
atividades biolégicas e podem pertencer ao metabolismo primario, funcionalmente
essencial a vida, e ao metabolismo secundario, que produz substancias que ndo séo
necessariamente vitais ao organismo produtor (BRANDELLI, 2017). As pectinas e 0s
lipidios sdo alguns exemplos de substancias do metabolismo priméario, quanto ao
metabolismo secundéario ha os terpenos, 6leos essenciais, alcaloides, flavonoides,

entre outros.
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2.5.1 Pectinas

As pectinas sdo componentes da parede celular vegetal, presentes em
diferentes partes do vegetal, tendo maiores concentragcdes nas cascas de frutas
citricas. Em solucéo aquosa apresentam a capacidade de produzir solu¢des viscosas,
utilizadas na industria farmacéutica como excipiente na liberacdo de farmacos
(SEYFRIED et al., 2016).

As pectinas sdo muito utilizadas como regularizadoras do sistema
gastrintestinal, tém acdo sobre o controle da glicemia, da elevacdo patoldgica do

colesterol e na prevencao de doencas cardiovasculares (CUNHA et al., 2017).

2.5.2 Lipidios

Os lipidios destacam-se a acéo pro vitaminica D e a capacidade de ligacao a
receptores hormonais humanos, podendo ser utilizados como alternativa a terapia
hormonal de substituicdo, também apresentam carater anfotérico e poder reativo,
apresentando interesse biologico (CUNHA et al., 2017).

Geralmente, no vegetal, os lipidios encontram-se sob a forma de goticulas
dispersas no citoplasma. As ceras e as cuticulas sdo ricas em compostos lipidicos
(FIGUEIREDO et al., 2007).

2.5.3 Terpenos

Os terpenos podem ser classificados em Monoterpenos e Sesquiterpenos,
ambos denominados “Oleos essenciais”, que apresentam acdo antibacteriana e
antifngica, em Diterpenos e em Triterpenoides, este ultimo conhecido por ser
precursor de horménios esteroides em mamiferos, plantas e insetos (BRANDELLI,
2017).

Segundo Figueiredo et al. (2007), “os terpenoides acumulam-se
preferencialmente em estruturas glandulares especializadas (tricomas, idioblastos,

canais, bolsas e laticiferos)”.
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2.5.4 Oleos essenciais

Os monoterpenos, devido a seu baixo peso molecular, sdo substancias
volateis, sendo denominados “6leos essenciais” (BRANDELLI, 2017). Os o6leos
essenciais possuem um odor caracteristico e apresentam muitas funcfes a planta,
como, por exemplo, comunicacdo quimica com outras espécies vegetais, meio de
defesa contra animais (atividade inseticida), inibidores de germinagéo e crescimento
de outras plantas, antimicrobianos e atrativos a polinizadores (MELO; CROTTI, 2017).
Segundo Melo e Crotti (2017), “a produgdo desses 6leos ocorre em estruturas de
secrecdo especializadas, podendo permanecer armazenados em varios 6rgaos da
planta, como folhas, flores, caules, raizes, frutos e sementes”.

Melo e Crotti (2017) também descrevem que 0s 0leos essenciais possuem acao
antinociceptiva, impedindo a transmissdo de impulsos dolorosos, 0 que alivia a
sensacao de dor, acdo anti-inflamatoria, acdo antiparasitaria, tendo como exemplo na
literatura a atividade no combate a Leishmaniose, Esquistossomose, Giardiase e
Tricomoniase, acao antibacteriana e antifingica, acdo antioxidante e, ainda, acéo

citotoxica, utilizada no tratamento contra tumores desde a década de 1990.

2.5.5 Alcaloides

Esses compostos sdo dotados de importante atividade farmacologica, mas
também apresentam elevada toxicidade. Podem, portanto, ter diversas a¢cdes em um
organismo, tais como as func¢des colinérgica, vasodilatadora, analgésica e ansiolitica,
antiarritmica, estimulante, psicotropica, amebicida, anestésica local, diurética,
antitumoral e antifibrilantes. (CUNHA et al., 2017).

