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RESUMO: Para a implantacéo de rigorosos padrdes de controle de qualidade das drogas vegetais,
além da deteccao dos principios ativos e das metodologias classicas de microscopia, deve-se também
considerar as alteragcdes morfo-anatémicas ocasionadas pelo ambiente, especialmente quando a
droga constitui-se de folhas. Neste estudo, foram analisadas as folhas de Bouchea fluminensis
cultivadas em pleno sol ou na sombra. As folhas "de sol" sdo menores do que as "de sombra", com
limbo mais ondulado e mais coriaceas ao tato. A analise anatémica revelou espessa cuticula estriada,
estdmatos anomociticos em ambas faces, embora raros na face adaxial das folhas de "sombra". Dois
tipos de tricomas foram observados, sendo um tector simples com paredes ornamentadas e outro
glandular, assim como feixes vasculares colaterais sem tecidos esclerificados, estando os menores
envoltos por bainha de células néo esclerificadas. A espessura média do mesofilo das folhas "de sol",
bem como a altura das células do parénquima palicadico sdo significativamente maiores do que nas
folhas "de sombra" o que permite diferencia-las facilmente. A ndo observancia de alteracdes
fotomorfogénicas, nas diversas espécies vegetais utilizadas na forma de droga, pode ocasionar falhas
ou duvidas na identificacdo das mesmas.

Unitermos: Bouchea fluminensis; \lerbenaceae; morfo-anatomia; controle de qualidade.

ABSTRACT: The effect of light intensity on morpho-anatomy of leaves of Bouchea fluminensis
(Vell.) Mold. (Verbenaceae) and their importance on the plant drug control quality. In order to
establish rigorous quality control standards for plant drugs, in addition to active substances detection
and use of classical microscopical methods, the morpho-anatomical changes caused by the environment
must be considered, specially when the plant drug are leaves. In this study, leaves of Bouchea fluminensis
cultivated in full sun or in shade were analyzed. Sun leaves are smaller than shade leaves, and their
blades are more undulating and leathery to the touch. Anatomical analysis revealed a thick striated
cuticle with anomocytic stomates on both faces, although few stomates were present on the adaxial
face of shade leaves. Two types of hair were observed, one is a simple tector with ornamented walls,
and the other is glandular, as well as collateral vascular sheafs without sclerified tissues, the smaller
ones surrounded by a sheath of unsclerified cells. The mean thickness of the mesophyll and the height
of the palisade parenchyma cells of sun leaves are significantly higher than in shade leaves, which
allows them to be easily distinguished. Failure to observe these photomorphogenic changes in plant
species may give misleading results in the identification of plant drugs.

Key words: Bouchea fluminensis; VVerbenaceae; morpho-anatomy; quality control.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas ha séculos para suprir, muitas vezes, as
necessidades de assisténcia médica primaria da populacdo. Nas ultimas décadas, o aumento do
consumo dessas espécies se deve a fatores, tanto econémicos quanto a procura de uma medicina
alternativa. Nota-se, com isto, o incremento e a diversificacdo dos estudos relacionados com tais
plantas. Entretanto, aspectos relevantes e basicos, como a correta identificacdo das espécies e a
disponibilidade de descricées morfo-anatémicas, ainda, sao barreiras no controle de adulteragcées
de diversas drogas vegetais, comprometendo a qualidade das mesmas. Dessa maneira, toda a
cadeia produtiva fica comprometida, caso a realizacdo do controle de qualidade ndo siga um
rigoroso padrao de analise. Esses fatos tém contribuido para a ma qualidade das drogas vegetais,
com consequiente prejuizo para os medicamentos fitoterapicos com elas produzidos.

