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medicinais, e que a detec¢do de compostos biologicamente ativos € fundamental na busca
de uma melhor compreensdo das atividades farmacologicas da espécie.
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ESTUDO ESTRUTURAL E FARMACOGNOSTICO DE Scutellaria agrestis A. St.-Hil.
ex Benth. (LAMIACEAE): UMA PLANTA MEDICINAL UTILIZADA POR
POPULACOES RIBEIRINHAS DO AMAZONAS

Resumo: Scutellaria agrestis (trevo-roxo) é uma planta muito utilizada pela populagdo
ribeirinha do Amazonas no tratamento de dores de ouvido, febre, diarréia e pressao alta. Este
trabalho objetivou realizar estudos anatémicos, histoquimicos, fitoquimicos e farmacoldgicos
dos 6rgdos vegetativos de S. agrestis, com intuito de investigar o principio ativo desta planta.
Os individuos de S. agrestis foram coletados nas comunidades Nossa Senhora das Gragas e
Nossa Senhora de Nazaré localizadas no municipio de Manacapuru/AM, as margens do Rio
Solimbes e no horto medicinal da Universidade Nilton Lins, Manaus/AM. Amostras dos
orgéos vegetativos foram processadas de acordo com técnicas usuais de microscopia de luz e
microscopia eletrbnica de varredura para o estudo anatbmico dos 6Orgdos vegetativos e
ontogenético dos tricomas. Os metabolitos sintetizados pelas estruturas secretoras foram
detectados e histolocalizados por meio de testes fitoquimicos e histoquimicos. Foi preparado
da folha da espécie estudada extrato aquoso e realizados experimentos in vivo e in vitro para
investigar a toxicidade aguda e apenas in vivo para as a¢6es analgésicas e/ou antiinflamatorias
da planta. Em S. agrestis sdo vistos, tanto na folha quanto no caule, inGmeros tricomas
tectores e glandulares. O revestimento epidérmico dos érgdos vegetativos aéreos desta planta
acumula no vacuolo antocianinas, exceto a face adaxial da epiderme foliar. A folha € anfi-
hipoestomatica, com estdmatos do tipo diacitico. A lamina foliar possui epiderme unisseriada;
o mesofilo € dorsiventral e hidatédios estdo presentes ao longo da margem. A nervura
principal possui formato plano convexo, com tecido vascular colateral organizado em um arco
aberto. O peciolo exibe contorno céncavo convexo; o sistema vascular € colateral. O caule é
quadrangular com vertices proeminentes; a endoderme € evidente; o sistema vascular é do
tipo colateral e a medula parenquimaética. A raiz é protostélica, com a endoderme evidenciada
pelas estrias de Caspary suberificadas; as células da exoderme, cértex e endoderme
apresentam contetdos fendlicos e mucilaginosos. A ontogenia dos tricomas de S. agrestis
segue 0 padrdo para a familia. As estruturas secretoras responsdveis pela sintese das
substéncias sdo glandulas capitadas e peltadas e uma epiderme secretora. Tais estruturas séo o
sitio de secrecdo do principio ativo da planta produzindo fenois (fendis gerais, taninos
hidrolisaveis, cumarinas e vérias classes de flavonoides como antocianinas, antocianidinas,
chalconas, auronas, flavonas, flavonois, xantonas, leucoantocianidinas, flavanonas,

flavanonais), terpenos (6leos essenciais, esteroides livres, saponinas), lipidios totais, acidos e



proteinas. O extrato aquoso da folha de S. agrestis apresentou efeito analgésico e anti-
inflamatério respondendo ao sinal de dor, porém ndo apresenta atividade antiedematogénica;
ndo apresenta componentes toxicos, logo é uma droga vegetal que possui suporte cientifico,
conferindo uma margem de seguranca toxicologica para os avancos de estudos com esta
espécie. Os resultados obtidos nesta pesquisa fornecem dados botanicos e farmacogndsticos
contribuindo para o controle de qualidade desta planta utilizada como medicinal, assim como
para a biologia da mesma.

Palavras-chave: trevo-roxo, ontogenia de estruturas secretoras, histoquimica, fitoquimica,

ensaios bioldgicos.



Xi

STRUCTURAL AND PHARMACOGNOSTIC STUDY OF Scutellaria agrestis A. St.-
Hil. ex Benth. (LAMIACEAE): A MEDICINAL PLANT USED BY RIVERINE
POPULATIONS OF AMAZONAS

Abstract: Scutellaria agrestis (trevo-roxo) is a plant widely used by the riverine population
of the Amazon state in the treatment of earaches, fever, diarrhea and high blood pressure. This
work aimed to perform anatomical, histochemical, pharmacological and phytochemical
analysis of the vegetative organs of S. agrestis, in order to investigate the active principle of
this plant. Individuals of S. agrestis were collected in two locations, the first of them being the
riverine communities Nossa Senhora das Gracas and Nossa Senhora de Nazaré, located in the
Solimdes river, in Manacapuru, state of Amazonas, and the second one, the medicinal garden
of Nilton Lins University, in Manaus, Amazonas state. Samples of vegetative organs were
processed according to usual techniques of light microscopy and scanning electron
microscopy for anatomical study of the plant and ontogenetic study of plant trichomes. The
metabolites synthesized by secretory structures were detected and histolocalized by
phytochemical and histochemical tests. An aqueous extract was prepared from the leaf of the
studied species and experiments were performed to investigate the acute toxicity in vivo and
in vitro, and the analgesic and/or anti-inflammatory actions in vivo. Numerous glandular
trichomes are seen in both leaf and stem of S. agrestis. The epidermis of the vegetative organs
of this plant contains anthocyanins in the vacuole, except for the adaxial leaf epidermis. The
leaf is amphihypostomatic, with diacitic stomata. The leaf blade has uniseriate epidermis,
dorsiventral mesophyll and hydathodes are present along the margin. The midrib has a plan-
convex shape, with vascular tissue arranged in an open arc. The petiole has a concave-convex
shape, collateral vascular system. The stem is square-shaped with prominent vertices, evident
endoderm, collateral vascular system and parenchymatous pith. The root is protostelic, with
endoderm highlighted by suberified Casparian strips; cells of exodermis, cortex and
endodermis have mucilage and phenolic content. The ontogeny of trichomes of S. agrestis
follows the pattern for the family. The secretory structures responsible for the synthesis of
substances are peltate and capitate glands and the secretory epidermis. Such structures are the
site of secretion of the active principle of the plant, producing phenols (phenols, hydrolysable
tannins, coumarins and several classes of flavonoids such as anthocyanins, anthocyanidines,
chalcones, aurones, flavones, flavonols, xanthones, leucoanthocyanidines, flavanones,
flavanonols), terpenes (essential oils, free steroids, saponins), total lipids, proteins and acids.
The aqueous extract of S. agrestis leaf showed analgesic and anti-inflammatory response to



xii

the pain signal, but does not present antiedematogenic activity and has no toxic components,
so it is a vegetal drug with scientific support, giving a toxicological margin of safety for the
improvement of studies with this species. The results of this research provide botanical and
pharmacognostic data, contributing to the knowledge of this plant biology.

Keywords: trevo-roxo, ontogeny of secretory structures, histochemistry, phytochemistry,
biological assays.
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1. INTRODUCAO

A evolucdo da arte de curar pelos vegetais foi marcada por numerosas etapas dificeis
de serem delimitadas com exatiddo, uma vez que o uso de plantas medicinais esteve presente
ao longo de toda a histéria da humanidade. A medicina esteve por muito tempo associada a
praticas magicas, misticas e ritualisticas (Martins et al., 1995; Borrés, 2003, Janior et al.,
2005), encontranda tanto nos monges, feiticeiros e alquimistas quanto na populacdo usuaria
das plantas os principais responsaveis por sua disseminacao (Di Stasi, 1996).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais mostra influéncias das culturas indigena,
africana e europeia. No periodo pré-colonial, as populag6es indigenas ja possuiam a pratica de
utilizar as plantas para fins terapéuticos e preparo de corantes, repassando tais conhecimentos
aos seus descendentes (Junior et al., 2005).

