Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy

Recebido 26 Agosto 2007; Aceito 5 Janeiro 2008 18(2): 287-294, Abr./Jun. 2008
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RESUMO: [ndigofera suffruticosa e Indigofera truxillensis sdo espécies de Leguminosae
que se destacam no género por suas propriedades farmacologicas. O objetivo deste trabalho
foi estabelecer um controle de qualidade morfologico para as matérias-primas vegetais obtidas
destas duas espécies, por meio de analises da superficie e organoléptica do po foliolar e estudos
anatomicos e histoquimicos dos foliolos, do caule e da raiz. A analise dos p6s mostrou que
a forma e ornamentacdo dos tricomas tectores sdo bons caracteres diagnosticos da matéria-
prima pulverizada com particulas maiores que 53 uM, e que o odor em I. suffruticosa é forte e
desagradavel, com sabor fracamente amargo ndo persistente e em /. truxillensis ¢ fraco e agradavel
e de sabor muito amargo e persistente. As espécies apresentaram estrutura anatdmica de foliolos,
entrends caulinares e raizes laterais muito semelhantes; exceto pela epiderme papilosa em ambas
as faces foliolares em I. truxillensis e apenas na face adaxial em /. suffruticosa. Compostos
fenolicos foram detectados nos foliolos e alcaldides foram detectados nos caules e nas raizes
(em maior quantidade nestas) de ambas as espécies. A presenca de alcaldides nas raizes de I.
suffruticosa e I. truxillensis é semelhante a observada em espécies de leguminosas ictiotoxicas
incluidas no “complexo timbo6”, cujas raizes sdo toxicas devido a presenca de rotendides.

Unitermos: /ndigofera, anatomia, controle de qualidade, histoquimica, folha, caule, raiz.

ABSTRACT: “Pharmacobotanical studies of wild indigo species (Indigofera suffruticosa and
Indigofera truxillensis, Leguminosae,) with pharmacological properties”. The Leguminosae
genus Indigofera has two important pharmacological species, Indigofera suffruticosa and I.
truxillensis. The present work aims to establish a morphological quality control for vegetal
drugs obtained from these two species through the analyses of surface and organoleptic features
in leaflet powder, and also through anatomical and histochemical studies in leaflet, shoot and
root. Powder analyses evidenced that shape and ornamentation of the simple trichomes are good
diagnostic characters for the sprayed drug, with particles bigger than 53 um; moreover, odor
was strong and awkward, with non-persistent, weakly bitter taste in /. suffruticosa, and weak
and pleasant, with more persistent, bitter taste in I. truxillensis. Similar anatomical structures
were found in leaflets, cauline internodes and lateral roots in both species, except for papillose
epidermic cells that occurred in both leaflet sides in /. truxillensis, and only on the adaxial side
in L. suffruticosa. Phenolic compounds were found in leaflets, and alkaloids in shoots and roots
(greater amount) of both studied species. The occurrence of alkaloids in roots of 1. suffruticosa
and 1. truxillensis seems to be similar to that observed in ichthyotoxic legume species that belong
to the so-called “timb6 complex”, whose roots are toxic due to rotenoids.

Keywords: Indigofera, anatomy, quality control, histochemistry, leaf, shoot, root.

INTRODUCAO ou subarbustivo, ereto e ramificado, atingindo até 2,5
m de altura (Moreira & Tozzi 1997), caracterizados por
folhas com foliolos numerosos, inflorescéncias menores

