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RESUMO

A familia Dilleniaceae possui grande distribui¢do no Brasil com riqueza de espécies na regido Amazonica, Cerrado
e Mata atlantica. Algumas espécies de plantas pertencentes a essa familia apresentam propriedades medicinais,
tendo como representantes plantas arbustivas, arboreas e lianas. A anatomia foliar e histoquimica auxilia na
construcdo de parametros descritivos para a espécie e localizacdo dos metabolitos secundarios. A partir da analise
da anatomia e histoquimica da espécie D. lanosa foi evidente a presenca de mucilagem possivelmente liberada
pelas células idioblasticas secretoras para o armazenamento de agua. Além de compostos fenélicos estruturais
(parénquima cortical e mesofilo) e ndo estruturais (floema e mesofilo) liberados na folha e a presenca de estdmatos
paraciticos foi apenas na face abaxial da folha. Os testes histoquimicos para amido e proteina ndo evidenciaram
positivamente. A espécie apresentou goticulas lipidicas na epiderme e parénquima palicadico.

Palavras-chave: Dilleniaceae, etnomedicinal, metabdlitos secundarios.

ABSTRACT

The Dilleniaceae family is widely distributed in Brazil with rich species in the Amazon, Cerrado and Atlantic
Forest. Some species of plants belonging to this family have medicinal properties, representing shrub, tree and
liana plants. Leaf anatomy and histochemistry help in the construction of descriptive parameters for the species
and location of secondary metabolites. From the analysis of anatomy and histochemistry D. lanosa showed the
presence of mucilage possibly released by the secretory idioblastic cells for water storage. In addition to structural
phenolic compounds (cortical and mesophyll parenchyma) and nonstructural phenomena (phloem and mesophyll)
released in the leaf, the presence of paracitic stomata was only on the abaxial face of the leaf. Histochemical tests
for starch and protein did not show positively. The species presented lipid droplets in the epidermis and palisade
parenchyma.
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RESUMEN

La familia Dilleniaceae esta ampliamente distribuida en Brasil con especies ricas en el Amazonas, el Cerrado y el
Bosque Atlantico. Algunas especies de plantas que pertenecen a esta familia tienen propiedades medicinales, que
representan plantas de arbustos, arboles y lianas. La anatomia y la histoquimica de las hojas ayudan en la
construccion de pardmetros descriptivos para las especies y la ubicacion de los metabolitos secundarios. A partir
del anélisis de la anatomia e histoquimica de la especie D. lanosa, fue evidente la presencia de mucilago
posiblemente liberado por las células secretoras idioblasticas para el almacenamiento de agua. Ademas de los
compuestos fenolicos estructurales (parénquima cortical y mesofilico) y los fendmenos no estructurales (floemay
mesdfilo) liberados en la hoja, la presencia de estomas paraciticos solo estaba en la cara abaxial de la hoja. Las
pruebas histoquimicas de almidon y proteina no mostraron resultados positivos. La especie presentaba gotas de
lipidos en la epidermis y el parénquima empalizada.

Palabras clave: Dilleniaceae, etnomedicinal, metabolitos secundarios.
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1. INTRODUCAO

O Brasil contém uma ampla biodiversidade em relacdo a sua vegetacdo, com cerca de
55.000 espécies nativas presentes nos seis biomas: Amaz6nia, Mata atlantica, Cerrado, Floresta
subtropical, Caatinga e Pantanal. A floresta Amazonica contém espécies de plantas com valor
social e econémico, sendo classificadas como frutiferas, medicinais e oleaginosas [1].

Dentre as especies de plantas pertencentes ao bioma Amaz6nico, a familia Dilleniaceae
¢ amplamente diversificada em riqueza de espécies. Para as regides neotropicais foram
identificadas cerca de 102 espécies e no Brasil ocorrem 82, ambas regides contém individuos
classificados dentro dos seis géneros Davilla, Neodillenia, Pinzona, Tetracera, Curatela e
Doliocarpus [8]. Essa familia é representada por plantas arbustivas, lianas e arboreas, suas
folhas sdo simples distribuidas no ramo de modo espiral e suas flores podem ser grandes ou
pequenas [2].