Inimeras espécies vegetais foram incorporadas a medicina tradicional mediante seu
uso empirico e métodos de tentativa e erro (Junior et al., 2005), sendo prescritas com
frequéncia pelos efeitos terapéuticos que produziam apesar dos seus constituintes quimicos
ndo serem conhecidos (Maciel et al., 2002). Assim, as observac6es populares sobre o0 uso e a
eficacia das plantas medicinais contribuiram de forma relevante para a divulgacdo das
propriedades terapéuticas dos vegetais e serviram como subsidio para a selegdo das mesmas.

As substancias sintetizadas pelas plantas como os flavonoides, taninos, alcaloides,
cumarinas, ligninas e terpenos, quando isolados da planta, parecem ser 0s principais
responsaveis por suas acdes terapéuticas, sejam elas analgésicas, anti-inflamatdrias, antivirais,
hipoglicemiantes, antiespasmodicas e antialérgicas (Simdes et al., 2004; Janior et al., 2005).
Muitos dos compostos secundarios das plantas sdo produzidos por estruturas especializadas.
As secregOes oriundas dos vegetais envolvem processos complexos de formagéo, ocorrendo
desde a sintese até o armazenamento de substancias especificas em compartimentos do
protoplasto da célula secretora e, posteriormente, a liberagdo para espagos extracelulares no
interior dos 6rgdos ou para a superficie externa do vegetal. Geralmente, diferentes tipos de
estruturas secretoras estdo presentes em diferentes partes da planta como também um mesmo
tipo de estrutura pode estar presente nos diversos 0rgaos vegetativos e reprodutivos da mesma
(Fahn, 1979; Castro e Machado, 2003).

Em virtude do rico arsenal de compostos quimicos oriundos dos vegetais, profissionais
de diferentes areas como farmacéuticos, bidlogos, bioquimicos, pesquisadores de areas afins

buscaram desenvolver a partir das plantas medicinais alternativas e combinagdes de principios



ativos (Di Stasi, 1996). Logo, os produtos quimicamente fabricados tomaram o lugar dos
medicamentos naturais. No entanto, a existéncia de doengas de dificil tratamento (HIV,
cancer, dengue), a procura por novos remédios (analgésicos, anti-hipertensivos, anti-
inflamatdrios), a crise econémica, o alto custo dos medicamentos industrializados, o dificil
acesso da populacdo as assisténcias médica e farmacéutica, além da tendéncia generalizada
dos consumidores a preferirem produtos de origem natural sdo fatores que contribuem tanto
para a maior utilizacdo de plantas medicinais quanto para a busca pela descoberta de novos
principios ativos capazes de remediar os males. (Castro et al., 2004; Janior et al., 2005; Leite
et al., 2009).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), nos paises em
desenvolvimento, cerca de 80% da populacdo utilizam préticas tradicionais nos seus cuidados
béasicos de salde e 85% destes utilizam plantas ou preparac6es destas (Brasil, 2005). Desta
forma, a busca de novos medicamentos a partir de vegetais, seja na forma do principio ativo
isolado seja in natura, é atualmente a esperanca mais concreta para pacientes com doengas

graves, assim como para a melhoria na qualidade da saude publica (Castro et al., 2004).

Na década de 70, a OMS criou o Programa de Medicina Tradicional, visando integrar
a medicina popular e a medicina complementar alternativa nos sistemas nacionais de atencéo
a saude (Brasil, 2005). Recentemente, o governo brasileiro elaborou a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, envolvendo aspectos da saude, desenvolvimento
econdmico e social da populagéo brasileira, assim como questdes ambientais voltadas ao uso
racional dos recursos naturais (Brasil, 2005). Em mar¢o de 2010, foi regulamentada a
resolucdo RDC n.10 que dispde sobre a padronizagdo das medidas de referéncias de uso das
drogas vegetais, sujeitas a notificacdo junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA). Vale ressaltar a diferenca entre droga vegetal e fitoterapico definindo-se droga
vegetal como todo material botanico sem vida que sofreu alguma transformacao, podendo se
tratar do individuo inteiro ou parte dele (6rgaos), obrigatoriamente seco e utilizado como
forma bruta de “medicamento”. J& o termo fitoterapico pode ser definido como um
“medicamento” obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais, ndo se
admitindo em sua composicdo qualquer susténcia ativa isolada, de qualquer origem, nem as

associagdes destas com extratos vegetais (Oliveira et al., 2005; Leite et al., 2009).

Investigagdes cientificas com plantas medicinais envolvem inimeros elementos, de
carater inter e multidisciplinar, que permitem aos pesquisadores obterem conhecimentos mais

ricos que aqueles obtidos em linhas especificas da ciéncia (Di Stasi, 1996; Junior et al., 2005;



Leite et al., 2009). Assim, tais pesquisas perpassam por estudos da medicina tradicional
(etnoboténica); estudos morfoanatomicos (identificagdo boténica); histolocalizacéo,
isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos (histoquimica, fitoquimica);
investigacdo farmacologica de extratos e dos constituintes quimicos isolados (farmacologia);
transformagdes quimicas de principios ativos (quimica orgéanica sintética); estudo da relacéo
estrutura / atividade e dos mecanismos de ag¢do dos principios ativos (quimica medicinal e
farmacologia) e finalmente a operacdo de formulagdes para a producédo de fitoterapicos ou do
uso direto da droga vegetal. A integracdo destas areas na pesquisa de plantas medicinais, além
de favorecer a transversalidade, amplifica a perspectiva entre as diferentes areas do
conhecimento estabelecendo novas interfaces, e, principalmente, conduz a um caminho
promissor e eficaz para descobertas de novos medicamentos (Di Stasi, 1996; Maciel et al.,
2002; Fernandes, 2004; Junior et al., 2005; Leite et al., 2009).

Diante do exposto, investigagdes com plantas utilizadas para fins medicinais s&o
necessarias seja para o fornecimento de informacbes morfoldgicas, anatémicas,
histoquimicas, fitoquimicas e farmacoldgicas, seja no que se refere aos dados sobre fenologia,
tipos de estruturas secretoras e marcadores quimiotaxonémicos. Além disso, tais estudos sdo
fundamentais para o fornecimento de informagdes preliminares sobre a atividade terapéutica
da droga vegetal. E importante ressaltar que ainda é mais rapido descobrir a identidade de
uma droga bruta (em estado integral ou fragmentado) a partir de sua anatomia do que de sua
composicdo quimica (Cutler et al., 2011).

Espécies de Scutellaria (S. baicalensis, S. amoena, S. linearis, S. viscidula, S.
strigillosa, S. prostrada, S. grossas, S. barbata, S. hypericifolia, S. galericulata, S. discolor, S.
seleriana, S. ovata, S. linearis, entre outras) sdo amplamente utilizadas na medicina
tradicional dos povos asiaticos, europeus e americanos, uma vez que tais continentes figuram
como o centro de distribuicdo sub-cosmopolita do género (Paton, 1990; Pool, 2006).
Trabalhos quimicos, fitoquimicos e farmacoldgicos com espécies pertencentes ao género
supracitado tém sido intensamente realizados com o intuito de comprovagdo da sua eficacia
terapéutica no tratamento de sintomas e/ou doencas como inflamacGes, febre, diarréia,
infeccOes virais, flngicas ou bacterianas, pressao alta, cancer, HIV, entre outras (Ersoz et al.,
2002; Chou et al., 2003; Lin et al., 2009; Shang et al., 2010; Lee et al., 2011).

Scutellaria baicalensis Georgi e Scutellaria barbata D. Don, conhecidas popularmente
na China como Huanh Qin e Ban Zhi Lian, respectivamente, encontram-se listadas na
farmacopeia dos povos da China e do Japdo. Este reconhecimento se deve tanto ao amplo uso
na terapéutica popular quanto ao fato de serem referenciadas cientificamente as suas



propriedades medicinais (anticancer, anti-inflamatéria, antialérgica, antiviral, antioxidante) e
seus principios ativos, dentre eles destancando-se os alcaloides, flavonoides (baiacalina,
baiacaleina) e terpenos (Shang et al., 2010; Chang et al., 2011; Dai et al., 2011).

