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Resumo

A fitoterapia no Brasil foi retomada durante as décadas 70 e 80 e tem for-
necido um incremento nas pesquisas de novas drogas de origem veg-
etal. Neste contexto, a familia Lamiaceae, com 500 espécies distribuidas
em 28 géneros nativos do Brasil, despertou interesse em pesquisadores,
impulsionados pelas evidéncias médicas do potencial de suas espécies.
Lepechinia speciosa é uma espécie endémica dessa familia, com atividade
antimicrobiana comprovada do seu 6leo essencial. Entretanto, até o mo-
mento, nao ha descricao das suas caracteristicas anatdbmicas, essencial para
identificacdo das fontes das substancias secretadas, permitindo aplicacdo
terapéutica em fitoterapia. Com o objetivo de fornecer subsidios para os
estudos farmacognosticos de L. speciosa, a caracterizacao anatomica foliar
foi realizada com folhas plenamente expandidas, coletadas de um Unico
individuo. Procederam-se em seguida a dissociagdo da epiderme e os
cortes transversais seriados de 5 um do apice, nervura principal, bordo e
peciolo, que foram impregnados e emblocados em parafina histolégica.
Foram usados corantes especificos. Em vista frontal, a epiderme adaxial é
formada por células poliédricas, com paredes anticlinais retas e espessadas;
estdbmatos anisociticos e tricomas tectores ramificados, pluricelulares e tri-
comas capitados simples ou pluricelulares. A epiderme abaxial € composta
de células com paredes anticlinais sinuosas, abundancia de tricomas rami-
ficados ou simples pluricelulares; estdmatos anomociticos, anisociticos e
paraciticos. Mesofilo dorsiventral. Peciolo cilindrico, com sulco central na
regido proximal, com 4 feixes vasculares colaterais e um feixe central am-
plo em forma de arco. Nervura principal proeminente na face abaxial, com
cuticula fina; feixe vascular colateral em forma de arco, com terminagdes
anficrivais. Bordo revoluto, com grandes rugosidades, onde é possivel visu-
alizar os feixes vasculares.

Abstract

Phytotherapy has been retaken in Brazil during the 70’s and 80’s, and has
provided an increment in the search for new drugs of plant origin. In that
context, the family Lamiaceae with 500 species distributed in 28 genera
native to Brazil, aroused interest of researchers, led by medical evidence
of the potential of some of its species. Lepechinia speciosa is an endemic
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species of this family, with antimicrobial proven effec-
tiveness of its essential oil. Nevertheless, until now there
is no work providing the description of its anatomical
characteristics, which is essential to identify the sources
of substances secreted to allow the therapeutic applica-
tion in phytotherapy. With the aim of providing subsidies
for this species pharmacognostic study, the anatomical
characterization of L. speciosa leaves was carried out
from extended leaves collected from a single individual.
Epidermal dissociation and serial transverse sections of
5 um from apex, main vein, board and petiole prepared
in histological paraffin blocks were obtained. Specific
staining reactive was used. In the frontal view of the epi-
dermis, the upper surface consists of polyhedral cells,
anticlinal walls straight and thick, anysocytic stomata,
branched, pluricellular tector trichomes, or simple, plu-
ricellular and capitate. Down surface epidermis com-
posed of cells with sinuous anticlinal walls, abundance
of branched or simple pluricellular trichomes; stomata of
anomocytic, anysocytic and paracytic types. Mesophyll
dorsiventral. Petiole cylindrical, with central sulcus in the
upper region, with 4 collateral vascular bundles and one
large arc-shaped central bundle. Main prominent vein
on the abaxial surface with little thicker cuticle; vascular
colateral bundle arch-shaped, with anficrival ends. Ron-
dure board, with large elevations (roughness), where it
is possible to visualize the vascular bundles.