que as folhas e frutos numerosos desde a base do eixo

O género pantropical Indigofera L.
(Leguminosae, Papilionoideae, Indigofereae) ¢

constituido por cerca de 700 espécies, representadas
por plantas herbaceas e arbustivas. Dentre as varias
espécies de Indigofera, destacam-se I. suffruticosa
Mill. e I truxillensis Kunth. por sua distribui¢ao
ampla e propriedades medicinais. Representantes de /.
suffruticosaedel. truxillensis apresentam porte arbustivo
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da inflorescéncia (Bortoluzzi et al., 2003). 1. truxillensis
pode ser distinguida de I. suffruticosa por apresentar
frutos retos e foliolos com tricomas malpiguiaceos nas
duas faces (Moreira & Tozzi, 1997). I suffruticosa €
a espécie mais amplamente distribuida, ocorrendo em
quase todo o territorio brasileiro (Moreira & Tozzi 1997)
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e em outros paises da América, desde o sul dos Estados
Unidos até a Argentina, sendo aclimatada na Asia,
Africa e Australia (White, 1980). /. truxillensis ocorre
nos Estados de Minas Gerais (Bentham, 1859), Mato
Grosso do Sul e Sao Paulo (Moreira & Tozzi 1997),
além de ser encontrada em outros paises da América,
como Peru (Bentham, 1859) e desde o México até a
Bolivia (Burkart, 1942).

Os orgdos vegetativos de [ suffruticosa
apresentam valor medicinal (Vieira, 1992; Martins et al.,
2000), como antiespasmodico, sedativo, estomaquico,
emenagdgo e antidoto contra o mercdrio e o arsénio
(Martins et al., 2000). Sua raiz ¢ empregada ainda como
febrifuga, diurética, purgativa e insetifuga (Vieira, 1992).
Os orgdos vegetativos de I. truxillensis também possuem
propriedades medicinais, sendo muito utilizados pela
populagdo (Martins et al., 2000). Ambas espécies
apresentam importancia na agropecuaria (Tokarnia et
al., 2000) e na farmacologia (Bhalla & Dakwake, 1978;
Williams, 1981; Rao et al., 1984; Garcez et al., 1989;
Vieira, 1992).

Apesar de seu emprego como medicinais, estas
espécies apresentam toxicidade para animais. As partes
aéreas e as sementes de . suffruticosa foram consideradas
toxicas em experimentos com bovinos, resultando
em anemia hemolitica nos mesmos, além, de outras
patologias encontradas no figado e rim por intoxicagao
pelo consumo da planta (Barbosa Neto et al., 2001).
Ribeiro et al. (1991) encontraram efeitos hepatotoxicos
apods o consumo de pequena quantidade de extrato aquoso
do fruto de I suffruticosa por ratos, além de efeitos
citotoxicos apos o consumo de quantidades maiores.
As partes vegetativas de /. truxillensis também foram
consideradas toxicas em experimentos com bovinos,
resultando em taquicardia, anorexia e edema pulmonar
(Tokarnia et al., 2000). A ingestdo de folhas e frutos de
I truxillensis resultou em alteragdes histopatologicas
em ovinos (Carvalho et al., 1990). Estudos fitoquimicos
destas espécies detectaram a presenga de substincias
toxicas como o nitropropanoil-glicopiranosideo (Garcez
et al, 1989), e o alcaldide denominado indospicina
(Tokarnia et al,, 2000), sem, contudo, relacionarem
as substincias encontradas as partes da planta que
ocasionaram disturbios aos animais.

Indigofera suffruticosa ja & bastante utilizada
pela populagdo por suas propriedades medicinais
(Bhaskr et al., 1982; Leite et al., 2003; Agra et al.,
2007) e, portanto, comeca a despertar o interesse de
pesquisadores da fitoterapia. O desenvolvimento de
fitoterapicos € controlado a partir de uma identificagdo
segura do material vegetal utilizado. A Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, por meio da resolugdo RDC 17,
de 24/fevereiro/2000, estabeleceu que a solicitagdo do
registro de um produto fitoterapico s6 ocorre mediante
a identificagdo oficial da planta que compoe a matéria
prima do produto, bem como de um laudo de analise
macro ¢ microscopica do orgdo vegetal utilizado,
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emitido por profissional habilitado (Anvisa, 2000).
Desta forma, o controle de qualidade para espécies
vegetais medicinais ¢ de extrema importancia (Bonati,
1973; Marques et al., 2007; Ferrante et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer
um controle de qualidade para as drogas vegetais
provenientes de . suffruticosa e I. truxillensis por meio
da analise do p6 foliolar ¢ da anatomia ¢ histoquimica
dos foliolos, do caule e da raiz, pois segundo Bhalla &
Dakwake (1978), Williams (1981), Rao et al. (1984),
Garcez et al. (1989) e Vieira (1992), estas s@o as partes
vegetais que apresentam interesse farmacoldgico nestas
espécies.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados exames de superficie e
organoléptico do pd foliolar e estudos anatémicos e
histoquimicos de foliolos completamente expandidos
(regido da nervura central e mesofilo), entrends
caulinares (regido do 3° entrend) e raizes secundarias. Os
materiais foram coletados de pelo menos dois individuos
de cada espécie, cultivadas na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP, Ribeirdo Preto,
SP. O material testemunho encontra-se no herbario da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto (SPFR) sob os niimeros 07923 e 07924 para I
suffruticosa e 07922 para I. truxillensis.