Scutellaria agrestis (trevo-roxo) é a Unica espécie do género com registro de cultivo
por populacGes tradicionais no Brasil (Alonso, 1990; Almeida e Albuquerque, 2002; Harley et
al., 2010). No Amazonas, esta espécie & amplamente utilizada como medicinal no tratamento
de dor de ouvido, pressdo alta e diarreia pelas comunidades ribeirinhas residentes ao longo do
rio Solimdes, Amazonas (Cassino, 2010).

Como relatado anteriormente, numerosas sdo as pesquisas acerca dos constituintes
quimicos e farmacologicos do género Scutellaria. No entanto, poucos sdo 0s dados
anatdmicos ao seu respeito, podendo-se destacar o que se tem descrito para a familia na
literatura cléssica de anatomia vegetal (Metcalfe e Chalk, 1957) e uma breve descrigdo
anatémica da folha e do caule de Scutellaria pinnatifida A. Hamit subsp. pichleri originéria
do Ird (Hatamneia et al., 2008). Com relagdo a Scutellaria agrestis, ndo ha trabalhos na
literatura cientifica, sendo assim qualquer estudo realizado com esta espécie se faz de grande
importancia.

Diante da perspectiva de investigar o principio ativo presente nas estruturas
vegetativas de Scutellaria agrestis sob aspectos botanicos, fitoquimicos e farmacologicos, e
ainda na busca de interrelaciona-los, o presente estudo foi organizado em trés capitulos. O
primeiro referiu-se a caracterizacdo anatémica dos 6rgdos vegetativos; o segundo descreveu a
ontogenia dos tricomas e a deteccdo das substancias sintetizadas pelas estruturas secretoras e
o terceiro avaliou preliminar e experimentalmente, a partir de bioensaios in vivo, a seguranga
toxicoldgica e a acdo analgésica e/ou anti-inflamatoria do extrato aquoso da espécie estudada.
Esta pesquisa pretendeu, através do didlogo entre diferentes areas do conhecimento, gerar
dados cientificos a respeito de Scutellaria agrestis, considerando que a anatomia € um
importante pardmetro taxondmico para a certificagdo e controle de qualidade de plantas
medicinais, e que a detec¢do de compostos biologicamente ativos é fundamental na busca de
uma melhor compreensao das atividades farmacoldgicas da espécie.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral:

- Realizar um estudo anatémico e farmacogndstico dos drgaos vegetativos de
Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. (Lamiaceae), uma planta com potencial terapéutico

utilizada na medicina popular em comunidades ribeirinhas do Amazonas.

2.2. Especificos:

- Caracterizar morfoanatomicamente 0s 6rgaos vegetativos de Scutellaria agrestis;

- Efetuar prospeccdo fitoquimica preliminar para detectar as classes de compostos
presentes nos drgaos vegetativos aéreos de Scutellaria agrestis;

- Histolocalizar as classes de compostos detectadas nas estruturas secretoras de
Scutellaria agrestis por meio de testes histoquimicos;

- Investigar preliminarmente a seguranga toxicologica e as a¢des analgésicas e/ou anti-
inflamatdrias do extrato aquoso das folhas de Scutellaria agrestis por via oral através de

experimentagdo em animais.



Capitulo 1

Oliveira, A.B.; Mendonca, M.S.; Meira, R.M.S.A. Anatomia dos 6rgdos vegetativos de
Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. (Lamiaceae), uma planta medicinal, cultivada por
populacgdes ribeirinhas do Amazonas-Brasil. Manuscrito em preparagcdo para South African

Journal of Botany.



ANATOMIA DOS ORGAOS VEGETATIVOS DE Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex
Benth. (LAMIACEAE), UMA PLANTA MEDICINAL, CULTIVADA POR
POPULACOES RIBEIRINHAS DO AMAZONAS-BRASIL

Resumo: Scutellaria agrestis (Lamiaceae) € uma planta vulgarmente conhecida como trevo-
roxo, cultivada para fins medicinais por comunidades ribeirinhas residentes em area de
varzea, situadas ao longo do rio Solimdes, no interior do Amazonas, Brasil. Desta forma,
objetivou-se caracterizar a anatomia e como andlise complementar realizar alguns testes
histoquimicos dos 6rgdos vegetativos de S. agrestis. Amostras da folha, do caule e da raiz
foram coletadas de cinco individuos, nas comunidades Nossa Senhora das Gracas e Nossa
Senhora de Nazaré localizadas em Manacapuru/AM, as margens do Rio Solimdes. Amostras
foram processadas conforme metodologia usual para obtengdo de cortes histolégicos, de pegas
diafanizadas e para observacdo ao microscopio eletrénico de varredura. Testes histoquimicos
foram realizados para identificacdo de compostos fendlicos, polissacarideos e lipidios. Em
Scutellaria agrestis sdo vistos, tanto na folha quanto no caule, inGmeros tricomas tectores e
glandulares. Ademais, numerosos espacos intercelulares estdo presentes em todos 0s 6rgaos
vegetativos desta espécie. A folha é anfi-hipoestomatica, com estdmatos do tipo diacitico. A
lamina foliar possui epiderme unisseriada, com as células da face abaxial armazenando
antocianinas; o mesofilo é dorsiventral e hidatddios estdo presentes ao longo da margem. A
nervura mediana possui formato plano convexo, com sistema vascular colateral organizado
em um arco aberto. A epiderme do peciolo e do caule é unisseriada e as células armazenam
antocianinas. O peciolo exibe contorno concavo convexo e o sistema vascular € colateral. O
caule é quadrangular com vértices proeminentes; a endoderme é evidente; o sistema vascular
é do tipo colateral e a medula parenquimatica. A raiz é protostélica, com a endoderme
evidenciada pelas estrias de Caspary suberificadas; idioblastos mucilaginosos e contendo
compostos fendlicos ocorrem no cértex inclusive na exoderme e endoderme.

Palavras- chave: erva medicinal, trevo roxo, histoquimica.



ANATOMY OF VEGETATIVE ORGANS OF Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth.
(LAMIACEAE), A MEDICINAL PLANT CULTIVATED BY RIVERINE
POPULATIONS OF AMAZONAS STATE- BRAZIL

Abstract: Scutellaria agrestis (Lamiaceae) is a plant popularly known as trevo-roxo,
cultivated for medicinal purposes by residents of riverine communities of floodplain areas
along the Solimdes river in the Amazonas state, Brazil. This study aimed to characterize the
anatomy and to perform, as an additional analysis, histochemical tests of the vegetative organs
of the S. agrestis. Samples of leaf, stem and root were collected from five individuals in the
communities Nossa Senhora das Gracas e Nossa Senhora de Nazaré, located in the Solimdes
river, in Manacapuru, state of Amazonas. The samples were processed according to the usual
methodology for obtaining histological sections, diaphanized parts and for observation under
electron microscope. Histochemical tests were performed to identify phenolic compounds,
polysaccharides and lipids. Numerous glandular trichomes are seen in both leaf and stem of
Scutellaria agrestis and numerous intercellular spaces are present in all vegetative organs of
this species. The leaf is amphihypostomatic, with diacitic stomata. The leaf blade has
uniseriate epidermis, with cells of the abaxial surface storing anthocyanins. The mesophyll is
dorsiventral and hydathodes are present along the margin. The midrib has a plan-convex
shape, with vascular tissue arranged in an open arc. The epidermis of the petiole and stem
cells is uniseriate and stores anthocyanins. The petiole has a concave convex shape, collateral
vascular system. The stem is square-shaped with prominent vertices, evident endoderm,
collateral vascular system and parenchymatous pith. The root is protostelic, with endoderm
highlighted by suberified Casparian strips. Idioblasts containing mucilage and phenolic
compounds occur in the cortex including the exodermis and endodermis.

Keywords: medicinal herb, trevo-roxo, histochemistry.