Introducao

Lepechinia speciosa é descrita como um arbusto aroma-
tico. E caracterizada por apresentar folhas pilosas na face
dorsal, dando-lhe um aroma intenso e fortissimo odor
(NOGUEIRA et al, 2006). Sua ocorréncia é registrada
exclusivamente sobre a Serra da Mantiqueira (BRADE,
1956), nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas
gerais (PEREIRA, 1957). Segundo Nogueira et al. (2006),
poucos sdo os trabalhos que citam a composicdo do
oleo essencial ou ainda dos efeitos farmacoldgicos da
Lepechinia speciosa em especifico. No entanto, seqgundo
0s mesmos autores, estudos recentes tém demonstrado
os efeitos positivos da espécie contra microorganismos
patogénicos, principalmente gracas a sua atividade an-
timicrobiana de amplo espectro contra a acdo de bac-
térias Gram positivas e Gram negativas em testes feitos
a partir do 6leo extraido de suas folhas frescas. Foram
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nila, isocariofileno e canfora.

cionem o estudo farmacognostico desta espécie.
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identificados quarenta e quatro compostos, repre-
sentando 93% do total do éleo extraido. Os princi-
pais compostos na fracao volatil identificados foram
0s acetatos de bornila (39,18%), limoneno, (12,92%),
camphene (11,85%) e viridiflorol (6,07%); ressaltando
ainda que a lepechinia speciosa é caracterizada por
apresentar uma grande quantidade de monoterpe-
nos hidrocarbonetos (33,27%). Estes dados podem
ser comparados aos dados obtidos por Morais (1972)
na analise das partes aéreas de L. speciosa, que apos
secagem foram submetidas ao arraste com vapor,
gerando 0,8% de 6leo essencial. Anélise por croma-
tografia em fase gasosa preparativa demonstrou na
composicdo do dleo essencial as seguintes substan-
cias majoritarias: acetato de bornila (6,1%); limoneno
(18,2%); camphene (6,5%); e sesquiterpenos (45,5%).

Nogueira et al. (2005) analisaram os constituintes
quimicos presentes no 6leo essencial de L. speciosa
em relacdo as suas propriedades antimicrobianas
no combate aos agentes Candida albicans sorotipo
b, Cryptococcus neoformans T444 e Staphylococcus
aureus MRSA. Todos os microorganismos estudados
mostraram-se vulneraveis a acao do dleo essencial
utilizado. Segundo os autores do estudo, esses resul-
tados sdo semelhantes aos encontrados para outras
espécies do género e mencionam que tal atividade
antimicrobiana pode ser atribuida a agcdo de algumas
substancias presentes no 6leo, como acetato de bor-

Embora seja uma espécie endémica no Brasil (BRADE,
1956) e ja se conhegam algumas de suas atividades
biolégicas e caracteristicas quimicas (NOGUEIRA et
al, 2006), ndo ha, até o momento, qualquer trabalho
que faca a descricdo de suas caracteristicas anatémi-
cas. A andlise da organizacdo morfoldgica do vegetal,
determinando-se as estruturas que o formam, tanto
No aspecto macro, como microscopico, contribui para
fundamentar os estudos de identificacdo das subs-
tancias por ele secretadas e para viabilizar a aplicacédo
terapéutica desta espécie em um fitoterapico (BRASIL,
2010a; 2010b). Este trabalho tem por objetivo descre-
ver a estrutura anatémica das folhas de L._speciosa em
microscopia éptica, oferecendo subsidios que propor-
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Material e Métodos

As folhas totalmente expandidas de Lepechinia speciosa
utilizadas para o estudo anatémico, foram coletadas do
4° 30 6° nd de um so individuo, na Serra da Mantigueira,
localizado nas coordenadas 22° 35'510S e 44° 40' 2910,
a 2.364 metros de altitude. As folhas foram fixadas em
dlcool a 70%. Um exemplar testemunho, devidamente
identificado pela profissional botanica R. B. Moura, esta
depositado no Herbdario do Instituto de Biologia da UFRJ
(RFA) sob o n° de registro 28365.