No vegetal, os alcaloides, atuam na defesa contra organismos patogénicos e
contra herbivoros (LOPES; KATO; COSTA, 2017). Segundo Figueiredo et al. (2007),
“os alcaloides acumulam-se nos vacuolos, particularmente em células epidérmicas e

hipodérmicas e laticiferos. Muitas vezes acumulam-se longe do local de sintese.”
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2.5.6 Flavonoides

Os flavonoides estdo amplamente distribuidos nas plantas e podem estar
localizados nos vacuolos ou na cera cuticular (FIGUEIREDO et al., 2007).

Esses compostos demonstram acdo anti-inflamatoéria, hormonal, anti-
hemorragica, antialérgica, antifiingica, auxiliam na absor¢éo da vitamina C e possuem
propriedades tanantes (BRANDELLI; VIEIRA, 2017). Também apresentam atividade
antioxidante e contribuem para “proteger as células de danos provocados por radicais
livres que podem levar a doencgas graves, como cancer, mal de Alzheimer, doenca de
Parkinson e outras.” (HIRUMA-LIMA et al., 2017). Além disso, esses compostos
podem apresentar um aspecto toxicolégico que diz respeito a acdo mutagénica
(CUNHA et al., 2017).

Uma outra funcdo aparece em algumas isoflavonas que tém efeito estrogénico
por apresentarem semelhanca estrutural com os horménios estrogénicos (HIRUMA-
LIMA et al., 2017), sendo assim conhecidas por sua acédo no alivio de sintomas
causados pela menopausa, melhorando a saude dos o0ssos e reduzindo o risco de
cancer de mama. (BRANDELLI; VIEIRA, 2017).

3 METODOLOGIA

3.1 COLETA DO MATERIAL

Para a coleta das folhas de Aloysia gratissima foram realizadas excursdes a
campo em locais com populacdes da espécie nos municipios de Cerro Largo (-
28.141662, -54.733772), Sao Paulo das Missdes (28°02’'50.6"S 54°55’18.2"W) e
Guarani das Missoes (28°08’04.4”S 54°36’18.8”W).

3.2 PROCESSAMENTO DO MATERIAL

Apoés a coleta, as amostras das folhas foram fixadas em Formaldeido, Acido
acético e etanol 70% (FAA 70%) (JOHANSEN, 1940) e em glutaraldeido 1% e
formaldeido 4% (MCDOWELL; TRUMP, 1976), em tampao fosfato de sédio, 0,1M e
pH 7,2, desidratado em série etilica e incluido em hidroxietiimetacrilato (historresina)
(GERRITS; SMID, 1983) (Figura 1a,b).
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Figura 2. A- inclusédo com historresina. B- material vegetal incluido aderido em bloco
de madeira.

Ap6s a inclusdo do material, as amostras foram seccionadas (5-10 um) no
plano transversal em microtomo e posteriormente confeccionadas laminas
permanentes, utilizando como meio de montagem resina sintética. Como corante de
rotina foi utilizado Azul de Toluidina (O’'BRIEN; MCCULLY, 1981). Para o estudo da
arquitetura foliar, as folhas foram diafanizadas de acordo com Fuchs (1963).

Para os testes histoquimicos foram realizadas secdes transversais do material
vegetal obtidas a méo livre em material embebido em determinados reagentes para

identificacdo de diferentes constituintes celulares, conforme descritos na quadro 1.

Quadro 1. Testes histoquimicos realizados em Aloysia gratissima.

Compostos alvo Reagente
Pectinas Vermelho de Rutenio (Johansen 1940)
Lipidios Totais Sudan IV (Johansen, 1940); Sudan Black (Pearse,
1980)

Mucilagens e Pectinas Azul de Toluidina (Feder e O’Brien, 1968)
Alcaloides Reagente de Wagner (Furr; Mahlberg, 1981)
Proteinas Comassie Blue (Fischer, 1968)

Polissacarideos PAS (McManus, 1948)




As analises e captura das imagens foram realizadas com microscopio 6tico
(Olympus CX31), com camera digital acoplada, e com estereomicroscopio (Digilab
DI-152T).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANATOMIA DA FOLHA

A andlise da arquitetura foliar de Aloysia gratissima mostra venacdes pinadas,
camptoédromas, broquidédromas, onde as nervuras secundarias terminam antes da
margem foliar e se unem em arcos (HICKEY, 1973) (Figura 3a, 3b), assim como
observado para Aloysia citrodora Palau por Gattuso et al. (2008). Em vista frontal, as
células epidérmicas da face adaxial mostram paredes anticlinais retas (Figura 4b, 4c),
caracteristica também descrita para A. citrodora (GATTUSO et al.,, 2008), e
apresentam tricomas tectores néo glandulares unicelulares do tipo gancho, cada um
resultante de cistélitos na base (Figura 4a - 4c). Na face abaxial, em vista frontal, é
possivel observar uma grande densidade de tricomas nao glandulares e glandulares.