A analise do po6 foi realizada a partir da coleta e
selegdo manual de 3,15 g e 5,48 g de foliolos frescos
de I suffruticosa e I. truxillensis, respectivamente. Os
materiais foram estabilizados em estufa de ar circulante
a temperatura de 40 °C, seguido de trituragdo manual e
passagem em um sistema composto por trés tamises com
malhas de 200, 270 e 325 meshes, os quais representam
respectivamente 75 uM, 53 uM e 45 uM (Brito, 2004).

Para o exame em microscopia eletronica
de varredura, o po foliolar foi dividido em frascos
segundo os tamanhos obtidos dos tamises para cada
espécie, montado em suportes metalicos, colado
sobre fita adesiva de Carbono, coberto com Ouro em
um metalizador Balzers SCD 050 e analisado em um
Microscopio Eletronico de Varredura JEOL JSM 5200
em 10 kv. As fotomicrografias foram obtidas em uma
camera Sinar 67.

Os testes histoquimicos foram realizados em
materiais fixados em solucdo de Karnovsky em tampao
fosfato 0,075 M (pH 7,2-7,4) por 24 h (Karnovsky,
1965), lavados em tampao fosfato 0,075 M (pH 7,2-7,4),
desidratados em série alcool-xildlica, incluidos em
parafina ¢ seccionados (8 a 14 uM de espessura) em
microtomo rotativo. Os cortes foram submetidos a
reacdo com Azul brilhante de Comassie para proteinas
(Fisher, 1968), Sudan Black B para substancias
lipofilicas (Jensen, 1962), Reagente de Wagner para
alcaldoides (Furr & Mahlberg, 1981), Cloreto férrico
para compostos fendlicos (Johansen, 1940), Reagente
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de PAS para polissacarideos (O’Brien & McCully,
1981), e montados em resina sintética para a confec¢do
de laminas permanentes. As fotomicrografias foram
obtidas em fotomicroscopio Leica DM 4500 ¢ as escalas
obtidas nas mesmas condi¢des opticas.

RESULTADOS
Anailise do p6 foliolar

O pé de I suffruticosa € fino, de cor verde-escuro,
cheiro forte e desagradavel, com sabor fracamente
amargo ndo persistente. 1. truxillensis apresenta pé fino,
de cor verde-escuro, cheiro fraco e agradavel e de sabor
muito amargo e persistente.

A anilise em MEV das particulas dos foliolos
pulverizados, correspondentes a 75 ¢ 53 uM, em ambas as
espécies, mostra tricomas tectores bifurcados, inseridos
na epiderme pelo centro, retos, inteiros, ornamentados,
além de depositos de cera em flocos (Figuras 1-4). Ja nas
particulas com 45 uM, foram observados flocos de cera
¢ poucos tricomas tectores, em sua maioria, quebrados
(Figuras 5 e 6).

Anatomia

Alamina foliolardeambas as espécies € constituida
por epiderme unisseriada com células retangulares,
mesofilo dorsiventral com parénquima paravenal e
feixes vasculares colaterais. /. truxillensis distingue-se
de I suffruticosa por apresentar células epidérmicas
papilosas em ambas as superficies foliolares (Figuras 8
e 17). A nervura central (Figuras 7 e 16) ¢ constituida
por trés a quatro camadas de colénquima ¢ pelo feixe
vascular colateral. Na periferia do tecido floematico, em
I suffruticosa, foram observadas células grandes, com
paredes pecto-celulésicas (Figura 7).

