FUNDACAO DO ENSINO SUPERIOR DE RIO VERDE - FESURV
UNIVERSIDADE DE RIO VERDE - UniRV
FACULDADE DE BIOLOGIA E QUIMICA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS - LICENCIATURA E BACHARELADO

ANATOMIA FOLIAR E HISTOQUIMICA DA ESPECIE Aristolochia cymbifera

MARIANE BORGES DORNELES
ORIENTADOR: PROF. Ms. HENRIQUE ANTONIO DE OLIVEIRA LOURENCO

Trabalho de concluséo de curso apresentado a
Faculdade de Biologia e Quimica da
Universidade Rio Verde - UniRV, como parte
das exigéncias para obtencdo do grau de

bacharel em Ciéncias Biol6gicas.

R10O VERDE - GO
2013



ANATOMIA FOLIAR E HISTOQUIMICA DA ESPECIE Aristolochia cymbifera

Mariane Borges Dornelest

Henrique Antdnio de Oliveira Lourengo?

RESUMO

Diversas espécies brasileiras apresentam potencial fitoterapico, entretanto necessitam de mais
estudos para uma melhor utilizacdo, especialmente no que se refere a anatomia e
histoquimica, considerados estudos preliminares para pesquisas mais detalhadas. Visando
conhecer melhor internamente os tecidos foliares de Aristolochia cymbifera e a existéncia de
estruturas de armazenamento de compostos, amostras de suas folhas foram caracterizadas
anatomicamente e histoquimicamente. A morfologia da folha de A. cymbifera apresentou
padrdes anatdbmicos semelhantes aos encontrados em Aristolochia birostris e Aristolochia
papilares, indicando similaridade com os padrdes descritos, para espécies da familia
Acanthaceae. Foi possivel verificar presenca de estruturas de armazenamento de algum tipo
de composto na epiderme adaxial e no mesofilo foliar entre os parénquimas palicadico e

lacunoso.
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INTRODUCAO

Devido ao aumento do interesse por produtos naturais, o uso de plantas medicinais
tornou-se amplo, entretanto muitas destas plantas ndo tém sido estudadas e devem ser melhor
avaliadas quanto a atividade fitoterdpica (DUARTE et al., 2006). O estudo de algumas
espécies vem ganhando muita importancia, pois, além de esclarecer diferentes aspectos
relativos aos casos de intoxicacbes e efeitos maléficos, permite investigar constituintes
quimicos capazes de exercer a agdo toxica, podendo ainda identificar substancias ativas para o
desenvolvimento de produtos farmacéuticos e inseticidas (VIEIRA et al., 2002). Estudos
mostram que entre cerca de 200.000 espécies vegetais presentes no Brasil, pelo menos 50%
pode ter alguma propriedade terapéutica, na prevencdo ou cura de alguma enfermidade.
Diversas pesquisas cientificas comprovam e podem confirmar as propriedades medicinais de
vérias espécies utilizadas popularmente (CARIBE e CAMPOS, 1991).

Cerca de 400 espécies compdem o género Aristolochia (CHAN et al., 1999). Destas,
mais de 60 espécies ocorrem nas regides sul e sudeste do Brasil, até a Bahia, sendo possivel
encontrar algumas de suas espécies na regidao Centro-Oeste em areas de cerrado, conhecida
popularmente como “jarrinha” e “patinho”, entre outros (LORENZZI et al., 2002). Muitas
delas sdo utilizadas na medicina tradicional, como um estomaquico, anti-inflamatério, anti-
asmatica e abortiferos, bem como um antidoto contra a picada de serpentes e contra diversos
tipos de céncer (LOPES et al., 2001). Entre os constituintes encontrados na familia
Aristolochiaceae destacam-se 0s terpendides, ligndides, flavonoides, acido-graxos e
compostos nitrogenados (PACHECO et al., 2009).

A Aristolochia cymbifera é uma liana herbacea de folhas simples, pecioladas e
glabras, com cerca de 15 cm de comprimento. Os ramos sdo finos e flexiveis, com caule
engrossado e casca fissurada. As flores sdo em forma de urnas, enquanto que os frutos séo
elipséides deiscentes, em forma de capsulas (LORENZI, MATOS e GOMES, 2002). O amplo
espectro de atividades farmacoldgicas desse género pode ser justificado pela grande
diversidade quimica (FRANCA et al., 2003). Por outro lado, o comércio de ervas medicinais
que tem em sua esséncia extratos de espécies do género Aristolochia é proibido em varios
paises, por conter entre suas propriedades efeito nefrotoxico, carcinogénico e mutagénico
(POON et al., 2007), que podem levar tanto a nefropatia progressiva quanto ao cancer
urotelial em humanos (MEINL et al., 2006).