INTRODUCAO

A familia Lamiaceae compreende cerca de sete subfamilias, 300 géneros e 7.500
espécies. No Brasil, ocorrem 28 géneros e 350 espécies (Souza e Lorenzi, 2008). Com
distribuicdo cosmopolita, ocorrem em todos os ambientes e altitudes. Caracterizam-se por
apresentar folhas opostas ou verticiladas, margens denteadas ou serrilhadas com ramos e
caules quadrangulares e pubescentes; flores pequenas dispostas em cimeiras (Ribeiro et al.,
1999; Souza e Lorenzi, 2008). Pertencente a esta familia, o género Scutellaria L. com
aproximadamente 360 espécies possui distribuicdo sub-cosmopolita (Paton, 1990; Pool,
2006). Ocorre principalmente em regides temperadas e montanhas tropicais incluindo a
Europa, América do Norte e Leste da Asia (Bruno et al., 2002), com algumas espécies
registradas para a América Central, Colémbia, Equador (Alonso, 1990, Pool, 2006). No Brasil
foram encontradas citacOes de ocorréncia apenas de Scutellaria agrestis A.St.-Hil. ex Benth.
(Alonso, 1990; Almeida e Albuquerque, 2002; Cassino, 2010; Harley et al., 2010).

H& muito tempo espécies de Scutellaria (S. baiacalensis, S. amoena, S. linearis, S.
viscidula, S. strigillosa, S. prostrada, S. grossas, S. barbata, S. hypericifolia, S. galericulata,
S. discolor, S. seleriana, S. ovata, S. linearis, entre outras) tém sido utilizadas na medicina
tradicional por povos asiaticos, europeus e americanos. Nos Ultimos anos, tais espécies vém
sendo estudadas nas areas da saude, quimica e fitoquimica e entdo testadas suas atividades
terapéuticas tais como antiesparmddica, antidiarréica, antifingica, febrifuga, atividade
antioxidante, anticancer, antiHIV, antibacteriana, antiviral, anti-inflamatéria, anticonvulsiva
(ErsOz et al., 2002; Chou et al., 2003; Lin et al., 2009; Shang et al., 2010).

Apesar do grande interesse a cerca das espécies de Scutellaria, estudos envolvendo
anatomia vegetal sdo raros, podendo-se destacar o que se tem descrito para a familia
Lamiaceae na obra literaria classica de Metcalfe e Chalk (1975) e uma breve descrigdo
anatomica da folha e do caule de Scutellaria pinnatifida A. Hamit subsp. pichleri (Hatamneia
et al., 2008). Sabe-se que o género Scutellaria, apresenta células especializadas por conter
“scutellarin” na face abaxial da epiderme; tricomas secretores com cabeca unicelular
especialmente grande, tricomas glandulares pedunculado com cabeca biglandular e tricomas
glandulares com cabeca contendo 16 ou mais células; e endoderme com estrias de Caspary
nitidas, caracteristicas estas de valor taxonémico, e utilizadas em chaves para distincdo deste
género na familia Lamiaceae (Metcalfe e Chalk, 1957).
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Scutellaria agrestis é cultivada e utilizada por comunidades indigenas Tikunas da
Colombia, Peru e Brasil, com fins medicinais, no tratamento de doengas do estdmago e
diarréias. Este conhecimento tradicional, concomitante a domesticacéo desta espécie ao longo
do tempo, foi sendo repassado para as demais comunidades descendentes (Alonso, 1990).
Atualmente, esta espécie, conhecida popularmente como trevo-roxo, é uma planta cultivada
por populagées ribeirinhas dos municipios do Amazonas banhados pelo rio Solimdes e tem
sido usada na medicina caseira no tratamento de dor de ouvido, febre, diarréia, presséo alta e
outras doencas, especificas do universo nosoldgico de tais comunidades (Cassino, 2010).

Em hortos e parques ecolégicos municipais da cidade de Manaus (Amazonas, Brasil),
Scutellaria agrestis vem sendo identificada erroneamente (Hipytis sp.) ou, muitas vezes,
ficando sem a identificacdo cientifica, constando apenas o seu nome popular (trevo-roxo).
Este fato é preocupante podendo gerar problemas de salde para a populacdo que usa esta
planta para fins medicinais, uma vez que plantas morfologicamente semelhante podem
corresponder a espécies distintas, € muito comum uma mesma espécie receber nomes
vulgares, tanto quanto, um mesmo nome popular pode ser usado para denominar diferentes

espécies vegetais (Borras, 2003).

Considerando-se que caracteres anatbmicos sdo parametros taxonémicos importantes
para a certificacdo e controle de qualidade de plantas medicinais, tornam-se necessarias
investigacOes da estrutura dos Orgdos vegetativos de espécies que possuam atividades
terapéuticas. Tais averiguacOes se fazem ainda mais imperativas no caso de espécies inéditas
quanto ao conhecimento anatémico, como é o caso de Scutellaria agrestis. Diante disso, 0
presente trabalho caracterizou anatdmica e histoquimicamente (analise complementar), os

orgaos vegetativos de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. (Lamiaceae).

MATERIAL E METODOS

Scutellaria agrestis foi selecionada a partir da listagem de plantas citadas e usadas
como medicinais para dor de ouvido e antidiarréica (Cassino, 2010), pelos ribeirinhos
residentes nas comunidades Nossa Senhora das Gragas situada na Costa do Pesqueiro (3°20°S,
60°36°W) e Nossa Senhora de Nazaré situada na Costa do Paratari (3°34’S, 60°55’W) em
areas de varzea, na zona rural do municipio de Manacapuru/AM, as margens do Rio

Solimdes.
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Foram realizadas coletas de cinco individuos cultivados de Scutellaria agrestis nas
comunidades ribeirinhas supracitadas para o0 estudo anatdomico. Exsicatas foram
confeccionadas e incorporadas ao Herbario do Instituto Nacional de Pesquisa da Amaz6nia —
INPA, sob o nimero de registro 232920, sendo a identidade taxonémica confirmada pelo
especialista Prof. Dr. Alan Paton (Kew Gardens, Inglaterra). Destes mesmos individuos ou
populacdes, foram retiradas amostras da raiz, do caule e da folha (peciolo e lamina foliar,
jovens e adultas), fixadas por 24 horas em formalina neutra tamponada (FNT: tampéo fosfato,
formalina, 9:1 v/v), mantidas sob vacuo em dessecador por 48 horas e conservadas em etanol
70% (Kraus e Arduin, 1997).

Para a diafanizagdo, folhas inteiras foram colocadas em solucéo de hidréxido de sodio
aquoso a 10% durante cinco dias, sendo a solu¢do trocada a cada 12 horas, e lavada em agua
corrente, seguindo-se coloracdo com safranina 1% em &lcool etilico 50% (Johansen, 1940).

Do material fixado, foram retiradas amostras da raiz (na altura de 60 mm a partir do
apice radicular), do caule (na altura de 100 mm a partir do apice caulinar) e da folha
(fragmentos da base, do meio e do apice tanto da lamina quanto do peciolo), incluidas em
metacrilato (Historesin, Leica) e seccionadas com auxilio de micrétomo rotativo (RM 2155,
Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA). Os cortes (transversais e longitudinais de 6 - 8um
de espessura) foram corados com azul de toluidina pH 4,0 (O’Brien e Mccully, 1981) para
caracterizacgdo estrutural. As laminas foram montadas com resina sintética (Permount -Fisher).
Parte dos cortes histoldgicos das amostras incluidas em metacrilato foi submetida ao PAS
(&cido periddico e reagente de Schiff) para polissacarideos gerais (Maia, 1979). Todas as

ldminas foram montadas com resina sintética (Pemount).