Para preparacéo e inclusdo do material em parafina,
utilizou-se uma metodologia adaptada a partir do
método histoldgico para tecidos animais descrito por
Brancroft e Gamble (2002), onde o tempo do material
em estufa para desidratacdo e diafanizacao foi reduzi-
do para 20 minutos. Para inclusdo em parafina, foram
utilizados fragmentos das folhas. No limbo, na regido
da nervura principal, foram selecionadas partes do api-
ce, terco médio e base, além do bordo. Também se uti-
lizou fragmento da regido proximal, mediana e distal
do peciolo, em relacdo ao limbo. Os fragmentos ob-
tidos foram acondicionados em unicassetes, modelo
cralplast utilizados para bidpsia de tecido animal. Apds
este, passaram pelo processo de desidratacdo, através
de 05 (cinco) banhos consecutivos de alcool etilico ab-
soluto a temperatura de 60 °C, em estufa (estufa de
Cultura modelo 002CB- Fanem LTDA) por 20 minutos
cada banho. Em seguida, os fragmentos passaram pelo
processo de diafanizacédo ou clarificacédo, onde foram
imersos em Xilol PA por 03 (trés) vezes, por 20 minutos
cada a temperatura de 60°C em estufa. Foram feitos
2 banhos consecutivos de parafina histolégica (Marca
Vetec-PF-56-58°C) fundida numa temperatura de 60
°C, em estufa por 1 hora cada banho. Em seguida, os
fragmentos ja inclusos em parafina foram colocados
em moldes de metal para histologia da marca Shan-
don a uma temperatura de 56° — 58 °C utilizando-se
como massa de inclusao a parafina histolégica.

Incluido o material, procedeu-se ao resfriamento ime-
diato, em uma placa fria a temperatura de -7 °C, im-
pedindo a cristalizacdo da parafina. Nesse processo foi
utilizado um autoinclusor da marca Shandon, modelo
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Histocentre 2. Foram realizados cortes histoldgicos
transversais em microtomo da marca Shandon modelo
AS325, obtendo-se seccdes seriadas de 5 um. As séries
contendo 3 cortes histologicos foram distendidas em
banho-maria a temperatura média de 40 °C ( + 2 °C)
e em seguida, foram deitadas em laminas de vidro. As
laminas confeccionadas contendo as sec¢des foram co-
locadas em estufa em temperatura de 60 °C por 30 a 40
minutos para derretimento da parafina existente nessas
seccoes. Apos esse perfodo, foi realizada a desparafiniza-
¢do: as laminas passaram por 3 banhos consecutivos de
aproximadamente 3 segundos cada em Xilol PA a tem-
peratura ambiente e 5 banhos consecutivos de aproxi-
madamente 3 segundos cada em alcool etilico absoluto
e lavagem em agua corrente por cinco minutos.

Posteriormente, as secgdes foram clarificadas em solu-
¢ao de hipoclorito de sédio 50%, neutralizadas em dgua
acética 1:500 e lavadas em dgua corrente por 2 minutos.
Em seguida, as seccoes foram coradas pelo corante du-
plo safrabau, preparado na proporcao 9:1 (viv) de 90 mL
de azul de Astra 1% e 10 mL de safranina 1%, conforme
proposto por Kraus e Arduin (1997) e montadas sob la-
minula em Bélsamo do Canada.

Para a analise das epidermes adaxial e abaxial, foi
efetuada a dissociacdo das epidermes, seguindo me-
todologia descrita por Kraus e Arduin (1997). A colo-
racdo para a visualizacao foi feita com Safranina 1%,
por 1 minuto. As laminas foram observadas e fotogra-
fadas sob microscopico éptico (NiKon), com camera
(Leica IM50) acoplada. As descricdes e classificacdo
dos estdbmatos e dos tricomas foram feitas de acor-
do com as recomendacdes de Metcalf e Chalk (1959;
1979). As estruturas anatdmicas seguiram as descri-
¢coes de Esal (1990) e as estruturas macroscopicas
feitas segundo Judd e colaboradores (2002). Os no-
mes cientificos e as abreviaturas dos autores dos ta-
xons seguem as especificacdes do International Plant
Name Index (IPNI).

Resultados e Discussao

As epidermes dissociadas, observadas em vista fron-
tal, mostram a face adaxial constituida de células po-
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liédricas, de paredes anticlinais retas e espessas; esto-
matos do tipo anisocitico estdo presentes (Figura 1).
S&o observados tricomas ramificados pluricelulares
tectores, ou simples (Figura 2). Foi observada também
a ocorréncia de tricomas pluricelulares capitados. Sdo
freqlentes os cristais em forma de rafides nas células
da epiderme adaxial. Na face abaxial, a epiderme é for-
mada por células com paredes anticlinais fortemente

Figura 1 - Vista frontal de epiderme adaxial de
L. speciosa mostrando células poliédricas com
paredes anticlinais retas e espessas, com esto-
matos anisociticos (seta). Aumento 400X