A anatomia vegetal constitui-se em um instrumento de grande importancia, no
conhecimento prévio de uma espécie, onde além do aspecto descritivo anatdmico, pode
contribuir para a elucidacdo de informacdes relativas ao armazenamento e secrecdo de
metabolitos secundarios, através dos dados obtidos pelo estudo de estruturas secretoras
(PANIZZA et al., 1982 apud MARQUES, 2008). A caracterizacdo anatbmica, através da
anélise macroscépica (morfologia externa) e microscopica (anatomia interna) de 6rgéos, tais
como as folhas, por exemplo, pode contribuir nas informacfes taxondmicas da familia,
principalmente quando sdo poucas as informacdes sobre a espécie estudada. Nesse sentido
visando conhecer melhor a espécie A.cymbifera, o objetivo proposto é verificar a presenca e
localizagdo de diferentes tecidos, bem como a existéncia de estruturas com capacidade de

armazenamento ou excre(;éo de compostos.

2. METODOLOGIA

2.1 Coleta das amostras

Folhas de A. cymbifera foram coletadas de plantas nativas adultas, localizadas na
Fazenda Sdo Tomaz Rio do Peixe, no municipio de Rio Verde-GO, cujas coordenadas de
localizagdo sdo latitude (S) 17°57°56.1°° e longitude (O) 50°57°10.1”°, com altitude estimada
em 687 metros. Das trés plantas selecionadas foram coletadas 10 amostras foliares, com o
auxilio de tesoura de poda, para o devido estudo morfoldgico, de acordo com as metodologias
(JOHANSEN, 1940 e O’BRIEN et al., 1964), e histoquimicas de acordo com as metodologias
(JOHANSEN 1940 e O’BRIEN &McCULLY, 1981).

2.2 Caracterizagdo anatémica

O material foi fixado em FAAs, formaldeido e acido acético, por 48 horas, e
conservado em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). Posteriormente as folhas foram seccionadas
transversalmente, com espessura entre 10 e 15 pum, em microtomo LPC de mesa ou de
bancada para Anatomia Vegetal. Os cortes foram deixados em agua destilada por alguns
minutos, realizando-se a coloragdo com azul de astra 0,05% pH 4,0 (O’BRIEN et al., 1964),

sendo as imagens obtidas em microscépio modelo leica DM500.



Para o estudo da superficie foliar, amostras de 0,25 mm?2 do terco médio das folhas
foram submetidas a dissociacdo de epiderme com solu¢édo de Jeffrey (&cido nitrico 10%: acido
crémico 10%) (JOHANSEN, 1940) onde foram deixadas por 1 dia nesta solugédo, sendo apds
lavadas com &gua destilada, coradas com safranina e montadas em glicerina 50%, para serem

fotografadas.
2.3 Caracterizagdes Histoquimicas

Amostras de folhas frescas ndo incluidas foram seccionadas transversalmente em
microtomo LPC para Anatomia Vegetal e posteriormente submetidas aos testes histoquimicos

(Tabela 1).

Tabela 1 — Metodologias utilizadas para detectar as principais classes de metabdlitos em

amostras frescas.

Compostos Teste Aplicado Referéncias

Compostos fendlicos  Cloreto férrico (15 min.) Johansen, 1940

Compostos fendlicos Dicromato de potassio (15 min.) Gabe, 1968

Lignina Floroglucina acida (10 seg.) Johansen, 1940

Proteinas totais Xilidine Ponceau O’Brien and McCully, 1981
Amido Lugol (15 min.) Furr and Mahlberg, 1981
Lipideos totais Sudan IV (30 min.) Pearse, 1980

2.4 Registros de imagens

As imagens foram obtidas no microscopio de luz (modelo BX61, Olympus) com
sistema U-Photo, do Laboratorio de Anatomia Vegetal do Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagdo anatdémica de Aristolochia cymbifera



A morfologia da folha de A. cymbifera apresentou padrdes anatdmicos semelhantes
aos encontrados em Aristolochia birostris e Aristolochia papilares (MALHEIROS, 2012),
indicando similaridade com os padrdes descritos, para espécies da familia Acanthaceae
(METCALFE e CHALK,1950).

A folha possui estomatos apenas na face abaxial inferior caracterizando-a como
hipoestomaética e quando possui estdbmatos s6 na fase de baixo da folha e em vista frontal suas
células epidérmicas sdo poligonais e identificadas como angulos (Figura 1 B).