O caule utilizado como droga vegetal encontra-se
em inicio de estrutura secundaria em ambas as espécies.
Apresenta, da regido externa para a interna, epiderme
unisseriada, revestida por fina cuticula; quatro a cinco
camadas de células colenquimaticas subepidérmicas;
varias camadas de células parenquimaticas contendo
cloroplastos;  endoderme  unisseriada  contendo
substancias fendlicas; cilindro vascular constituido
por uma camada periciclica, elementos floematicos,
elementos xilematicos e medula parenquimatica
(Figuras 9, 10, 18 e 19). Cristais prismaticos ocorrem
na regido do floema. A faixa cambial € observada nos
feixes vasculares e na regido interfascicular.

As raizes laterais de ambas as espécies, utilizadas
como droga vegetal, encontram-se em estrutura
secundaria. Apresentam periderme constituida por trés
camadas de suber, felogénio e feloderme unisseriados;
duas a trés camadas de células parenquimaticas,
provavelmente restantes do cortex (Figura 14);
cilindro vascular com elementos floematicos externos

aos xilematicos, sendo o periciclo parenquimatico
e unisseriado. Os raios parenquimaticos do xilema
e floema secundarios apresentam 2-3 séries; células
parenquimaticas e fibras sdo observadas acompanhando
os vasos agrupados, raramente isolados (Figuras 11-13,
22 e 23). Fibras derivadas dos elementos do floema
primario sdo observadas na regido externa ao floema
secundario.

Histoquimica

O foliolo de ambas as espécies apresenta graos
protéicos e compostos fenolicos nas células dos
parénquimas palicadico e lacunoso (Figuras 7, 8, 16
e 17), sendo que o teste para proteinas apresenta-se
fortemente positivo em /. suffruticosa. Em I. truxillensis,
os compostos fendlicos também ocorrem no parénquima
paravenal (Figura 17). Gréos de amido sdo encontrados
em pequena quantidade nos parénquimas paligadico
e lacunoso. Substancias lipofilicas e alcaloides estdo
ausentes (Tabela 1).

O caule de ambas as espécies apresenta graos
protéicos nas células da medula e do periciclo (Figuras
10 e 18). O resultado para compostos fenolicos mostra-
se fortemente positivo para as células da endoderme
(Figuras 9 e 19) e para algumas células da medula. Em
L truxillensis também ocorrem compostos fenolicos nos
elementos de vasos do sistema vascular (Figura 20).
Alcaldides sdo encontrados na endoderme em pequenas
quantidades, associados aos compostos fendlicos.
A parede das células do floema e do cortex, em
ambas as espécies, ¢ PAS-positiva. Em I. truxillensis,
polissacarideos sdo observados nas células do xilema
(Figura 21). Substancias lipofilicas ndo sdo observadas
(Tabela 1).

Nas raizes, graos protéicos ocorrem nas células do
parénquima radial e vasicéntrico (Figura 11) e do suber
em ambas as espécies; em . suffruticosa também sido
observados nas células do cortex. Os alcaloides ocorrem
em grande quantidade nas células do parénquima radial
e vasicéntrico (Figuras 12 e 22), dos elementos restantes
do floema primario e do cortex em ambas as espécies.
Graos de amido ocorrem nas células dos parénquimas
radial e vasicéntrico (Figuras 13 e 23) e¢ do cortex.
Gotas de oleo sdo evidenciadas em grande quantidade
nas células do stiber das duas espécies (Figuras 14 e 24)
e do parénquima vasicéntrico em /. suffruticosa (Figura
15). Compostos fendlicos sdo ausentes (Tabela 1).