Figura 3. Vista frontal da lamina foliar de Aloysia gratissima. A- vista do padréo de
nervacao em estereomicroscopio. B- representacdo esquematica do padrdo de
nervacgao.
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Figura 4. Vista frontal da face adaxial da lamina foliar de Aloysia gratissima. A-
distribuicdo dos tricomas em estereomicroscopio (seta). B- detalhe dos tricomas
ligados aos cistolitos em microscopio 6tico (diafanizacéo) e células epidérmicas com
paredes anticlinais retas (seta). C- representacdo esquematica do tricoma.

A andlise da epiderme foliar de A. gratissima revela, em corte transversal, duas
camadas de células epidérmicas, com cuticula estriada na parede pericinal externa
(Figura 5a, 5b). A presenca de cuticula estriada foi observada por Morcelle, Gattuso e
Apostolo (2012) para algumas espécies de Verbena L. Observou-se, ainda, um
espessamento da parede celular das células epidérmicas na borda foliar (Figura 5a,
5¢). O limbo das espécies de Verbenaceae pode variar de dorsiventral a isobilateral
(FAVORITO, 2009). O mesofilo de A. gratissima é dorsiventral (Figura 5d), assim
como observado por Pinto et al. (2007), e em outras espécies de Verbenaceae, como
Boulchea fluminensis (Vell.) Moldenke (MILANEZE-GUTIERRE; MELLO;
DELAPORTE, 2003), Aloysia citriodora (GATTUSO et al., 2008; LUCHIAN et al.,
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2018), Lantana camara L. e Lantana radula Sw. (PASSOS; MEIRA; BARBOSA, 2009).
Pode-se observar que o mesofilo apresenta 3-4 camadas de parénquima palicadico
na face adaxial e 3-4 camadas de parénquima esponjoso na face abaxial (Figura 5d),
assim como relatado para Verbena litoralis Kunth (MUNSIF et al., 2007).

Os estbmatos parecem estar restritos a face abaxial da epiderme, sendo a folha
classificada como hipoestomatica, e se encontram elevados em relacdo as demais
células epidérmicas (Figura 5e), caracteristicas também descritas para Aloysia
triphylla (L'Hér.) Britton (CALZADA-SANCHEZ et al., 2014), Aloysia citriodora
(GATTUSO et al., 2008) e Lantana fucata Lindl. (ALBA, 2016). Bonzani et al. (1997)
ainda verificou que A. gratissima apresenta estdmatos elevados por colunas
isodiameétricas, estruturas resultantes de invaginacdes epidérmicas que elevam
consideravelmente o0s estdbmatos sobre a superficie, e amplas camaras
subestomaticas, indicando uma possivel funcdo secretora. Caracteristicas néo
verificadas no presente estudo.

A posicao dos estdmatos normalmente esta relacionada ao ambiente, estdmatos
elevados ficam expostos as condicdes ambientais, aumentando a perda de agua
(APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2006), supondo, entdo, que
a planta vive sob otimas condi¢des hidricas. Porém analisou-se que os estdmatos
estdo protegidos por tricomas tectores ndo glandulares (Figura 5f), o que, segundo
Bonzani et al. (2003), representa uma forte caracteristica xerofitica, juntamente com
as folhas reduzidas e seu carater caducifolio.