Diversos estudos taxonémicos ao longo do tempo identificaram novas espécies
pertencentes a familia Dilleniaceae em diversas regides do Brasil e outros paises. Dentre as
espécies encontradas estdo catalogadas e localizadas: Doliocarpus lombardii, Tetracera
boomii, Brasil [3], Tetracera forzzae, zona da mata Minas gerais [4], Davilla bilobata, D. neei,
D. bahiana, Brasil [5], Doliocarpus triananus, Doliocarpus schultesianu, Colémbia [6], D.
sessilifolia, D. aymardii, D. minutifolia, Bahia [7], D. lanosa, Rondbnia e Amazonas [8], D.
hirsuticarpa, floresta atlantica [9].

A maioria destas espécies pertencentes ao género Davilla sdo conhecidas por conterem
propriedades terapéuticas utilizadas na medicina tradicional, principalmente com uso para tratar
infeccdes e doencas [10]. As indicacdes etnomedicinais sdo para o tratamento de disturbios
gastrointestinais, artrite, disenteria, diabetes, Ulceras leishimaniais e inflamacao [11]. E ainda
dentro da familia Dilleniaceae existem duas espécies D. elliptica e D. rugosa que sdo
conhecidas tradicionalmente como cip6-caboclo ou lixeirinha que contém propriedades
medicinais antitlcera e anti-inflamatoria [10].

Os autores Fraga e Stehmann (2010) descreveram novidades taxonémicas da flora
brasileira (Dilleniaceae), além da descri¢cdo de uma nova espécie Davilla lanosa encontrada
apenas em duas localidades em Rond6nia e uma ao sul do Amazonas, sendo ambas achadas em
florestas de terra firme [2].

A espécie Davilla lanosa classificada dentro do género Davilla é uma planta liana

caracterizada taxonomicamente por possuir caule glabro, folhas alternas com a face adaxial
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verrucosa e face abaxial lacunosa, o0 que confere o epiteto do espécime. Sua inflorescéncia é
ramificada ou simples no qual seu periodo de florescimento ocorre apenas em junho e frutos no
més de setembro para duas localidades em Rondénia e uma ao sul do Amazonas [12].

Algumas plantas do género Davilla possuem propriedades medicinais e compostos
secundarios ja conhecidos. Porém, as caracteristicas anatdmicas e histoquimicas de D. lanosa
sdo incipientes. O objetivo neste trabalho é descrever a anatomia e os compostos do
metabolismo secundério (histoquimica) da espécie Davilla lanosa.

2. MATERIAL E METODOS

2.1Material coletado e Localizagdo

Para a realizacdo dos estudos, folhas completamente expandidas foram coletadas na
reserva florestal ombrofila aberta de terra firme localizada na Universidade Federal de
Rondonia (UNIR), Campus José Ribeiro Filho, Porto Velho, RO (8°49'53.0"S 63°56'22.0"W)
(Figura 1), na borda da mata em plantas com cerca de cinco metros de altura no més de setembro
(Figura 5). Posteriormente, o material foi conduzido para o Laboratorio de Fisiologia Vegetal
e Germoplasma, Porto Velho, RO em seguida foram fixadas em karnosky [13] por 24 horas.
Ramos em estadio reprodutivo foram coletados para confeccdo das exsicatas, as quais foram

incorporadas ao acervo do Herbario Rodoniensis (RON) do Departamento de Biologia (UNIR).
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Figura 1. Aspectos gerais da espécie Davilla lanosa Fraga e Stehmann (Dilleniaceae). Coleta do material na
borda da floresta ombréfila aberta de terra firme localizada na Universidade Federal de Rond6nia area
antropizada (Figura A), espécie coletada do tipo liana na borda da mata em plantas com cinco metros de altura
(Figura B e Figura C) com fruto do tipo capsula maduro de coloragéo laranja e arilo branco contendo uma
semente preta em cada arilo (Figura D) .