Nesse contexto, a identificacdo de fragmentos vegetais secos, muitas vezes na forma
rasurada ou de pods, € uma tarefa indispensavel aqueles que buscam obter produtos de boa
qualidade. Os aspectos morfo-anatdémicos dos érgaos e a identificacao dos tecidos (parénquimas,
colénquimas e tecidos condutores) ou de células caracteristicas da espécie-alvo (idioblastos,
tricomas, esclereideos) subsidiam tanto a qualidade como a autenticidade da droga vegetal.

Na literatura botanica basica, tais como Esau (1965), Cutter (1986) e Raven et al. (2001)
encontram-se descricbes de alteragcdes morfo-anatémicas foliares, ocasionadas por fatores
ambientais, como a intensidade luminosa que sobre elas incide. Segundo Raven et al. (2001), a luz
pode promover efeitos substanciais no desenvolvimento, no tamanho e na espessura das folhas.
Em geral, as folhas que se desenvolvem sob alta intensidade luminosa, denominadas folhas "de
sol", sdo menores e mais espessas do que aquelas que permanecem sob baixa intensidade, as
folhas "de sombra". Este padrao de alteragéo pode variar entre as espécies, podendo ser expressivo
nas folhas de Chenopodium album L. (YANO; TERASHIMA, 2001) ou néo ser estatisticamente
significativo, como nas folhas de soja [Glycine max (L.) Merr.] (SERT, 1992). Por outro lado, Dengler
(1980) observou que as folhas "de sol" de girassol (Helianthus annuus L.) sdo maiores e menos
espessas do que aquelas que se desenvolveram em locais sombreados.

A espécie vegetal, objeto de estudo deste trabalho, Bouchea fluminensis (Vell.) Mold. € um
subarbusto lenhoso, popularmente conhecido no norte do Parana, como "gervao-falso" ou "falso-
gervao". Pio Corréa (1984) também cita as sinonimias populares: "gervao-da-folha-grande", em
Sao Paulo, e "gervao-da-folha-larga", em Minas Gerais. A denominagéo popular "gervao" € usada
para outras espécies da familia Verbenaceae, conhecidas em toda a extensao territorial brasileira,
resultando deste fato, a grande confuséo observada em sua sinonimia cientifica e, consequentemente,
na identificacéo botanica de algumas espécies (COSTA, 1960). Sao sinonimias de B. fluminensis:
Bouchea pseudogervao (A. St-Hil.) Cham., Verbena fluminensis Vell., Verbena pseudogervao A. St.
Hil. e Verbena seudogervao A. St. Hil. (MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2003).

Na medicina popular, as folhas e os caules de B. fluminensis sao utilizados como antiemético
e estimulante do aparelho digestivo (PIO CORREA, 1984). Estudos farmacolégicos comprovaram
a atividade antiinflamatéria de extratos de folhas (DELAPORTE et al., 2001, 2002). Do ponto de
vista quimico, varios iridoides ja foram isolados desta espécie, como lamiideo, lamiidosideo e
durantosideo Il (SCHUQUEL et al., 1998).

No entanto, estudos morfolégicos ou anatémicos deste género sao raros, inclusive aqueles
que envolvem as alteracdes provocadas pelos fatores ambientais. Visto que as folhas de Bouchea
fluminensis (Vell.) Mold. mostram-se suscetiveis as variagdes da intensidade luminosa sob as
quais se desenvolvem, sendo visualmente distintas, faz-se necessaria a caracterizagdo morfo-
anatdmica das mesmas, objetivando a identificacao correta desta espécie medicinal e auxiliando
no controle de qualidade da droga vegetal.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O material botanico (Figura 1A) foi coletado no Horto de Plantas Medicinais da Universidade
Paranaense (UNIPAR) e identificado pela Dra. Fatima Regina Salimena-Pires. A exsicata encontra-
se depositada no Herbario da Universidade Federal de Juiz de Fora (MG) com o numero CESJ
30113.