Testes histoquimicos foram realizados, utilizando-se cortes transversais da lamina
foliar, do peciolo, do caule e da raiz de amostras frescas. Parte dos cortes que ndo foram
submetidos a reagentes foram fotografados a fim de documentar a coloracdo original dos
tecidos analisados (branco). Seccdes controle foram realizadas simultaneamente, de acordo
com a metodologia descrita nos protocolos. Os reagentes utilizados foram: vermelho de
ruténio (Johansen, 1940) para polissacarideos acidos/mucilagens; lugol para amido (Jensen,
1962); acido tanico a 5%/cloreto de ferro 11l a 3% para mucilagens (Pizzolato e Lillie, 1973);
dicromato de potéssio a 10% para compostos fendlicos (Gabe, 1968); solucdo de ambnia para
antocianinas (Johansen, 1940); vanilina cloridrica para taninos (Mace e Howell, 1974);
floroglucinol para ligninas (Johansen, 1940); sudan IV para lipidios totais (Brundett el al.,
1991).
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As imagens foram obtidas por meio de microscépio foténico (modelo AX 70 TRF,
Olympus Optical, Toquio, Japdo) com sistema U-PHOTO, acoplado a uma filmadora e
microcomputador com analisador de imagens (Image Pro-Plus), do Laboratdrio de Anatomia
Vegetal da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Para descrever os caracteres superficiais da lamina foliar, parte das amostras fixadas
foi subdividida em pequenos pedacos (100 mm?) e desidratadas em série etilica, e secas ao
ponto critico (Bozzola e Russel, 1992). Apds a afixacdo das amostras nos suportes, procedeu-
se & deposicdo metélica com ouro utilizando-se equipamento Sputter Coater (modelo FDU
010, Bal-Tec, Balzers, Alemanha). Para captura de imagens foi utilizado microscépio
eletrénico de varredura (modelo LEO 1430 VP, Zeiss, Cambridge, Inglaterra) do Ndcleo de
Microscopia e Microanalise (NMM) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

O arranjo do sistema vascular do peciolo foi classificado de acordo com Howard
(1979); o padrdo de venacdo seguiu a classificagdo de Hickey (1979); o tipo de estdmato na
lamina foliar por Wilkinson (1979) e os tricomas analisados segundo o proposto por Theobald
et al. (1979).

RESULTADOS

Caracterizacao morfoldgica

Scutellaria agrestis € uma erva prostrada, com ramos eretos alcangando cerca de 450
mm de altura, ramificada; pubescente, com pélos distribuidos por todo corpo vegetativo aéreo.
O caule é quadrangular, de cor arroxeada (Figura 1A). A filotaxia é oposta cruzada (Figura
1B). O peciolo mede cerca de 6-10 mm de comprimento e apresenta coloracdo roxa. O limbo
é simples e bicolor, com a face adaxial de cor verde e a face abaxial roxa; apresenta venacao,
tanto de ordem priméaria quanto secundaria, proeminente (Figura 1C) e textura membranécea.
A forma do limbo é ovada a cordiforme, o apice é agudo e levemente retuso na extremidade
quando observado em estereoscépico, a base é cordada, com margem convexamente serreada
e levemente revoluta (Figuras 1B-C; 2A-D). As flores séo labiadas, variando de cor branca a
violeta, dispostas em inflorescéncia terminal do tipo cimeira (Figuras 1A, D).
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Figura 1. Plantas de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. A- aspecto geral; B, C- detalhe da filotaxia; D-
detalhe da inflorescéncia. Barra: A- 2mm, B-C- 1mm, D- 0,6mm.

Caracterizacdo anatémica da folha
O padrdo de venacdo da lamina foliar de S. agrestis € do tipo eucamptodromo e

acrodomo basal, com areolagdo randomizada, ou seja, sem um padrdo preferencial de
orientacdo, tanto no formato das aréolas quanto nas terminacdes das vénulas (Figuras 2A-D).

Figura 2. Lamina foliar de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. A- face adaxial; B- face abaxial
evidenciando hidatédios nos pice dos dentes marginais; C- apice da lamina foliar diafanizada evidenciando o
hidatédio apical; D- base da lamina foliar diafanizada. Legenda: Hi- hidatodio. Barra: A, B- 0,4mm; C, D-
230um.
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InGmeros tricomas tectores com conteddo citoplasmatico conservado, de tamanhos
variados, ocorrem em toda a superficie foliar, podendo ser uni ou multicelulares (2-7 células)
e unisseriados, na maioria das vezes sdo levemente encurvados no apice e raramente eretos,
revestidos por uma cuticula granulosa (Figuras 3A-D). Os tricomas tectores longos e com
maior numero de células ocorrem na face adaxial, ocupando toda a extensdo da lamina e os
curtos concentram-se nas margens e sobre as nervuras de ambas as faces (Figuras 3A-B).
Tricomas glandulares multicelulares do tipo capitado e peltado séo vistos em ambas as faces
da lamina foliar, com maior nimero de tricomas peltados na face abaxial (Figuras 3 D-E). O
tricoma capitado apresenta pedicelo curto e possui cerca de quatro células compondo a cabega
(Figuras 3E-F). J& o tricoma peltado encontra-se, geralmente, inserido em uma leve
depressdo, possui pedicelo curto e a cabeca multicelular contendo de 5-12 células, sendo que
a cuticula se distende com o acimulo do composto sintetizado no espago subcuticular
(Figuras 3E, G).

A folha é anfi-hipoestomatica, com estdmatos do tipo diacitico (Figuras 3H-I),
localizando-se levemente elevados em relagdo as demais células epidérmicas (Figura 3J).

A lamina foliar em vista frontal apresenta epiderme com parede anticlinal sinuosa e
periclinal convexa a cénica, em ambas as faces (Figuras 3H-1). A epiderme é unisseriada com
parede periclinal externa lisa e mais espessa do que a interna, revestida por uma cuticula
lipidica delgada (Figuras 3J, K).

As células epidérmicas sdo amplas, justapostas, de formato tabular e tamanho variado
em ambas as faces (Figura 3J). Na face abaxial, as células armazenam no vacuolo taninos e
antocianinas (Figuras 3L-N). O pigmento apresenta coloracdo vermelha (Figura 3L), quando
observado em corte fresco e muda de cor quando o pH € alterado de acido a basico utilizando-
se solucdo de amoénia, resultando numa coloracdo azulada (Figura 3N). O mesofilo é
heterogéneo, dorsiventral, com uma camada de parénquima palicadico e cerca de trés
camadas de parénquima lacunoso (tipo braciforme, quando observado em vista frontal na
figura 30), com numerosos meatos (Figura 3J).

Hidatdédios foram observados no apice da nervura mediana e nos dentes da margem da
lamina foliar, onde estdo localizados especificamente em valéculas (Figuras 2A-D; Figuras
4A-B). Estas estruturas foram observadas totalmente diferenciadas desde o estadio inicial do
desenvolvimento da lamina foliar e estdo presentes até a fase adulta (Figuras 4C-D). Séo
vascularizados exclusivamente por xilema, apresentando elementos terminais com
espessamento helicoidal (Figura 4E). O epitema subepidérmico é constituido por células
parenquimaticas justapostas densamente coradas, circundadas por bainha aberta. As cdmaras
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dos poros aquiferos sdo duas a trés vezes maiores do que as camaras subestomaticas (Figuras
4C-D). Em vista frontal, sdo registrados cerca de seis poros aquiferos em cada hidatodio da
regido marginal e cerca de doze poros no hidatédio apical, com o ostiolo sempre aberto em
todos os hidatédios (Figura 4F). O hidatddio apical € maior do que os hidatédios da margem,
apresentando maior nimero tanto de poros aquiferos quanto de células parenquimaticas que
compde o epitema (Figura 4D).

A nervura mediana possui formato plano convexo, com as células epidérmicas de
tamanho menor nesta regido da lamina foliar. Subjacentes a epiderme da face adaxial,
encontram-se duas a quatro camadas de colénquima do tipo lamelar e apenas uma camada do
tipo anelar voltada a face abaxial. O tecido vascular é colateral e estd organizado em trés
feixes conectados em forma de arcos abertos, envoltos por parénguima de preenchimento
(Figura 5A).

O peciolo em corte transversal exibe contorno cdncavo na face adaxial e convexo na
face abaxial, formando duas costelas (Figura 5B). A epiderme € unisseriada, com células de
paredes delgadas, armazenando antocianinas no vactolo (como descrito na folha),
apresentando coloragdo vermelha intensa microscopicamente (Figura 5C), aludindo a cor
arroxeada vista a olho nu, tanto na face abaxial da lamina foliar quanto no caule (Figuras 1A-
D). Tricomas tectores e glandulares, semelhantes aos descritos na lamina foliar séo
observados na superficie epidérmica (Figuras 5B-E).