2.2 Anélise morfoanatdomica

Para as analises anatémicas as amostras foram preparadas seguindo dois procedimentos:
caracterizacdo anatdmica e caracterizagdo histoquimica.

Caracterizacédo anatomica: O material foi seccionado na regido mediana da folha a mao
livre utilizando laminas de cortar de aco descartaveis e a fixacdo do material foi realizada em
karnosky [13] durante 48 horas em geladeira. Posteriormente, as amostras foram desidratadas
em série etilica crescente (10, 20, 30% até alcool etilico absoluto) e incluidas em metacrilato
(Historesina Technovit 7100, Kulzer, Alemanha) conforme indicagGes do fabricante. Apos a
inclusdo, o material foi seccionado em micrétomo rotativo (American Optical) e os cortes foram
obtidos com espessura de 10 um. A coloragdo com azul de toluidina foi realizada segundo [14]
e as laminas foram preparadas em Balsamo-do-Canadéa e laminula. As imagens foram obtidas
por fotomicroscopio (LEICA DFC295, leica Microsystems) e analisadas qualitativamente

quanto ao seu aspecto morfoldgico.
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As caracteristicas anatdmicas analisadas foram: Epiderme (EE); mesofilo (EM); feixe
vascular (EFV); xilema (EX): floema (EF); parénquima pali¢adico (EPP); parénquima lacunoso
(EPL).

2.3 Anélise histoquimica
As amostras utilizadas para as analises histoquimicas foram as mesmas coletadas,
fixadas em karnosky e incluidas para analises anatémicas, conforme descrito no item anterior.
Para as analises histoquimicas os cortes foram corados para identificacdo das principais
classes de metabolitos e sua localiza¢do no 6rgao vegetativo seguindo as indicagOes referenciais
(Tabela 1). Todas as [aminas foram preparadas em Bélsamo-do-Canadé e laminula, examinadas
e fotografadas em fotomicroscépio (LEICA DFC295, leica Microsystems) e analisadas

qualitativamente quanto a presenca e auséncia de classes de metabdlitos secundarios.

Tabela 1. Testes histoquimicos feitos nos 6rgdos vegetativos de Davilla lanosa Fraga e

Stehmann (Dilleniaceae).

Classe de metabolitos Reagente Referéncia
Lipidios totais Sudan 1V [15]
Compostos fendlicos ndo Dicromato de Potassio [16]

estruturais

Compostos fendlicos estruturais Floroglucina acida (Lignina) [17]
Mucilagens Azul de toluidina [14]
Amido Lugol [17]
Proteinas Xylidine Ponceau [18]
Compostos fendlicos ndo Cloreto férrico [17]

estruturais

Compostos fendlicos totais Formalina/sulfato ferroso [17]

Diafanizacao

No processo de diafanizagéo foliar, o terco médio das folhas medindo cerca de 2 cm?
foram submetidos aos processos de branqueamento, coloracdo com safranina (1% em etanol
50%) e montagem de lamina permanente [19] modificado por [20]. Durante os procedimentos
foi necessério adaptar o método para obtencdo das caracteristicas dos estdmatos da regido
abaxial foliar, neste processo conhecido como impressdo epidérmica foram utilizados folhas

fixadas em karnosky [13], estas por sua vez foram coladas utilizando-se adesivo instantaneo
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universal éster de cianoacrilato (SuperBonder®) diretamente na lamina e posteriormente ao
secar, retirou-se rapidamente a folha mantendo somente a impressdo da epiderme [21]. As
imagens das superficies abaxial e adaxial obtidas foram analisadas quanto ao formato das
células epidérmicas, tipos de estbmatos e morfologia dos tricomas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Anélise morfoanatdémica

A anatomia foliar interna foi evidenciada com o azul de toluidina. Foi possivel observar
a presenca de parénquima medular (Pm) no centro do sistema vascular e xilema na regido do
cilindro vascular (Figura 2 A). A coloragdo violeta indicada pela caracteristica metacromética
do reagente azul de toluidina foi observada em células do cortex e indica a presenca de

mucilagem em seu interior (Figura 2 B*).