LY gl Estudo Anatdmico em Folhas de Lepechinia speciosa (A. St.- Hil. ex. Benth) Epling

sinuosas na regiao entre nervuras. Sobre as nervuras,
as células epidérmicas sédo alongadas e estreitas, de
paredes anticlinais retas (Figura 3). Em toda a superfi-
Cie abaxial sdo observados 4 tipos de tricomas: ocorre
abundancia de tricomas pluricelulares ramificados, for-
mando uma trama suspensa sobre a epiderme; alguns
destes tricomas tém a terminacao de uma das ramifi-
cacdes capitada.

Figura 2 - Vista frontal de epiderme adaxial

mostrando tricoma ramificado (seta maior),
estOmato (seta menor) e cristais do tipo rafi-
de (cr). Aumento 100X

Também ocorrem na face abaxial tricomas unicelula-
res, com o apice expandido em uma forma globosa. A
epiderme da face abaxial é provida de tricomas simples,
com 3 a 4 células, sendo a apical capitada. Sdo encon-
trados nesta face muitos estdmatos dos tipos: anomo-
citico, anisocitico e paracitico. Em relacdo a face adaxial,
estima-se que na face abaxial haja 4 vezes mais trico-
mas. N&o ocorrem estdmatos na epiderme que cobre as
regides de nervura (Figura 3).

A partir da observacao das epidermes dissociadas
em vista frontal, pode-se caracterizar a folha de L.
speciosa como velutinea e anfiestomatica. Sobre as
paredes anticlinais da epiderme de espécies de La-
miaceae, Metcalfe; Chalke (1959) afirmam que os ti-
pos mais comuns sdo paredes sinuosas, conforme foi
observado na face abaxial de Lepechinia speciosa. Os
autores mencionam também que o tipo de folha an-
fiestomatica estd representado entre as Lamiaceae e
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que a forma predominante de cristais observados na
familia é a de octaedro e que as rafides ndo sdo muito
freqUentes. Esau (1990) e Cutter (2002) afirmam que a
abundancia de tricomas esté diretamente relaciona-
da com a xeromorfia, isto é adaptacdo morfoldgica da
folha a ambientes secos. Presenca de paredes espes-
sas e cuticula também sdo caracteristicas de plantas
xeréfitas (ESAU, 1990). Os campos de altitude, onde
Lepechinia speciosa ocorre sao caracterizados por pe-
riodos prolongados de estiagem durante o inverno,
havendo nesta fase queda na temperatura, podendo
chegar a valores negativos (SEGADAS-VIANNA; DAU,
1968), podendo ocorrer geadas (MOURA, 2005). Atra-
vés do corte transversal préximo ao bordo, na regido
mediana da folha, é possivel perceber a rugosidade
da lamina foliar. As rugosidades sdo formadas como
“pregas’, onde se pode observar desenvolvimento de
colénquima angular formando as elevagdes da lami-
na (Figura 4).
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Figura 3 - Vista frontal da regidao da epiderme que
recobre a nervura, mostrando células alongadas e
estreitas, de paredes retas, com abundancia de trico-
mas e auséncia de estdbmatos. Aumento 100X
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Figura 4 - Corte transversal do bordo de L. spe-
ciosa. Detalhe de uma das rugosidades, eviden-
ciando o colénquima angular (Co), o mesofilo
dorsiventral e os cristais na forma de drusas
(setas). Aumento: 200X

Na regido entre nervuras, ambas as faces apresentam
epiderme uniestratificada e a face abaxial é coberta por
cuticula e extratos cuticulares (Figura 5). As células da epi-
derme inferior sdo menores, quando comparadas as célu-
las da epiderme superior (Fig. 6). O mesofilo é composto
de parénquima clorofiliano palicadico, representado por
2 a4 camadas de células constituindo quase totalmente
o mesofilo, e lacunoso em distribuicdo heterogénea, do

Figura 5 - Detalhe da regiao entre nervuras do api-
ce foliar, evidenciando parénquima palicadico (Pp)
e lacunoso (Pl), estdbmato (Es) e tricoma capitado
(Tc) na face abaxial e cuticula e extratos cuticulares
na face adaxial (seta). Aumento 400X.
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tipo dorsiventral (Figuras 5 e 6); sdo observadas drusas en-
tre as células do mesofilo (Figura 4), alem da presenca de
rafides. Mesofilo dorsivental com parénquima palicadico
mais desenvolvido do que o lacunoso é caracteristico de
folhas de plantas xerdfitas (ESAU, 1990; CUTTER, 2002),
como é o caso de L. speciosa. Metcalfe e Chalk (1959)
mencionam a ocorréncia de diferentes tipos de mesofilo
entre as Lamiaceae, incluindo o dorsiventral.