Em vista frontal, as células epidérmicas propriamente ditas da face adaxial superior
sdo sinuosas (Figura 1 A). Na face adaxial é possivel verificar a presenca de uma estrutura
similar a tricomas glandulares, o que pode indicar capacidade de armazenagem de algum tipo

de substancia/composto produzida pela planta.

Figura 1. Vista frontal da folha de Aristolochia cymbifera. Coloracdo Safranina.
A — face adaxial; B — face abaxial. Ep — epiderme; Et — estdbmatos.

A epiderme da folha de A. cymbifera em seccdo transversal, apresenta paredes pouco
sinuosas e uniestratificadas, sendo revestidas por uma cuticula delgada. As células
epidérmicas sdo em geral, maiores na superficie adaxial, e formadas por células de formato
irregular alongadas no sentido horizontal, em geral menores que as células do mesofilo. As
células da epiderme apresentam pouco espessamento nas paredes anticlinais. A nervura
central apresenta seccédo transversal plano-convexa e colénquima predominantemente angular,
em posicdo subepidérmica (Figura 2A).

O mesofilo é formado pelo parénquima pali¢adico distinto na face adaxial superior e
pelo parénquima lacunoso com células de formato e tamanho irregular e muitos espacos
intracelulares com uma camada de parénquima palicadico e trés ou mais camadas de

parénquima lacunoso, caracterizando-se como mesofilo dorsiventral (Figura 2B). Em



destaque entre os parénquimas observa-se a presenca de um ducto, possivelmente
representando um armazenador de compostos (Figura 2C).

Em aumento maior observa-se a nervura central formada pelo parénquima de
preenchimento e o floema em torno do xilema, apresentando forma irregular (Figura 2D). O
xilema apresenta-se em forma de um anel, sendo responsavel pela passagem de &gua e seiva
inorganica que e os nutrientes produzidos pela planta. (Figura 2E e 2F).



Figura 2. Corte transversal da folha de Aristolochia cymbifera. Colora¢do com
Azul de Astra. A-D; destaque da nervura central. B-C; destaque do mesofilo.
E-F; feixes vasculares. Ep-epiderme; Ad - axial;, Ab — abaxial; Cl —
colénquima; FlI — floema; X — xilema; Pf- parénquima fundamental; Pp —
parénguima palicadico; Pl — parénquima lacunoso.




3.2 Histoquimica da folha de Aristolochia cymbifera

A reacdo positiva com Floroglucinol demonstrou através da coloracdo arroxeada a
presenca de lignina, nos elementos dos tecidos vasculares (Figura 3 A).

Os testes histoquimicos com Dicromato de potéssio e Cloreto férrico Il revelaram a
distribuicdo de compostos fenolicos em algumas células epidérmicas (Figura 3 B-C).

Uma pequena quantidade de lipideos de reserva foi observada, através da reacao
positiva para Sudan IV, também na regido da cuticula (Figura 3 D). Por outro lado, uma
ampla distribuicdo de amido, foi evidenciada com o teste de Lugol, nas regides do
parénquima de preenchimento (Figura 3 E). Para os demais testes histoquimicos o resultado

foi negativo, portanto ndo houve presenca de proteinas.
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Figura 3. Testes histoquimicos em secgdes transversais da folha de
Aristolochia cymbifera . A; lignina (roxo). B; compostos fendlicos (castanho).
C; compostos fendlicos (enegrecidos). D; lipideos (vermelho). E; amidos
(parénquima de preenchimento).
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CONCLUSAO

Anatomicamente a espécie estudada A. cymbifera demonstrou caracteristicas como:
estdmatos apenas na face abaxial, com presenca de parénquima clorofiliano dorsiventral no
mesofilo, constituido por apenas uma camada de parénquima pali¢adico, seguido por camadas
de células do parénguima esponjoso. Histoquimicamente os testes que mais se destacaram
foram o Floroglucinol que revelou a presenca de lignina nos elementos de vasos. O lugol
evidenciou uma grande porc¢do de amido no parénquima de preenchimento e por fim o Sudan
IV indicando goticulas de lipidios na nervura central proximo a epiderme. Os resultados
obtidos no estudo anatdbmico contribuiram para despertar o interesse de novos estudos sobre a
espécie, bem como geraram informacdes que indicam a possibilidade de producédo de algum
composto pela espécie, evidenciados pela presenca de estruturas de armazenamento, como
tricomas glandulares na epiderme adaxial e ductos entre os parénquimas palicadico e

esponjoso.
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