Figura 2. Sec0es transversals da lamina foliar da espeme Davilla lanosa Fraga e Stehmann (Dlllenlaceae)
Epiderme (EE); mesofilo (EM); feixe vascular (EFV); xilema (EX): floema (FL), (Figura 2A, Figura 2B e Figura
2C); parénquima palicadico (EP); parénquima lacunoso (PL). Tricoma tector unicelular (Figura 1 D-T)

O limbo em seccéo transversal apresentou epiderme superior unisseriada tanto nas faces
adaxial e abaxial, porém com células menores na epiderme abaxial. O mesofilo foi
caracterizado como bilateral e parénquima paligadico do tipo continuo unisseriado abaixo da
epiderme adaxial seguido do parénquima lacunoso (Figura 2 D). Na regido do limbo também

foi observado a presenca de mucilagem entre duas fileiras de células do parénquima lacunoso,
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essa substancia preenchia tanto a regido do parénquima cortical, quanto o parénquima medular
(Figura 2 D*). Os compostos fendlicos ndo estruturais foram observados em células
idioblasticas secretoras na regido do cortex (Figura 2 B-seta). As células da bainha de fibras no
floema continham mucilagem (Figura 2 C-Fl)

3.2 Diafanizacgéo

As células epidérmicas foram evidenciadas com parede espessa (Figura 3C e Figura 3D-
asterisco) na face adaxial e ponto de insercdo de tricomas (Pt) nas faces abaxial e adaxial
(Figuras 3 A, C e D). Celulas epidérmicas de contorno sinuoso e tricomas tector unicelulares
(Figura 3 B). Os estdmatos foram classificados como tipo paraciticos e a folha é hipoestomatica,

por apresentar estdbmatos apenas na face abaxial (Figuras 3 A e 4 B).

Figura 3. Vista frontal da espécie Davilla lanosa Fraga e Stehmann (Dilleniaceae). Pt: ponto de insercéo de
tricomas; Es: Estdbmatos paraciticos; Seta: tricoma tector; *células epidérmicas espessa (adaxial); células
epidérmicas de contorno sinuoso (abaxial).

3.3 Analises histoquimicas
A partir da andlise dos resultados, foi possivel indicar a classe de metabdlitos

secundarios e sua localizacéo (Tabela 2).
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Tabela 2. Testes histoquimicos e localizagdo das classes de metabdlitos no tecido vascular e
mesofilo foliar da espécie Davilla lanosa Fraga e Stehmann (Dilleniaceae).

Classes (metabdlitos Histolocalizagdo
secundarios) Cortex Epiderme Parénquima Floema Xilema

Lipidios totais _ ++ ++ _ —
Compostos fenolicos ndo

. o ++ _ ++ _ _
estruturais (Cloreto férrico)
Compostos fenolicos

) ++ _ _ ++ _
estruturais
Compostos fenolicos néo

+ +
estruturais - B B
Mucilagem ++ _ t+ _ _
Amido _ _ _ _ _
Proteinas _ _ _ _ _
Compostos fendlicos totais ++ _ ++ _ _
Reacdo negativa (-)  Moderadamente  Positiva Fortemente Positiva (++)

(+)

Os lipidios foram positivamente marcados na epiderme e no parénquima (Figura 5 D-
seta), 0s compostos fendlicos ndo estruturais foram observados fortemente positivo no cortex e
no parénquima lacunoso, (Figura 4 A- C, seta e Figura 4 E-G), compostos fenolicos estruturais
foram marcados fortemente positivo no floema com células de parede lignificada da bainha de
fibra (Figura 2 C). Os compostos fendlicos ndo estruturais apresentaram a mesma regido de
deposicdo da mucilagem no cortex e no parénguima lacunoso (Figura 2 B e Figura 2 D). Para
o amido (Figura 4 H) e proteina (Figuras 5 E e 5 F) a reacéo foi negativa.