Metcalfe e Chalk (1988) afirmam que os estdmatos da familia Verbenaceae
podem ser anomociticos, paraciticos, anisociticos e diaciticos. Neste trabalho néao foi
possivel dissociar a epiderme para a observacao do tipo de complexo estomatico
devido a densidade de tricomas tectores e glandulares presentes na face abaxial da

epiderme da folha.
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Figura 5. Cortes transversais da folha de Aloysia gratissima. A- células epidérmicas
da borda da folha com parede espessa e cuticula estriada (seta) (Sudan 1V). B-
cuticula estriada (seta) (Sudan 1V). C- borda foliar com espessamento de parede
celular epidérmica (PAS). D- mesofilo dorsiventral. E- estdmatos elevados. F-
estbmatos protegidos por tricomas. ep aba: face abaxial da epiderme; ep ada: face
adaxial da epiderme; pp: parénquima palicadico; pe: parénquima esponjoso; es:
estbmato; tec: tricoma tector ndo glandular.
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Na regido central da folha observa-se que o feixe vascular mediano é colateral e
proeminente na face abaxial, organizado em formato de arco aberto (Figura 6a). A
mesma organizacdo foi encontrada em outros representantes da familia, como em
Boulchea fluminensis (MILANEZE-GUTIERRE; MELLO; DELAPORTE, 2003), Lippia
alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson (VENTRELLA, 2000), Lantana camara e Lantana
radula (PASSOS; MEIRA; BARBOSA, 2009). Os feixes de menor calibre também
estdo voltados para a face abaxial (Figura 6b). A proeminéncia do feixe vascular
mediano em direcdo a face abaxial esta relacionada a presenca de colénquima do tipo
anelar nesta face, conforme também documentado por Arambarri et al. (2006) para A.
gratissima (Figura 6c).

Como ja relatado, na face adaxial da epiderme é possivel observar idioblastos
epidérmicos de carbonato de célcio, conhecidos como cistolitos (Figura 6d). Esses
cistélitos vém associados a tricomas gancho néo glandulares (Figura 6e, 6f; 4b, 4c),
gue, segundo Arambarri et al. (2006), € uma caracteristica diagnostica para Aloysia
gratissima, pois € um carater restrito a um limitado niumero de espécies e familias.
Alguns autores sugerem uma possivel relacdo entre os cistolitos e a fotossintese, o
gue pode interferir no fornecimento de CO2, ou que os cistolitos podem ser produtos
de um processo de desintoxicacao vegetal (SETOGUCHI; OKAZAKI; SUGA, 1989).
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Figura 6. Cortes transversais da folha de Aloysia gratissima. A- feixe vascular mediano
em formato de arco aberto (seta). B- feixes de menor calibre voltados para face abaxial
(seta). C- detalhe do feixe vascular mediano, evidenciando o colénquima anelar (seta).
D- detalhe do cistélito de carbonato de calcio. E,F- tricomas gancho associados aos
cistolitos. ep aba: face abaxial da epiderme; ep ada: face adaxial da epiderme; fx v:
feixe vascular; cis: cistolito; tric: tricoma gancho nao glandular.
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4.2 TRICOMAS

Os tricomas sdo apéndices epidérmicos muito variaveis quanto as formas e
funcbes (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2006). Sendo que a
caracterizacado micromorfolégica dos tricomas glandulares e algumas sustancias por
eles produzidas tém valor taxondmico importante para a correta identificacdo das
espécies (ASCENCAO, 2007). A presenca de tricomas néo glandulares e glandulares
€ comum na familia Verbenaceae (FAVORITO, 2009).

Aloysia gratissima apresenta tricomas tectores nao glandulares unicelulares que
se distribuem ao longo de toda a extensdo da face abaxial da epiderme (Figura 7a,
7b). Os tricomas séo levemente elevados e possuem parede celular verrucosa e apice
agudo (Figura 8a, 8b). Os mesmos tricomas foram encontrados por Bonzani et al.
(1997) em A. gratissima, que foram classificados como Tipo A, e por Santos (2003)
em Lippia alba. Diferentemente dos tricomas glandulares, considera-se que o0s
tricomas néo glandulares ndo participam da producao, estocagem e/ou liberacéo de
compostos quimicos com atividades biolégicas, sendo conhecidos pela sua funcao na
protecdo contra estresse abidtico ou bidtico (WERKER, 2000). Apesar disso Tozin,
Silva e Rodrigues (2016) detectaram, por testes histoquimicos, diferentes compostos
nos tricomas nao glandulares de espécies de Lamiaceae e Verbenaceae, alguns como
proteinas, alcaloides, lipidios e proteinas, o que evidencia também sua atividade no

processo secretor.