O cortex é composto por colénquima do tipo anelar descontinuo, com duas camadas de
celulas na regido da costela e uma camada tanto na valécula quanto no contorno convexo.
Subjacentes ao colénquima ocorrem cerca de trés a quatro camadas de parénquima
clorofiliano homogéneo com numerosos meatos (Figura 5D).

O sistema vascular é do tipo colateral, organizado em trés feixes vasculares, um
central, maior, com forma de arco aberto e dois feixes acessérios, menores, de formato

cilindrico (Figura 5B).

Caracterizacdo anatomica do caule e da raiz

O caule apresenta, em corte transversal, formato quadrangular com Vértices
proeminentes revelando costelas (Figura 5F). A epiderme é formada por uma camada de
células poligonais revestidas por cuticula delgada corada de vermelho pelo sudan 1V (Figura
5G). Na epiderme sdo visualisadas células armazenando antocianinas, estdmatos, tricomas

tectores e glandulares, semelhante ao descrito para o peciolo.
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Na porcéo externa do cortex, ocorre colénquima do tipo lamelar, unisseriado entre 0s
veértices e pluriestratificado (duas a trés camadas) nos Vvértices; subjacentes ao colénquima,
trés a quatro camadas de células de parénquima clorofiliano dispdem-se com bastantes
espacos intercelulares (Figura 5H). A endoderme € evidente, com células amplas e coradas de
vermelho pelo sudan IV (Figuras 5G, I).

O sistema vascular é continuo, colateral, com a regido fasciculada ativa na regido dos
vértices e interfasciculada na regido das valéculas (Figuras 5F, H). Grupos de fibras apdem-se
ao floema (Figuras 5H-1). A medula é parenquimaética, com células amplas e muitos meatos
(Figura 5F).

A raiz é revestida por epiderme unisseriada com células ordinarias de formato tabular
e pélos absorventes formando um emaranhado (Figura 6A). Na camada mais externa do
cértex ocorre a exoderme unisseriada cujas células séo amplas, com formato cubico, (Figura
6A) e com acumulo de antocianinas (Figura 6B). O cortex é homogéneo, formado por tecido
parenquimatico com numerosos espacos intercelulares (Figura 6A). A endoderme apresenta-
se evidente, com a parede das células coradas de vermelho pelo sudan 1V (Figuras 6C-D). As
celulas que compdem a exoderme, o cdrtex e, inclusive a endoderme reagiram positivamente
ao dicromato de potassio revelando a presenca de compostos fenolicos, sendo que na
endoderme a reacdo foi mais intensa (Figura 6E). Nesta mesma regido, foi registrada a
presenca de mucilagem (Figura 6F). Resultados negativos foram obtidos para os testes de
tanino e compostos de reserva como polissacarideos gerais, amido e lipideos.

O teste do sudan IV revelou a presenca numerosa de micro-organismos diversos
(protistas, dentre estes algumas diatomaceas), podendo ser mdveis ou fixos detectados pela
coloragdo vermelha da membrana celular dos mesmos. Provavelmente, tais organismos
ocorrem no solo, podendo estar presentes tanto na superficie pelos absorventes quanto em
todos os espacos intercelulares da raiz (Figuras 6G-1). Os tricomas radiculares sdo de véarios
tamanhos, curtos a longos, abundantes e as vezes estdo fraturados no apice, podendo
possivelmente, ser 0 acesso de entrada dos micro-organismos encontrados na raiz.

O cilindro vascular é delimitado pelo periciclo com uma camada de células volumosas
(Figura 6C). A estrutura vascular é pentarca, organizada em cinco pdlos de protoxilema e
metaxilema no centro, alternados com floema, configurando uma estrutura tipicamente

protostélica (Figura 6C).
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Figura 3. Estruturas da 1amina foliar de Scutellaria agrestis A.St.-Hil. ex Benth. A-B face adaxial e abaxial em
MEV, respectivamente; C-D tricoma tector unicelular e multicelular (MEV), respectivamente; E- tricomas na
face abaxial em MEV; F-G tricoma capitado e peltado em seccgdo transversal, respectivamente; H,l estdmato
diacitico na face abaxial e adaxial (MEV) respectivamente; J- mesofilo em seccdo transversal; K- cuticula
epidérmica lipidica (sudan 1V); L, M, N- epiderme abaxial armazenando antocianina (corte fresco), tanino
(vanilina cloridrica) e antocianina (solu¢do de amdnia), respectivamente; O- parénquima lacunoso braciforme.
Legenda: EAd- epiderme adaxial, EAb- epiderme abaxial, Ep- epiderme, Es- estbmato, PB- parénquima
braciforme, PL- parénquima lacunoso, PP- parénquima palicadico, TG- tricoma glandular, TGC- tricoma
glandular capitado, TGP- tricoma glandular peltado, TT- tricoma tector. Barra: A-100um; B, D-200um; C, F, H,
L, O-10um; E, 1-20pum; G-110um; J, N-24um; K-12um; M-35um.
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Figura 4. Hidatodios na lamina foliar e nervura mediana de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. A-C, E-F-
hidatodio nos dentes da margem foliar. D- hidatodio no &pice da lamina foliar. A- vista geral da face abaxial em
MEV; B- detalhe da figura anterior evidenciando os poros aquiferos; C- hidatddio no limbo jovem em seccédo
longitudinal; D- hidatédio no limbo adulto em seccdo longitudinal; E- elementos traqueais helicoidais no
hidatodio; F- poros aquiferos no hidatédio. Legenda: Ba- bainha, EAb- epiderme abaxial, EAd- epiderme
adaxial, Ep- epitema, ET- elemento traqueal, Hi- hidatédio, PA- poro aquifero. Barra: A- 300um; B- 100um; C,
D- 24um; E, F- 10pum.
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Figura 5. Estruturas da nervura mediana, peciolo e caule de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. Em
sec¢des transversais. A- nervura mediana; B-E- peciolo; B- aspecto geral; C- células da epiderme armazenando
antocianina; C- colénquima (PAS) na regido das costelas; D- tricoma capitado; E-H- caule; E- aspecto geral; F-
epiderme e endoderme evidenciada pelo sudan 1V; G- cortex e tecido vascular ; H- fibras floeméticas e células
do xilema (floroglucinol). Legenda: Co- colénquima, Cos- costela, EAb- epiderme abaxial, EAd- epiderme
adaxial, Ep- epiderme, En- endoderme, Es- estbmato, Fi- fibra, FI- floema, Me- medula, Pr- parénquima, PrC-
parénquima clorofiliano, TG- tricoma glandular, TT- tricoma tector, TV- tecido vascular, TVA- tecido vascular
acessorio, TVF- tecido vascular fasciculado, TVI- tecido vascular interfasciculado, Xi- xilema. Barra: A- 70um;
B- 110um; C- 25um; D- 60pum; E- 15um; F- 150 um; G- 40um; H-30um; I-24pm.
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Figura 6. Estrutura da raiz de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. Em cortes transversais. A- aspecto geral;
B- exoderme armazenando antocianina; C- endoderme e tecido vascular; D- endoderme (sudan 1V); E- células
com composto fendlico (dicromato de potassio); F- células com mucilagem (acido tanico/cloreto de ferro I1); G-
aspecto geral da raiz com micro-organismos corados de vermelho (sudan 1V); H- micro-organismos na regido
cortical (sudan 1V); I- micro-organismos aderidos nos apéndices epidérmicos (sudan 1V). Legenda: AE-
apéndice epidérmico, CF- composto fendlico, En- endoderme, Ep- epiderme, Ex- exoderme, Fl- floema, Mi-
micro-organismo, Mu- mucilagem, Mx- metaxilema, Pe- periciclo, PC- parénquima cortical, Px- protoxilema,
TV- tecido vascular. Barra: A- 110um; B- 20um; C- 24um; D- 40pum; E-G 130um; H- 35um; I- 15um.
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DISCUSSAO

Representantes da familia Lamiaceae podem ocorrer em diversos habitats. Muitas
espécies apresentam caracteristicas de ambientes aridos, ou seja, caracteres xeromarficos. Ja
um grupo menor dentro da familia, incluindo os géneros Dysophylla, Mentha e Scutellaria, é
caracteristico de ambientes Umidos (Metcalfe e Chalk, 1957).