Os compostos fendlicos estruturais foram visualizados no parénquima palicadico
continuo unisseriado (Figuras 4 C-seta e 4 G-asterisco) e no floema (Figura 4 D-asterisco) que
coincide com o local de liberacdo de substancias mucilaginosas pelas células idioblasticas
caracterizadas com o azul de toluidina (Figura 1C-seta). Os compostos fendlicos ndo estruturais
estdo presentes no cortex e mesofilo (parénquima) (Figuras 4 A, E, F e G). O amido ndo foi

observado (Figura 4 H).
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Figura 4. Davilla lanosa Fraga e Stehmann (Dilleniaceae) em se¢do transversal da 1amina foliar. Submetidas a
testes histoquimicos. Formalina/sulfato ferroso, para compostos fenélicos totais (Figura 4 A, B e C);
Floroglucina Acida, para lignina (Figura 4 D); Cloreto Férrico para compostos fenélicos néo estruturais totais
(Figuras 4 E, F e G); reagente de Lugol para amido (Figura 4H).

Os compostos fendlicos ndo estruturais foram pouco evidentes utilizando o método de
coloracdo de dicromato de potassio, logo, segundo a metodologia, faz-se necessario o uso de
outro método de coloracdo com cloreto férrico para descricdo correta desse composto (Figuras
5 A e B). Os compostos fendlicos estruturais estdo presentes no parénguima pali¢adico (Figura
5 B-asterisco) os lipidios sdo visualizados na epiderme, tricoma e parénquima palicadico
(goticulas lipidicas), (Figuras 5 C e D). Os testes histoquimicos para proteina ndo evidenciaram
a presenca de corpos proteicos, a coloracéo foi caracteristica no mesofilo possivelmente devido

a presenga de proteinas rubisco (carboxilase 1,5-bifosfato de ribulose) (Figuras 5 E e F).
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500 pm

Figura 5. Davilla lanosa Fraga e Stehmann (Dilleniaceae). em secdo transversal da l[dmina foliar. Submetidas a
testes histoquimicos. Dicromato de Potassio para compostos fendlicos totais (Figuras 5 A e B) Sudan IV (0,3%
em etanol 70%) para compostos lipidicos, (Figuras 5 C e D); Xylidine Ponceau (0,1% em 4acido acético 3%) para
proteinas totais, (Figuras 5 E e F). Tricoma tector unicelular (Figuras 5 C-T)

As plantas possuem células e tecidos secretores que sintetizam e isolam substancias em
compartimentos celulares secretores (protoplasto) para posterior liberacdo nos espacos
extracelulares dos 6rgaos vegetativos ou superficie externa da planta. As células secretoras sao
classificadas em diversos tipos, sendo estas individualizadas como tricomas ou ceélulas
idioblasticas [22]. A espécie D. lanosa descrita neste trabalho continha células idioblasticas
produtoras de mucilagem na regido do parénquima cortical e parénquima paligadico semelhante
a especie Davilla elliptica [10]. As células idioblasticas podem secretar substancias de natureza
hidrofilica (dgua, néctar mucilagem ou goma). E a presenca de mucilagem na regido
parenquimatica em Davilla lanosa é caracteristica de plantas suculentas que possuem a
capacidade de armazenamento de &gua.
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Os compostos fenolicos ndo estruturais foram evidenciados dentro de células secretoras
idioblasticas na regido do cortex e mesofilo e os compostos fendlicos estruturais também
liberados por células idioblasticas com parede lignificada presente no floema coincide com a
regido corada com azul de toluidina [17]. Os compostos fendlicos em situacdo de estresse
hidrico sdo acumulados no vacuolo da célula com a funcdo de garantir a manutencao celular e
integridade dos tecidos. O parénquima de preenchimento ou medular tem células com formas
variadas podendo conter mucilagem ou compostos fendlicos [22].