Analise anatOmica

As seccdes anatdmicas, a mao livre, foram preparadas com folhas maduras (quarto e
quinto noés) coletadas dos ramos superiores, expostos ao sol pleno (folhas "de sol"), e dos ramos
que se desenvolveram sombreados pelos demais (folhas "de sombra"). Os cortes foram corados
com azul de astra e safranina (solugdes aquosas a 1%) (KRAUS; ARDUIN, 1997).

Para a avaliagdo da espessura foliar total e do parénquima paligadico foram utilizadas dez
folhas (coletadas de diversos exemplares) de cada intensidade luminosa, e destas preparadas
cinco cortes de cada porgao (apice, meio, bordo e base), totalizando 50 réplicas. As medidas
foram obtidas com ocular milimetrada acoplada ao microscopio éptico.

Para as contagens dos estématos e tricomas foram preparadas cinco réplicas da por¢cao
mediana, de ambas as faces e de cada tipo de folha, através da técnica de decalque, utilizando
cola instantanea. Foram analisados 10 campos de 1 mm? por réplica, totalizando 50 contagens.
Esta técnica é de aplicagdo simples e rapida, e compreende em recortar quadrados de
aproximadamente 1 cm de lado, da por¢ao do limbo foliar a ser analisada. Apos limpeza das
laminas com etanol ou éter, pinga-se uma pequena gota de cola instantanea sobre a mesma.
Imediatamente, coloca-se sobre a cola uma das por¢des recortadas do limbo. Com auxilio de
papel absorvente faz-se leve pressdo sobre o material vegetal, o qual, apds alguns minutos, &
retirado, estando a impressao da epiderme foliar pronta para ser analisada ao microscépio éptico.

As areas foliares foram obtidas de acordo com a metodologia proposta por Jord&o et al.,
(1988), tendo sido avaliadas 50 folhas de cada intensidade luminosa, as quais foram contornadas
com fino traco de lapis sobre papel tipo sulfite com gramatura 90 e, a seguir, recortadas e pesadas
em balanca analitica. Os pesos obtidos foram comparados com aquele de uma area de 25 cm? do
papel acima citado.

As analises estatisticas foram realizadas através do programa SAS (STATISTICAL
ANALYSIS SYSTEM, 1996) verséo 6.12, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas de Bouchea fluminensis sao simples, opostas cruzadas, ovaladas de apice agudo,
base decurrente, bordo dentado e ligeiramente pilosas em ambas as faces. Quando frescas, as
folhas "de sol" e as "de sombra" podem ser facilmente diferenciadas através de suas texturas,
sendo as primeiras mais coriaceas e com limbo mais ondulado do que as "de sombra" (Figura 1B
e 1C). As areas foliares mostraram-se estatisticamente distintas entre as folhas "de sol", cuja area
média é de 17 cm?, e as "de sombra", com area média de 27 cm?. Em ambos os tipos de folha, o
peciolo mostra-se canaliculado, embora distintos quanto ao comprimento médio, tendo os das
folhas "de sol" 1,25 cm, e as "de sombra" 2,3 cm.
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Figura 1. Bouchea fluminensis (Vell.) Mold. (Verbenaceae). (A) Aspecto geral do ramo florido; (B)
folha “de sol”; (C) folha “de sombra”.

A epiderme foliar de B. fluminensis € unisseriada e recoberta por espessa cuticula
estriada. Em ambas as faces e condi¢des de luminosidade, as células apresentam formatos
irregulares, por vezes alongadas periclinalmente, mas sempre com paredes com expressivas
sinuosidades (Figuras 2A e 2B), muito semelhantes as de Clerodendrum splendens G. Don,
Stachytarpheta jamaicensis (L.) Vahl e Citharexylum subserratum Sw., analisadas por Inamdar
(1969).