DISCUSSAO

A andlise morfologica dos pos foliolares de
L suffruticosa e I truxillensis mostrou que a forma e
ornamentacdo dos tricomas tectores constituem bons
caracteres para a diagnose da matéria-prima pulverizada
“anileira”, desde que as particulas ndo sejam menores
que 53 puM. Cabe ressaltar que os tricomas de I
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Figuras 1-6. Eletromicrografias (MEV) dos foliolos pulverizados de Indigofera suffruticosa e 1. truxillensis. 1. Particulas de .
suffruticosa com 75 uM. 2. Particulas de . suffruticosa com 53 uM. 3. Particulas de 1. truxillensis com 75 pM. 4. Particulas de
L truxillensis com 53 uM. 5. Particulas de I suffruticosa com 45 pM. 6. Particulas de /. truxillensis com 45 uM. Escalas = 10

uM.
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Figuras 7-15. Fotomicrografias de cortes transversais do foliolo, do caule e da raiz de I. suffiuticosa. 7. Foliolo, no qual se
observa a presenca de substancias protéicas (em azul) nas células dos parénquimas palicadico e lacunoso. 8. Foliolo, mostrando
compostos fendlicos (em negro) nas células dos parénquimas pali¢adico e lacunoso. 9. Caule, mostrando compostos fenolicos
(em negro) nas células da endoderme e da medula. 10. Caule, evidenciando substancias protéicas (em azul) nas células da medula
e do periciclo (*). 11. Raiz, evidenciando substancias protéicas (em azul) nas células dos parénquimas radial e vasicéntrico. 12.
Raiz, mostrando alcaldides (em marrom) nas células dos parénquimas radial e vasicéntrico. 13. Raiz, mostrando graos de amido
(em rosa) nas células dos parénquimas radial e vasicéntrico. 14. Raiz, mostrando gotas de dleo (em azul) nas células do suber
e cristais prismaticos. 15. Raiz, mostrando gotas de 6leo (em azul) nas células do parénquima vasicéntrico. pl - parénquima
lacunoso; pp - parénquima pali¢adico; ppr - parénquima paravenal; m - medula; p - periciclo. Escalas: figs. 7, 8,14 =30 uM; fig.
9 =100 puM; figs 10-13 = 50 uM; fig. 15 =25 uM.
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Figuras 16-24. Fotomicrografias de cortes transversais do foliolo, do caule e da raiz de I truxillensis. 16. Foliolo, mostrando
grios protéicos (em azul) nas células dos parénquimas paligadico e lacunoso. 17. Foliolo, mostrando compostos fenélicos (em
negro) em algumas células dos parénquimas pali¢adico, lacunoso e paravenal. 18. Caule, evidenciando substincias protéicas
(em azul) nas células da medula e do periciclo. 19. Caule, mostrando compostos fenolicos (em negro) nas células da endoderme
e da medula. 20. Caule, mostrando compostos fenolicos nas células do sistema vascular. 21. Caule, mostrando grdos de amido
(em rosa) nas células do sistema vascular (*). 22. Raiz com células dos parénquimas radial e vasicéntrico contendo alcaldides
(marrom). 23. Raiz, mostrando células dos parénquimas radial e vasicéntrico PAS-positivas. 24. Raiz, mostrando gotas de 6leo
(em azul) nas células do suber. pl - parénquima lacunoso; pp - parénquima paligadico; ppr - parénquima paravenal; m - medula.
Escalas: figs. 16, 17, 21-24 =30 uM; fig. 20 = 15 pM; figs. 18, 19 =100 pM.
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Tabela 1. Testes histoquimicos realizados nos foliolos, nos entrends caulinares e nas raizes laterais de Indigofera suffruticosa e I.
truxillensis. Simbolos: + indica fracamente positivo; ++, positivo; +++, fortemente positivo e -, negativo.

1 suffruticosa

1 truxillensis

Substancias

Folha Caule Raiz Folha Caule Raiz
Proteinas +++ ++ + ++ ++ ++
Lipidios - - A+ _ _ T+
Alcaloides - + +++ - + +++
Compostos Fenolicos ++ +++ - ++ +++ -
Polissacarideos + + ++ + ++ ++

suffruticosa sdo levemente curvos se comparados aos de
1. truxillensis (comparar Figura 1 a 3). Tricomas tectores
bifurcados sdo caracteristicos do género Indigofera,
utilizados inclusive em chaves taxondmicas por Moreira
& Tozzi (1997). A analise organoléptica também permitiu
separar o po6 das duas espécies: o odor em /. suffruticosa
¢ forte e desagradavel, com sabor fracamente amargo,
ndo persistente, e em /. truxillensis é fraco e agradavel
e de sabor muito amargo e persistente. Visto que a
maioria das espécies de Indigofera é considerada toxica
(Kissmann & Groth, 1999), a diagnose correta das
partes utilizadas como medicinais em /. suffruticosa
pode evitar problemas de intoxicagdo na populacdo e
em animais.