As plantas da familia Dilleniaceae podem ser caracterizadas por possuirem folhas
hipoestomaticas dorsiventralmente sem tricomas glandulares com a presenca de tricomas
tectores unicelulares [23]. Em Davila lanosa os estdmatos foram classificados como paraciticos
na regido abaxial [24] e tricomas tectores em ambas as faces da lamina foliar ja descritos para
a espécie Davilla elliptica [25,10]. Além de células epidérmicas de contorno sinuoso na regido
abaxial e células epidérmicas de parede espessa na face adaxial [25]. A caracteristica levemente
sinuosa das células epidérmicas na face abaxial foliar pode auxiliar a planta de terra firme a
evitar a perda excessiva de agua, devido as condicdes de alta radiagdo luminosa possivelmente
conferindo a planta uma caracteristica de xeromorfismo [26]. Os tricomas apresentaram-se em
ambas as faces da folha como anexos epidérmicos que possivelmente auxiliam na reducdo da
transpiracdo. Os tricomas sao classes epidérmicas que possuem a fungéo de reduzir a perda de
agua, refletir a radiacdo luminosa e defender contra herbivoria (interrompe o movimento de
insetos ou libera atraves de glandulas secretoras mucilagem ou compostos toxicos [27].

Em condices de seca, as plantas podem apresentar em suas folhas estbmatos apenas na
face abaxial, menores e em maior nimero (regulacdo do fechamento estomatico), sendo esse
fator importante para a reducdo da transpiracdo e aumento da umidade na parte externa da folha
[28]. A densidade méxima de estbmatos para espécies vegetais desérticas é cerca de 415
estdmatos por mmz [29,25]. Essa média de estdmatos é caracteristico de plantas xeromdrficas
[25]. A frequéncia estomatica maior por unidade de area ocorre devido ao aumento das
condicdes xeromorficas do meio ambiente o que facilita as trocas gasosas de modo eficiente
quando a umidade relativa do ar for alta [30].

A fisiologia de plantas resistentes a seca é de grande importancia, principalmente
aquelas com valor econdmico [26]. As plantas sob estresse podem sofrer mudancas e respostas
na sua funcionalidade sendo reversivel ou ndo. Os diversos fatores externos que podem causar
estresse a planta ndo atingem de modo imediato o sitio de resposta ao estresse, ou seja, 0

protoplasto, devido a diversos mecanismos de protecdo entre 0 meio ambiente e o interior
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celular podendo prevenir ou até mesmo atrasar o desequilibrio quimico e termodindmico. As
plantas apresentam algumas manifestacdes ndo especificas quando estdo em estado de estresse
como por exemplo o acimulo de substancias antioxidantes e substancias do metabolismo
secundério [28].

As plantas suculentas armazenam &gua de reserva em tecidos especializados que
possuem alta capacidade de estocagem, logo esses tecidos acomodam essa dgua no interior de
ramos e folhas. Um dos modos de conservacdo dessa agua na planta é o uso de carboidratos
capaz de se hidratar (mucilagem) em células, cavidades entre células e ductos. Esse estoque de
agua reserva protege a planta contra o ponto de murcha [28].

A espécie Davilla lanosa apresenta mucilagem, compostos fendlicos e grande
quantidade de estdmatos o que possivelmente caracterizam a resisténcia ao estresse hidrico e
outros fatores externos ambientais causadores de estresse fisioldgico.

Os testes histoquimicos para andlise de amido e proteina ndo evidenciaram
positivamente esses compostos. As goticulas lipidicas encontradas na regido da epiderme e
parénquima palicadico podem ser 6leos essenciais constituidos pelos terpenos ou possivelmente
por compostos fendlicos, mucilagem ou outras substancias. A secrecdo dessas goticulas pode

ser realizada por células idioblasticas, superficie epidérmica ou tricomas [22]

CONCLUSAO

A espécie Davilla lanosa quando condicionada a situacOes de estresse hidrico e outros
fatores abidticos, mantém suas atividades funcionais celulares utilizando mecanismos
protetores que evitam o seu desequilibrio quimico e termodinamico. Entre esses mecanismos a
presenca de mucilagem (armazenamento de agua reserva), compostos fendlicos (substancia

antioxidade) e adaptacdes estomaticas contribuem para a reducao da perda excessiva de agua.
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