A folha é anfiestomatica, com estdbmatos, na maioria das vezes, do tipo anomocitico,
ocorrendo com relativa freqUéncia, também os do tipo diacitico. De acordo com Metcalfe e
Chalk (1972), a presenca de estdbmatos em ambas as faces caracteriza algumas espécies de
Verbenaceae, como Amasonia, Casselia, Baillonia e muitas espécies de Bouchea, sendo
comuns, nestas, os tipos paracitico e diacitico. Na maioria das espécies de Verbenaceae,
analisadas por Inamdar (1969), e nas duas espécies de Clerodendrum analisadas por Herman
(1998), os estdmatos sao do tipo diacitico, podendo ocorrer juntamente com outros tipos.

Como anexos epidérmicos ocorrem dois tipos de tricomas. O mais abundante, e
apresentando tamanhos diversos, € do tipo tector unisseriado ornamentado, composto
normalmente por uma unica célula, mas quando sobre a face adaxial da nervura principal
(Figuras 2E e 4A) e peciolo (Figura 5B) podem apresentar-se com duas, ou mais raramente,
trés ou quatro células. O outro tipo de tricoma observado nas folhas de B. fluminensis é do
tipo glandular, estando composto por duas células apicais e duas basais (Figuras 2B e 2D).
Tricomas semelhantes aos descritos acima foram observados por Bassols e Gurni (2000) nas
quatro espécies argentinas de Lippia por eles analisadas, embora os tricomas tectores fossem
sempre unicelulares. As camaras subestomaticas sdo amplas e, por vezes, comunicam-se
com os espacos intercelulares do parénquima esponjoso (Figura 2C).
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Figura 2: Epiderme foliar de Bouchea fluminensis (Vell.) Mold. (Verbenaceae) e seus anexos. (A)
face adaxial; (B) face abaxial; (C) detalhe de um estdmato em seccao transversal (- );
(D) tricoma do tipo glandular (tg); (E) tricomas tectores presentes na nervura principal;
cs: camara subestomatica. Barra de E: 100 um e as demais 50 pm.

De acordo com a Tabela 1, ocorrem diferencgas estatisticas no numero médio de estobmatos
e de tricomas tectores entre as condi¢des de luminosidade sob as quais as folhas se desenvolveram
e, como na maioria das espécies vegetais, também entre ambas as faces foliares. Os numeros
médios mais elevados de estdbmatos por area, nas folhas "de sol" refletem a pouca expansao
celular das demais células epidérmicas, e nao a diferenciacdo de novas unidades estomaticas,
como concluiram Knecht e O'Leary (1972). Resultados semelhantes aos observados acima foram
obtidos por estes ultimos autores nas folhas de feijao (Phaseolus vulgaris L.) e por Van Volkenburgh
e Davies (1977), que estudaram folhas de algodéo e soja, enquanto que Sert (1992) néo obteve
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maior freqUéncia de tricomas nas folhas de soja [Glycine max (L.) Merrill.], mantidas sob sol
pleno, quando comparadas as mantidas em casas de vegetacgao.

As médias relativamente baixas de estdmatos na face adaxial das folhas "de sombra"
podem dar a falsa impressao de que estas estruturas ndo estdo presentes nesta face foliar, fato
verificado em 62% dos campos analisados nas folhas "de sombra" e em apenas 24% das amostras
das folhas "de sol".

Tabela 1. Numeros médios de estdmatos e tricomas presentes nas folhas “de sol” e “de sombra”
de Bouchea fluminensis (Vell.) Mold. (Verbenaceae).

Tipo de folhafface foliar Est()matog Tricomas tectzores Tricomas glandzulares
(em 1 mm"®) (em 1 mm®) (em 1 mm°?)
Folha “de sol”/adaxial 7,12 c 7,04 b 1,97 bc
Folha “de sol”/abaxial 95,05 a 13,10 a 3,62 a
Folha “de sombra”/adaxial 1,35d 3,31d 1,45¢c
Folha “de sombra”/abaxial 53,32 b 518 c 2,77 ab

Médias seguidas por letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey.