Figura 7. Vista frontal da lamina foliar de Aloysia gratissima. A- vista da face abaxial
da epiderme em estereomicroscopio exibindo a densidade de tricomas. B- vista da
face abaxial da epiderme em microscopio éptico (diafanizacéo).
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Em A. gratissima os tricomas glandulares estdo, de forma majoritaria,
distribuidos na face abaxial da epiderme, sua ocorréncia na face adaxial € de forma
isolada (Figura 8c). Sdo multicelulares e foram classificados em trés morfotipos de
acordo com o formato da célula apical. Tipo | com a célula apical com formato
trapezoidal (Figura 8d; 9a), Tipo Il com a célula apical com forma clavada (Figura 8e;
9b) e Tipo Il com a célula apical com forma globosa (Figura 8f; 9c). Os tricomas
glandulares do tipo Il de A. gratissima sdo compostos por uma célula basal, ao mesmo
nivel das demais células epidérmicas, uma célula do colar e a célula apical globosa
unicelular, que é secretora, e sdo similares aos tricomas do Tipo Il descrito por
Favorito (2009) para Lippia stachyoides, e aos do Tipo C descritos por Argyropoulou
et al. (2010) para Lippia citriodora. A mesma estrutura foi encontrada nos tricomas
glandulares trapezoidais e clavados, uma célula basal, constituindo parte da
epiderme, uma célula colar e a cabeca secretora unicelular em formato de trapézio ou
clava, ambos semelhantes aos encontrados em Aloysia citriodora por Gattuso et al.
(2008). Os tricomas do Tipo | também se assemelham aos tricomas glandulares
classificados como subsésseis por Abu-Asab e Cantino (1987) encontrados em
diversos representantes de Lamiaceae.

Metcalfe e Chalk (1988) afirmam que os tricomas glandulares da familia
Verbenaceae podem ser classificados em dois tipos, capitados ou peltados,
identificando o tricoma capitado como todo tricoma em que o pedicelo € maior que a
metade da altura da cabeca. Em tricomas peltados € observado uma haste curta e
cabeca multicelular em formato de disco (FAVORITO, 2009). Como nenhum dos
tricomas glandulares encontrados neste trabalho se enquadram em tais
caracteristicas, ndo se adotou este método de classificacao.

Ha também, nos tricomas glandulares, um amplo espaco subcuticular (8f), no
gual a secrecdo € acumulada. A eliminacédo dessa secrecdo pode ocorrer pela ruptura
da cuticula ou por meio de poros cuticulares (FAVORITO, 2009; ASCENCAO, 2007).
Acredita-se que a ruptura da cuticula possa ser um processo espontaneo, influenciado
pela pressao da secrecao, ou possa ter relacdo com fatores biéticos, como a presenca
de predadores, e abibticos, como temperatura e umidade (ASCENCAO et al., 1999).

Os tricomas glandulares estdo envolvidos com a secrecdo de diversas
substancias (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2006). Verificou-

se a presencga de algumas delas por meio dos testes histoquimicos.
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Figura 8. Tricomas glandulares e ndo glandulares da folha de Aloysia gratissima. A-
tricomas tectores nao glandulares (seta) em corte a méao livre sem coloragéo. B-
representacdo esquematica dos tricomas néo glandulares. C- ocorréncia isolada de
tricomas glandulares na face adaxial (seta) (Sudan IV). D- tricoma glandular do Tipo |
(seta) (PAS). E- tricoma glandular do Tipo Il (seta) (Azul de toluidina). F- tricoma
glandular do Tipo lll, espaco subcuticular (seta) (Comassie Blue). ep aba: face abaxial
da epiderme; cist: cistolito.

E ep aba 20pm
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Figura 9. Representacédo esquemaética dos diferentes tipos de tricomas glandulares
encontrados em Aloysia gratissima. A- Tipo |. B- Tipo Il. C- Tipo lll. ca: célula apical;
cc: célula do colar; cb: célula basal.
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4.3 TESTES HISTOQUIMICOS

O conhecimento sobre a composicdo quimica dos tecidos vegetais pode
anunciar o papel funcional das plantas (OLARANONT et al., 2018), e 0 método de
classificacio mais adequado para isso é o teste histoquimico (ASCENCAO, 2000),
gue tem como objetivo localizar in situ 0s principais constituintes quimicos presentes
no material vegetal (FIGUEIREDO et al., 2007). A identificacdo destes compostos
pode impulsionar futuros estudos sobre a sintese do composto ativo (HEINZMAN;
BARROS, 2007).