A irritagdo quimica provocada em bovinos pela
ingestdo de caule e folhas de 1. suffruticosa (Barbosa
Neto et al., 2001) e de /. truxillensis (Tokarnia et al.,
2000) pode estar relacionada a presenca de compostos
fendlicos e proteinas, pois idioblastos cristaliferos e
alcaloides foram observados em pequena quantidade
nestes orgaos aqui estudados. Espécies toxicas, para as
quais tém sido relatados acidentes por ingestao da planta
por criangas ¢ animais domésticos (Oliveira et al., 2003),
apresentam grande quantidade de rafides e drusas, além
de alcaloides presentes no latex da folha e do caule,
como em Dieffenbackia picta (Araceae) (Ferreira et al.,
2006). Em relacdo as proteinas, representantes da familia
Leguminosae sdo bastante conhecidos pela presenca de
proteinas toxicas. Os géneros Abrus e Phaseolus, por
exemplo, possuem abrina, fasina e robina, proteinas
responsaveis por causarem efeitos citotoxicos (Kissmann
& Groth, 1999). Entretanto, estes mesmos compostos
fenolicos e proteinas, em doses e forma de utilizagdo
corretas, podem apresentar propriedades medicinais em
L suffruticosa (Lorenzi & Abreu-Matos, 2002).

A raiz de I suffruticosa e I. truxillensis, apesar
de ndo ter sido relatada na literatura como toxica
para humanos e animais, apresentou uma grande
quantidade de alcalodides, substancias conhecidas por
suas propriedades alucindgenas, sendo extensamente
estudadas em Nicotiana tabacum (Solanaceae) (Raven
et al., 2001) e Cannabis sativa (Cannabaceae) (Furr &
Mabhlberg, 1981). Os alcaloides de Nicotiana tabacum
sdo produzidos nas raizes e entdo transportados para
a folha (Raven et al., 2001). J& em Cannabis sativa,
os alcaloides foram detectados apenas nos laticiferos
de orgdos aéreos (Furr & Mahlberg, 1981). Em
Leguminosae, varias espécies s@o conhecidas pela

presenca de substancias toxicas nas raizes, como
aquelas incluidas no “complexo timbd”, consideradas
ictiotoxicas devido a presenga de rotendides (Tozzi,
1998) e flavonoides (Garcez et al., 1988). Muitas das
espécies deste complexo ja sdo utilizadas na pecuaria
e na farmacologia. Como exemplos tém-se Dahlstedtia
pentaphylla, conhecida como falso-timbd, cujo extrato da
raiz mostrou-se eficiente como bactericida para bovinos
(Pereira & Famadas, 2004), ¢ Glycyrrhiza glabra, cujos
flavonoides das raizes sdo empregados como béquico,
expectorante e emoliente (Oliveira et al., 1998).

A presenca de compostos fendlicos, alcaloides
e substancias lipidicas e protéicas, observada em /.
suffruticosa e I truxillensis, ndo esta associada a
estruturas especializadas na produgdo e secrecdo de
metabolitos secundarios (estruturas secretoras), e sim
a células ndo especializadas nesta fun¢do, como as
parenquimaticas. Estruturas secretoras, como idioblatos
e tricomas secretores, t€ém sido comumente observadas
em outras espécies brasileiras de Indigofera (F. S.
Marquiafavel, dados ndo publicados).

A ocorréncia de alcaldoides € um carater
quimiotaxonémico na subfamilia Papilionoideae. Ha
relatos de varios tipos de alcaldides quinolizidinicos,
dipepiridinicos e pirrolizidinicos, muitos destes ja
isolados e identificados em aproximadamente 60 géneros
desta subfamilia (Kinghorn & Smolenski, 1981). Para
um género tao especioso como Indigofera (Polhill et al.,
1981), estudos fitoquimicos futuros seriam de grande
contribuig@o para a delimitacdo taxondmica de espécies
e para o estabelecimento de filogenias do grupo.
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