As seccdes transversais das folhas de B. fluminensis revelam mesofilo dorsiventral com
parénquima palicadico formado por apenas uma camada de células, mais altas e esguias nas
folhas "de sol" do que nas folhas "de sombra" (Figuras 3A e 3B). Nessas ultimas ocorrem espagos
intercelulares amplos e abundantes, os quais ndo ocorrem nas folhas "de sol". Em ambos os tipos
foliares, o parénquima esponjoso mostra-se formado por células de bragos curtos, conferindo-lhe
aspecto compactado (Figuras 2C, 3A e 3B). De acordo com Metcalfe e Chalk (1972), nas espécies
de Bouchea podem ocorrer apenas uma ou muitas camadas de células no parénquima paligadico.

Figura 3. Seccdes transversais medianas de folhas de Bouchea fluminensis (Vell.) Mold.
(Verbenaceae). (A) folha “de sol”; (B) folha “de sombra”; eab: epiderme abaxial; ead:
epiderme adaxial; fv: feixe vascular; pl: parénquima esponjoso; pp: parénquima
palicadico; tric: tricoma tector. Barras: 100 um.
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Metcalfe e Chalk (1972) citam a ocorréncia de mesofilo dorsiventral e isobilateral para
espécies da familia Verbenaceae, enquanto que Herman (1998) observou ambos os tipos em
diferentes espécies de Clerodendrum, e Bassols e Gurni (2000) obtiveram apenas mesofilo
isobilateral nas quatro espécies de Lippia analisadas.

De acordo com as condi¢des de luminosidade, sob as quais se desenvolvem, as folhas de
B. fluminensis mostram diferencas significativas na espessura total do mesofilo, do parénquima
palicadico e, em algumas das por¢cdes foliares, também na porcentagem de ocupacéo deste
tecido (Tabela 2).

Tabela 2. Medidas obtidas nas folhas “de sol’ e “de sombra” de Bouchea fluminensis (Vell.) Mold.

(Verbenaceae) .
Tipo de folhaporsofoliar ' ECETTE Y alcadico (mym) - paligadce.

apical 352,2a 147,8 a 44,58 ab

Folha “de  mediana 325,8b 128,0b 42,73 bc
sol” basal 320,4 b 1074 ¢ 375 d
bordo 349,8 a 153,2 a 46,35 a

apical 211,6d 79,2d 41,27 ¢

Folha “de  mediana 235,8¢c 74,8 d 36,24 d
sombra” - pagal 209,6 d 60,8 e 3578 d
bordo 209,2d 84,4d 44,57 ab

Meuias seyuiuas pur ieuds uisuias sav eswausucaiieiie diferentes pelo teste de Tukey.

Estas diferencas anatdmicas, aliadas as alteragées morfologicas presentes na epiderme
foliar (Tabela 1), comprovam que as folhas de B. fluminensis sao susceptiveis as variagées de
intensidade luminosa. Este fator pode promover modificagées na espessura e area foliar, nos
espacos intercelulares, no numero de camadas do mesofilo e na distribuicdo dos fotoassimilados,
como observado por Fails et al. (1982), Kappel e Flore (1983), Almeida (1985) e Lawlor (1987),
caracterizando a plasticidade fenotipica das espécies. Nas espécies estudadas por Fails et
al.(1982), Syvertsen e Smiyh (1984) e Nii e Kuriowa (1988) foram observadas maiores proporcdes
de espacos intercelulares no parénquima esponjoso, e Cutter (1986) considera tal fato decorrente
da expanséo das células do mesofilo, tornando, assim, este parénquima mais difuso. Os estudos
de Mc Connel et al. (1984) e de Syvertsen e Smith (1984) revelaram que a intensidade luminosa
mais alta favorece o desenvolvimento de folhas mais espessas em Aphelandra squarrosa Nees
'Dania' e em espécies de Citrus, respectivamente.