Figura 6 - Detalhe da regiao entre nervuras,
mostrando epiderme adaxial (Ead) e abaxial (Eax)
com diferentes tamanhos celulares; parénquima
palicadico (PP) bem desenvolvido, em relacao ao
lacunoso (PI). Aumento 400X.
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Uma vez que nao existem trabalhos anatémicos rea-
lizados dentro do género Lepechinia, as comparagdes
quanto a estrutura anatdmica de L. speciosa foram fei-
tas em relacdo a outras espécies da familia Lamiaceae.
Assim, em estudo de Plectranthus neochilus (boldo),
um representante da familia Lamiaceae, Duarte e Lo-
pes (2007) observaram também a presenca de epider-
me unisseriada, porém o mesofilo é homogéneo. Os
autores mencionam a presenca de diferentes tricomas
secretores. J& Toledo, Alquini e Nakashima (2004) ob-
servaram nas folhas de outra espécie de Lamiaceae, a
Cunila microcephala, epiderme uniestratificada cober-
ta por cuticula em ambas as faces, fato nao observado
em L. speciosa; mesofilo heterogéneo dorsiventral e 3
tipos de tricomas, entre tectores e glandulares. Mar-
tins (2002) descreve a anatomia das folhas de Men-
tha spicata com epiderme unisseriada nas duas faces,
destacando a presenca de cristais tanto na epiderme
quanto no mesofilo. Apresenta o mesofilo heterogé-
neo dorsiventral, com uma sé camada de parénquima
palicadico, diferindo de L. speciosa. A autora também
Cita a presenca de tricomas em ambas as faces e as
células da face adaxial sendo maiores do que as da
face abaxial, fato também registrado para L. speciosa.
O peciolo caracteriza-se pela forma cilindrica, com um
sulco central na regido adaxial. E revestido por uma

w#  Estudo Anatémico em Folhas de Lepechinia speciosa (A. St.- Hil. ex. Benth) Epling

epiderme uniestratificada, rica em tricomas. A mor-
fologia interna do peciolo apresenta-se uniforme, em
cortes transversais. A mesma distribuicdo de tecidos é
observada, desde a regidao proximal, até a distal (Figura
7). Abaixo da epiderme pode-se observar a presenca
de 2 a 4 camadas de colénquima angular. O parénqui-
ma fundamental apresenta poucos espacos intercelu-
lares. Apresenta cinco feixes vasculares do tipo colate-
ral, sendo um deles, central em forma de arco aberto,
bem desenvolvido e dois de cada lado do sulco (Fig. 7).
No feixe central, o floema apresenta os elementos de
tubo crivados e suas células companheiras formando
pequenos grupos intercalados por células parenqui-
maticas de maiores dimensdes, alem de tecido co-
lenquimatoso e fibras (Figura 8). Os feixes das regides
laterais sdo colaterais, envolvidos por bainha de tecido
colenquimatoso e algumas fibras (Figura 9). A descri-
¢do anatdmica do peciolo estd em consonancia com
a descrita para a familia Lamiaceae segundo Metcalf
e Chalk (1959). Duarte e Lopes (2007), ao estudar Plec-
tranthus neochilus, descreveram o peciolo da espécie
apresentando um contorno plano-convexo, conten-
do feixes vasculares colaterais, sendo um arco central
aberto e dois feixes menores nas extremidades. Os au-
tores também mencionam a presenca de colénquima
angular sob a epiderme.

Figura 7 - Corte transversal de peciolo de L. speciosa, regiao distal, evidenciando presenca de sulco
na face adaxial. Presenca de epiderme unisseriada revestida de tricomas (Ep); feixe vascular central
colateral em forma de arco (Fv), com floema descontinuo, presenca de 2 feixes vasculares colaterais
menores na regiao do sulco (setas). Aumento Lupa- 16 x.