S. agrestis apresenta tanto tricomas tectores simples uni e multicelulares quanto
tricomas glandulares do tipo capitado e peltado. Estas estruturas epidérmicas sdo caracteres
comuns para Lamiaceae, sendo que o0s tricomas tectores podem variar de simples a
ramificados, e os glandulares do tipo peltado e/ou capitado, geralmente variando quanto ao
namero de células que compdem a cabeca secretora. A combinagdo entre quantidade e o tipo,
orientagdo e tamanho dos tricomas sdo informacgdes de grande valor taxondmico, para a
familia Lamiaceae, em especial para o género Scutellaria (Metcalfe e Chalk, 1957; Werker et
al., 1993; Ascensdo et al., 1995; Ascenséo et al., 1997; Kaya et al., 2006; Pool, 2006). Tais
estruturas sdo registradas em varias espécies de Mentha L. (Bozani et al., 2007), 13 espécies
de Hypenia (Mart. Ex Benth) R. Harley (Faria, 2008), bem como em outros representantes de
Lamiaceae (Metcalfe e Chalk, 1957; Toledo et al., 2004; Duarte e Lopes, 2005; Basilio et al.,
2006; Duarte e Lopes, 2007). Em Scutellaria é registrada a presenca de tricomas glandulares
com o pedicelo geralmente longo e cabega secretora unicelular e bicelular, e raramente a
ocorréncia de tricomas secretores com 16 células compondo a cabeca (Metcalfe e Chalk,
1957). Vale ressaltar que a caracterizacdo destes tricomas € de suma importancia, uma vez
que h& poucos relatos na literatura anatbmica para o género.

Folha anfi-hipoestomatica, como observado em S. agrestis, também foi descrito em
Cunila microcephala Benth (Toledo et al., 2004) e nas 13 espécies de Hypenia (Faria, 2008).
Os estbmatos em Lamiaceae podem ocorrer em uma ou em ambas as faces da lamina foliar
(Metcalfe e Chalk, 1957), sendo as folhas anfiestomaticas em varias espécies de Mentha, em
Hyptis suaveolens L. (Poit) (Bozani et al., 2007; Basilio et al., 2006, respectivamente) ou
hipoestométicoas em Hyptis pectinata (L.) Poit., Plectranthus neochilus Schltr. e, Leonurus
sibiricus L. (Basilio et al.,, 2006; Duarte e Lopes, 2007; Duarte e Lopes, 2005,
respectivamente). A variacdo observada indica que esta caracteristica pode ser de utilidade
para diferenciar géneros e ou espécies de Lamiaceae.

O revestimento epidérmico dos 6rgaos vegetativos aéreos de S. agrestis compde-se de
células armazenando antocianina, substancia responsavel pela cor arroxeada da face abaxial

da lamina foliar, peciolo e caule quando vistos a olho nu. A ocorréncia de células epidérmicas
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especiais para o género Scutellaria foi mencionada por Metcalfe e Chalk (1957), e registrada
na epiderme do caule de Mentha spicatus (Bozani et al., 2007), e na face adaxial da lamina
foliar de Coleus blumei Benth (Fisher, 1985). Tais pigmentos sdo hidrofilicos e ndo-toxicos,
responsaveis por algumas cores de frutas, legumes, flores e outros tecidos vegetais. As
antocianinas possuem cores diferentes que podem variar de acordo com o pH. Quando este é
inferior a 2, as antocianinas existem principalmente na forma de cétion flavilio, de cor
vermelha; se o pH for alterado para 6, este composto serd convertido em bases quinonoidais
resultando numa coloracgdo roxa (Bakowska et al., 2003).

As antocianinas presentes nos 6rgdos reprodutivos atuam, dentre diversas fungdes
conhecidas, como atrativos aos polinizadores ou dispersores de sementes. Entretanto, nos
orgaos vegetativos ainda pouco se sabe, valendo ressaltar o seu papel na defesa quimica das
plantas contra virus, fungos e bactérias, protecdo contra os raios UV e reguladores da
atividade hormonal (Buchanan et al., 2000; Castro et al., 2004; Rausher, 2006). Em S.
agrestis a presenca destes pigmentos, possivelmente, esta relacionada a protegdo contra os
raios UV, considerando tanto o ambiente ensolarado de ocorréncia quanto o habito herbaceo
da mesma. Ainda, provavelmente esta relacionada & defesa da planta contra a colonizacdo
microbiana (Harborne e Williams, 2000).

Hidatodios marginais estdo presentes na Iamina foliar de S. agrestis. Existem poucos
registros de hidatodios para representantes de Lamiaceae. Dentre os inimeros trabalhos
anatdmicos ja realizados para a familia, ressalta-se a sua ocorréncia em Coleus blumei (Fisher,
1985) e em quatro representantes de Hypenia (H. glauca, H. durifolia, H. reticulata e H.
crispata), dentre treze espécies investigadas (Faria, 2008).

Os hidatodios sdo formados muito cedo no processo de desenvolvimento da lamina
foliar e em alguns casos cessam o funcionamento mesmo antes do 6rgdo chegar a maturidade,
como apontado em Hygrophila polysperma T. Anders — Acanthaceae (Reams, 1953). J4 em
Ficus formosana Maxim. — Moraceae, é reportado o funcionamento do hidatédio laminar
ativo apenas no Ultimo estadio de maturacéo do limbo (Chen e Chen, 2006). Em S. agrestis, é
observado o hidatédio formado em limbos jovens, entretanto ha necessidade de maior
investigacdo fisioldgica, uma vez que, na maturidade, 0s poros aquosos encontram-se todos
abertos e ndo obstruidos, denotando um possivel funcionamento do ponto de vista estrutural,
muito embora a habilidade de controlar o processo de abertura do poro aquifero seja menor ou
nulo em virtude do espessamento da cuticula na maturidade (Reams, 1953; Evert, 2006).

A fungdo do hidatddio é a exsudagdo de um liquido de composicdo variavel, desde

agua pura a solutos organicos e inorganicos, por meio de gotejamento dos poros aquiferos,
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fenbmeno chamado gutacdo (Fahn, 1979; Evert, 2006). Tal processo se da quando em
condigdes propicias (umidade elevada do solo e do ar), 0 excesso de agua gerado pelo balango
positivo de entrada de agua pela raiz e reducdo ou auséncia de transpiracdo foliar é eliminado
pelos hidatddios (Fahn, 1979). As condi¢cdes ambientais adequadas para que ocorra a gutacdo
sdo ordinarias no norte do Brasil, particularmente no Amazonas onde a espécie em questdo €
cultivada.

Hidatddio do tipo epitemal (Fahn, 1979) é o tipo observado em S. agrestis. O tecido do
epitema é formado por um parénquima com organelas abundantes incluindo complexo de
Golgi, mitocéndrias, reticulo endoplasmatico, peroxissomos, ribossomos, plastideos (exceto
cloroplastos) e muitos vactolos pequenos dentro do citoplasma (Fahn, 1979; Evert, 2006;
Chen e Chen, 2006). Estudos indicam que diversos genes sao expressos em hidatédios como
GD1(glutamine dumper), que atua na regulacdo e exportacdo de aminoacidos e PHO1, que
atua na absorcdo e aquisicdo de fosfato. Estas informagdes implicam que tais genes exercem
uma funcdo importante de recuperacdo de nutrientes durante a gutacdo e possivelmente na
defesa da planta, uma vez, que os hidatddios sdo reportados como porta de entrada para
agentes patogénicos como, por exemplo, bactérias epifiticas (Fahn, 1979; Hugouvieux et al.,
1998; Pilot et al., 2004; Wang et al., 2004; Evert, 2006; Chen e Chen, 2006).