A producao e a secrecao de 0leos essenciais e resinas, gue sao constituidas de
polissacarideos, por tricomas glandulares é caracteristica de diversas familias, entre
elas, de Verbenaceae (ASCENCAO, 2000). Embora a familia tenha atraido atenc&o,
trabalhos relacionados a histoquimica séo limitados (ARGYROPOULOU et al., 2010).
N&o foram encontrados trabalhos em A. gratissima que identificaram a localiza¢ao dos
compostos bioativos no material vegetal.

Neste trabalho, foram realizados alguns testes histoquimicos e os resultados

estdo sumarizados no quadro 2.
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Quadro 2. Testes histoquimicos realizados em folhas de Aloysia gratissima. Sinal (+)
representa a presenca do metabdlito, sinal (-) representa a auséncia.

Presenca
Contetdo de tricomas .
Reagente Composto . ) Figuras
glandulares Outras regides/tecidos
Tipo | | Tipo Il | Tipo llI
Sudan IV Lipideos Totais + - + Cuticula 53, 5b,
8c, 10a
Sudan s .
Black Lipidios Totais - - + - 10b
Parede células das
células epidérmicas, dos
Vermelho Pectinas ) _ _ tricomas nao 10c,
de Ruténio glandulares e 10d
glandulares, e do
cistolito
Parede celular de
. células epidérmicas, dos
Comassie . . ~
Proteinas - - + tricomas nao 8f
Blue
glandulares e do
cistolito
AZU.I Qe Mucnagens € + - - Maioria das células 8e, 10e
Toluidina Pectinas
Reagente Alcaloides + - + - 10f, 11a
de Wagner
PAS Polissacarideos - - + Maioria das células 5¢c, 11b
neutros

Nos tricomas glandulares o produto secretado/armazenado localiza-se no
contetdo da célula apical (FIGUEIREDO et al., 2007). A coloracdo com Sudan IV
mostrou reacéo lipidica positiva nas células apicais do tricoma Tipo | (Figura 10a), do
tricoma Tipo Il (Figura 8c), e na cuticula (Figura 5a, 5b). Ja o Sudan Black reagiu com
a célula apical do tricoma Tipo Il (Figura 10b). Lipideos coram de azul negro com
Sudan Black e de vermelho/alaranjado com o Sudan IV (FIGUEIREDO et al., 2007).
Argyropoulou et al. (2010) também encontraram lipidios nos tricomas de Tipo C de
Lippia citriodora, e Favorito (2009) identificou um predominio de substancias lipidicas
no tricoma Tipo Il para Lippia stachyoides, ambas compara¢des que sdo semelhantes
ao tricoma Tipo lll deste trabalho. Favorito (2009) sugere que a producéo lipidica
ocorre na célula apical secretora, enquanto a producdo de proteinas e alcaloides
possa ocorrer na célula do colar.

Verificou-se reacdo do Vermelho de Ruténio com a parede celular da maioria
das células (Figura 10c, 10d), corando de rosa/vermelho pectinas vegetais. Com o

corante Comassie Blue, identifica-se a presenca de proteinas na parede celular da
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maioria das células, no contetudo da célula apical dos tricomas do Tipo lll e nos
tricomas tectores ndo glandulares (Figura 8f), acordando com o trabalho de Tozin,
Silva e Rodrigues (2016), onde os tricomas nédo glandulares possuem relagédo com o
processo secretor.

Também para a detec¢do de mucilagens e pectinas, utilizou-se o corante Azul
de Toluidina, que reagiu com a maioria das células vegetais. As paredes do xilema
ficaram coradas de azul-esverdeado, Idioblastos e a parede das células epidérmicas
coraram de rosa, 0 colénquima corou de vermelho-purpura, indicando a presenca
dessas substancias em grande parte dos tecidos do vegetal. Também houve reacéo
com o conteudo dos tricomas do Tipo | (Figura 10e).