78

Revista Fitos %4 Vol.5 N°02 Junho 2010



Artigo Original / Original Article

Figura 8 - Detalhe do feixe central do peciolo de
L speciosa, regiao distal. Fibras (Fi); floema (Fl);
procambio (Pc); Parénquima fundamental (Pf);
xilema (X). Aumento 400 x.

Na regido do limbo, a nervura principal apresenta-se leve-
mente concava junto a superficie adaxial e proeminente
na face abaxial (Figura 10). Adjacente a epiderme encon-
tram-se duas a trés camadas de colénquima angular. Nes-
ta regiao ndo € observada continuidade do parénquima

Figura 10 - Nervura mediana de L. speciosa.
Detalhe do feixe vascular em forma de arco (Fv).
Aumento 100x.
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Figura 9 - Detalhe de feixe menor do peciolo de
L. speciosa, regiao distal. Fibra (Fi); floema (Fl);
procambio (Pc); Parénquima fundamental (Pf);

palicadico, nota-se parénquima fundamental com pou-
cos espagos intercelulares. Observa-se a presenca de feixe
vascular central colateral em forma de arco aberto com
duas regides anficrivais nas extremidades, e a presenca de
fibras envolvendo o feixe (Figura 11).

Figura 11 - Detalhe do feixe vascular da nervura
mediana de L. speciosa, na regido da extremidade
do arco. Fibra(Fi); floema(Fl); xilema(X). Aumento
400x.
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Em Cunila microcephala, Toledo, Alguini e Nakashima
(2004) descrevem a presenca de parénquima palicadi-
co na regido da nervura mediana e colénquima do tipo
lamelar, diferente do descrito para L. speciosa. Os auto-
res observaram, ainda, um feixe vascular central colate-
ral, assim como observado em L. speciosa, porém sem
apresentar regides anficrivais.

Através do corte transversal do bordo observa-se um
contorno arredondado e acentuadas ondulacoes e ele-
vacdes bem pronunciadas (rugosidades) onde é pos-
sivel a visualizacdo de feixes vasculares (Figura 12). As
células epidérmicas apresentam cuticula espessa que
recobre toda a extensédo da face abaxial do bordo. Meso-
filo de distribuicdo dorsiventral e uniforme em toda ex-

LY Estudo Anatomico em Folhas de Lepechinia speciosa (A. St.- Hil. ex. Benth) Epling

tensdo, formado por camadas de células parenquemati-
cas lacunosas e palicadicas, sendo esta, a maior camada.
Este fato reforca suas caracteristicas de planta xerdfita
(ESAU, 1990; CUTTER, 2002). Nesta regiao pode-se ob-
servar menor quantidade de espacos intercelulares no
parénquima palicadico, em compara¢do com a regido
entre nervuras do terco médio da lamina foliar. Nota-se,
embora que distante da porcdo terminal do bordo, a
presenca de rafides e drusas na camada do parénquima.
Segundo Metcalfe e Chalk (1959), a presenca de cris-
tais ndo é muito comum na familia Lamiaceae, porém,
em algumas espécies, podem aparecer sob a forma de
rafides, bastées ou na forma octaédrica, a qual é consi-
derada a forma predominante. Na folha de L. speciosa,
observa-se uma prevaléncia na forma de drusa e réfide.

Figura 12 - Corte transversal do bordo da folha de L. speciosa. Cristais (Cr); epiderme (Ep); feixe
vascular (Fv); parénquima lacunoso (Pl); parénquima pali¢adico (Pp). Aumento 200x.

Conclusoes

Neste trabalho é apresentada uma descricdo inédita da
anatomia foliar da espécie Lepechinia speciosa, através
de uma metodologia ndo convencional para tecidos
vegetais. Como caracteristica relevante na descricdo
anatémica da folha de L. speciosa, destaca-se a abun-
dancia e diversidade de tricomas encontrados em sua
epiderme alem da presenca de grande quantidade de
cristais, principalmente do tipo drusa. Essas caracteris-
ticas sdo de fundamental importancia para a anélise
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farmacognéstica da espécie, assinalando um maior
controle de qualidade na matéria-prima vegetal.
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