A nervura principal das folhas de B. fluminensis apresenta uma pequena convexidade na
face adaxial das por¢cdes mediana e basal, onde se concentram colénquima do tipo angular e
tricomas (Figura 4A). Na face oposta desta nervura ha acentuada convexidade, havendo poucas
camadas de colénquima angular dando-lhe sustentacao (Figura 4A). O xilema e o floema estéao
reunidos num unico feixe colateral na forma de arco aberto, ndo havendo elementos esclerificados
ao seu redor. De acordo com as Figuras 4B e 4C, as folhas "de sol" podem ser diferenciadas das
folhas "de sombra" pela quantidade de elementos condutores presentes na nervura principal,
sempre mais numerosos nas primeiras. Quanto aos feixes vasculares de menor calibre, observa-
se que estdo envoltos por uma bainha de células parenquimaticas de tamanhos irregulares e nao
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esclerificadas (Figura 3A) e, de acordo com Metcalfe e Chalk (1972), essa caracteristica € comum
em varios géneros de Verbenaceae, inclusive em Bouchea.

Figura 4. Seccbes transversais medianas da nervura principal da folha de Bouchea fluminensis
(Vell.) Mold. (Verbenaceae). (A) folha “de sol”; (B) detalhe de seu feixe vascular;
(C) feixe vascular de uma folha “de sombra”; col: colénquima; fl: floema; tric: tricoma;
xi: xilema. Barra de A: 200 um e as demais: 100 um.

O peciolo das folhas de B. fluminensis, em secg¢ao transversal (Figura 5) mostra convexidade
na face adaxial, e onde se concentram tricomas, especialmente os tectores mais longos (Figura
5B). Nesta regido adaxial, logo abaixo da epiderme, estao varias camadas de colénquima angular
(Figuras 5A e 5B), enquanto que no restante da estrutura ocorrem de duas a trés camadas (Figuras
5B e 5C). Nas seccdes transversais da porcao distal do peciolo (Figuras 5B e 5D) nota-se a
presenca deste tecido de sustentacdo no bordo do limbo foliar.

No peciolo, internamente, encontra-se tecido de preenchimento formado por células de
tamanhos diversos e, entre elas, espacos intercelulares relativamente pequenos (Figura 5C). O
feixe vascular do peciolo (Figuras 5A e 5B) mostra-se semelhante ao da nervura principal, inclusive
quanto ao numero de elementos condutores presentes nas folhas "de sol" e "de sombra". Desde
a base do peciolo ocorrem dois pequenos feixes secundarios, posicionados lateralmente ao feixe
principal.
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Gutschick (1999) afirma que as variagdes estruturais verificadas nas folhas ocorrem entre
individuos da mesma espécie e até nele proprio. Tal diversidade € adaptativa, estando sob controle

genético, incluindo as respostas relacionadas ao tamanho das folhas e a massa por unidade de
area, em resposta a luz ambiente.

Figura 5. Seccdes transversais do peciolo de Bouchea fluminensis (Vell.) Mold. (Verbenaceae).
(A) porcao basal em uma folha “de sombra”; (B) porcao distal em uma folha “de sol”;
(C) e (D) detalhes do colénquima na face adaxial e no bordo decurrente do limbo,
respectivamente; col: colénquima; epi: epiderme; fx: feixe vascular secundario; fxa:
feixe vascular em arco. Barras de A e B: 500 um e C e D: 100 pm.

CONCLUSOES

Alteragcées morfo-anatémicas relacionadas ao meio ambiente, como aquelas ocasionadas
pelas variagées da intensidade luminosa sobre as folhas, como demonstrado, podem modificar
as caracteristicas macroscopicas e microscoépicas, levando a confusées na identificacdo da espécie
ou mesmo a falsa idéia de adulteracdo. Portanto, variagées causadas pelo meio devem ser
estudadas de modo a estabelecer, de forma correta e segura, a identificacao das plantas medicinais
e das drogas vegetais delas derivadas, assegurando a produgcéo de medicamentos fitoterapicos.
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