Os alcaloides, unicos compostos do metabolismo secundario que foram
identificados nas folhas de A. gratissima por meio de testes histoquimicos, reagem
positivamente com o0 Reagente de Wagner, que sao corados de castanho-
avermelhado. Tal coloracdo foi evidenciada no conteddo dos tricomas do Tipo |
(Figura 10f) e Tipo Ill (Figura 11a). Favorito (2009) também identificou alcaloides nos
tricomas de L. stachyoides semelhantes ao Tipo lll, e sugeriu que esses compostos
podem estar envolvidos na defesa quimica da planta, pois sdo toxicos a muitos
herbivoros. Ainda, Argyropoulou et al. (2010) verificaram a presenca de alcaloides e
pectinas em tricomas de estrutura globosa, muito semelhantes também aos do Tipo
[l de A. gratissima. Produtos do metabolismo secundario foram encontrados em
estudos referentes ao extrato de A. gratissima, dentre eles, alguns compostos
alcaloides (SILVA et al., 2006; VANDRESEN et al., 2010; ZENI et al., 2013).

O PAS (Periodic Acid-Schiff) é considerado muito util na deteccdo de todo
material constituido por polissacarideos (FIGUEIREDO et al., 2007). Houve reacao
positiva do PAS para a parede celular da maioria das células. O reagente também
apresentou reacao positiva para o conteudo da célula apical secretora dos tricomas
do Tipo Il (Figura 11b).

Como Aloysia gratissima apresenta uma grande quantidade de tricomas
glandulares, € preciso que se realizem testes histoquimicos adicionais para comprovar
a composicdo quimica da secrecdo produzida/armazenada. Verificou-se que o0s
tricomas glandulares, principalmente os de Tipo Il, apresentam um contetdo que nao
foi possivel identificar com os testes histoquimicos realizados no presente estudo
(Figura 11c, 11d). Por falta de reagentes mais especificos ndo foi possivel realizar

uma identificacdo completa do contetdo do interior dos tricomas glandulares.
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Figura 10. Testes histoquimicos realizados em Aloysia gratissima; A- contetdo do
tricoma glandular Tipo | (seta) (Sudan 1V). B- contetdo do tricoma glandular Tipo Il
(seta) (Sudan Black). C- parede celular (Vermelho de Ruténio). D- parede celular de
cistolitos e células epidérmicas (Vermelho de Ruténio). E- conteldo de tricoma
glandular Tipo | (seta) (Azul de Toluidina). F- conteudo de tricoma glandular Tipo |
(seta) (Reagente de Wagner).
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Figura 11. Testes histoquimicos realizados em Aloysia gratissima. A- presenca de
alcaloide no conteudo do tricoma grandular Tipo Il (seta) (Reagente de Wagner). B-
Reacdo positiva para polissacarideos no contetdo da célula apical doricoma
glandular Tipo Il (seta) (PAS). C,D- Tricomas glandulares, contetudo ndo identificado
(seta) (cortes a méo livre sem coloracéo).

ep aba 20 um ep aba 20 ym
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste trabalho foi possivel caracterizar a anatomia de folhas de Aloysia
gratissima, além de informar sobre a constituicdo histoquimica das estruturas
analisadas, visto que sao escassos 0s estudos existentes. Por meio dos testes
histoquimicos realizados, verificou-se a presenca de Pectinas, Lipideos, Proteinas,
Polissacarideos e Alcaloides nas folhas da espécie.

Muitas das caracteristicas encontradas em Aloysia gratissima sdo comuns
aguelas descritas para a familia, como a presenca de numerosos tricomas glandulares
e ndo glandulares e um mesofilo dorsiventral. A partir das andlises anatdémicas
verificou-se caracteristicas diagnosticas para a espécie que Sao essenciais na sua
correta identificagcdo, como, por exemplo, a presenca de cistélitos associados a
tricomas.

Ainda, este estudo pode servir como base no controle de qualidade de eventuais
fitoterapicos que venham a ser desenvolvidos com a espécie, além de futuras
pesquisas relacionadas a producéo e manipulacao de substancias bioativas.

Como perspectivas futuras de continuacdo do trabalho para publicacéo,
necessita-se realizar testes histoquimicos mais especificos para elucidar com clareza
a natureza quimica dos compostos no interior dos tricomas glandulares. Além disso,
submeter amostras da folha de A. gratissima a analises de microscopia eletrénica de
varredura, para verificar a existéncia de outras estruturas que nao foram observadas

em microscopia optica.
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