Nos individuos de S. agrestis, foram registrados, em todos os 6rgdos analisados,
tecidos com abundantes espacos intercelulares. Tal observacdo é reportada para varias
espécies de Ocimum, Salvia, Hypenia, entre outras, pertencentes a familia Lamiaceae
(Metcalfe e Chalk, 1957; Farias, 2008). A presenca destes espacos intercelulares é observada
ndo apenas em Orgdos vegetativos dos representantes de Lamiaceae, mas em &rgaos
reprodutivos como no fruto de Scutellaria minor Hudson, especificamente na estrutura do
mesocarpo (Mosqueiro et al., 2002). O autor relaciona a presenca destes espagos aeriferos
com o tipo de dispersdo (nautocoria) dos frutos de S. minor; tais espacgos propiciariam a
flutuacdo do fruto no momento da dispersdo, uma vez que esta especie é encontrada as
margens de cursos d’&guas, onde a vegetacdo circundante é sujeita periodicamente a
inundacdes (Mosqueiro et al., 2002). Na lamina foliar de S. agrestis, foi registrado um
parénquima lacunoso com caracteristica de células braciformes, ou seja, com numerosos
espagos intercelulares. Esta caracteristica possivelmente esta relacionada com o ambiente
natural desta espécie, quicd do género, ja que o centro de distribuicdo de Scutellaria se da
normalmente em ambientes imidos e encharcados como ja descrito para S. minor. e demais

espécies do género em questdo (Alonso, 1990; Mosqueiro et al., 2002; Shang et al., 2010).
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O tecido de suporte mecanico observado em S. agrestis é o colénguima, presente na
lamina foliar, peciolo e nos vértices do caule. Estas células de suporte sdo caracteres que
normalmente estdo relacionadas tanto ao habito herbaceo quanto a ocorréncia da planta em
ambientes imidos (Evert, 2006), como é o caso da espécie em questdo. J& no caso de espécies
de ambientes secos, o esclerénquima é o tecido de sustentacdo predominante, como 0
registrado nas espécies de Hypenia (Faria, 2008).

Caule quadrangular com os Vvértices proeminentes e endoderme visivel, como descrito
neste trabalho para S. agrestis, sdo caracteristicas diagnosticas presentes nos representantes de
Lamiaceae segundo Metcalfe e Chalk (1957).

Na raiz de Scutellaria agrestis, foram detectadas substancias como compostos
fendlicos e mucilagens nas células do cortex. Ainda foram evidenciados numerosos micro-
organismos, tanto aderidos aos pélos radiculares quanto livres nos espacos intercelulares do
cortex. Na rizosfera das plantas ha grande diversidade de micro-organismos em razdo da
elevada quantidade de nutrientes secretados e liberados pelas raizes, (Willadino et al., 2005).
Ademais, esses nutrientes organicos constituem eficientes atrativos para microrganismos
quimiorganotroficos oportunistas (Sala et al., 2000; Willadino et al., 2005). A presenca dos
micro-organismos nas raizes de S. agrestis pode estar relacionada aos numerosos espacos
intercelulares no cortex, os quais podem servir de abrigo, e 0s compostos secretados na raiz
servirem de atrativos. Assim, sdo recomendadas investigacbes adicionais quanto a
identificacdo dos micro-organismos, e ainda quanto as provaveis associa¢cdes que podem
ocorrer entre a espécie em questdo e 0s agentes detectados, uma vez que as substancias
secretadas podem estar intimamente relacionadas & presenga dos micro-organismos ou
implicar em estratégias adaptativas importantes para as praticas de manejo e cultivo da planta

medicinal.

CONCLUSOES

Caracteres anatbmicos de valor diagnostico em Scutellaria agrestis foram registrados
no presente estudo, em especial a presenca de hidatddio epitemal, descrito pela primeira vez
para o género. Além disso, foram encontrados caracteres ordinarios a familia Lamiaceae e ao
género Scutellaria, como tricomas tectores multicelulares e gléandulas do tipo capitado e
peltado; estdbmatos diaciticos, numerosos espacos intercelulares e caule quadrangular com

endoderme evidente. Estas informacgdes sdo relevantes, pois auxiliam na identificagdo da
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espécie, contribuindo para o controle de qualidade da mesma, uma vez que a planta em

questdo é de uso medicinal.
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Oliveira, A. B.; Mendonga, M. S.; Meira, R. M. S. A. Ontogenia dos tricomas, fitoquimica e
histoquimica dos 6rgdos vegetativos aéreos de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth.
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ONTOGENIA DOS TRICOMAS, FITOQUIMICA E HISTOQUIMICA DOS ORGAOS
VEGETATIVOS AEREOS DE Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. (LAMIACEAE),
BRASIL, AMAZONAS

Resumo: No Amazonas, Scutellaria agrestis (trevo-roxo) é uma planta muito utilizada por
comunidades ribeirinhas, situadas ao longo do rio Solimdes, no tratamento de dores de
ouvido, febre, diarréia e pressao alta. Esta pesquisa se prop6s caracterizar ontogeneticamente
0s tricomas e histoquimicamente as estruturas secretoras e determinar o perfil fitoquimico das
folhas e do caule da espécie em questdo. Amostras da folha e do caule foram coletadas de 36
individuos para o estudo anatémico, histoquimico e fitoquimica, no horto medicinal da
Universidade Nilton Lins (Manaus, AM). O estudo ontogenético das estruturas secretoras foi
realizado por meio da andlise das amostras ao microscépio de luz e de varredura, preparadas
conforme métodos usuais. Testes fitoquimicos e histoquimicos foram realizados para
identificacdo de vérias classes de metabolitos. A ontogenia dos tricomas de Scutellaria
agrestis segue o0 padrdo descrito para a familia. As estruturas secretoras responsaveis pela
sintese das substancias sdo 0s tricomas secretores capitados e peltados e as células
epidérmicas. Tais estruturas sdo o sitio de secrecdo de fenois (fendis gerais, taninos
hidrolisaveis, cumarinas e vérias classes de flavonoides como antocianinas, antocianidinas,
chalconas, auronas, flavonas, flavonois, xantonas, leucoantocianidinas, flavanonas,
flavanonois), terpenos (6leos essenciais, esteroides livres, saponinas), lipidios totais e acidos,
e proteinas. Nas folhas e caule os resultados foram negativos para polissacarideos e
alcaloides. Estes resultados contribuem para estudos taxondémicos quando se trata da
caracterizacdo anatomica dos tricomas e quimiotaxonémicos quando abordados a detecgéo
dos compostos quimicos.

Palavras- chave: trevo-roxo, desenvolvimento de estruturas secretoras, metabdlitos

secundarios.
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TRICHOME ONTOGENY, PHYTOCHEMISTRY AND HISTOCHEMISTRY OF
THE AERIAL VEGETATIVE ORGANS OF Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth.
(LAMIACEAE), AMAZONAS STATE, BRAZIL

Abstract: Scutellaria agrestis (trevo-roxo) is a plant widely used by riverine communities
along the Solimdes river in the Amazonas state (Brazil) for the treatment of earaches, fever,
diarrhea and high blood pressure. This research aimed to characterize the ontogeny of
trichomes and the histochemistry of secretory structures, and to determine the phytochemical
profile of the leaves and stem of the species. Samples of leaves and stems were collected from
36 individuals for anatomical, histochemical and phytochemical study, in the medicinal
garden of Nilton Lins University (Manaus, Amazonas state). The ontogenetic study of
secretory structures was performed through the analysis of samples under light microscope
and scanning electron microscope, prepared according to usual methods. Phytochemical and
histochemical tests were performed to identify several classes of metabolites. The ontogeny of
trichomes of Scutellaria agrestis follows the pattern described for the family. The secretory
structures responsible for the synthesis of substances are peltate and capitate glands and the
secretory epidermis. Such structures are the site of secretion of the active principle of the
plant, producing phenols (phenols, hydrolysable tannins, coumarins and several classes of
flavonoids such as anthocyanins, anthocyanidines, chalcones, aurones, flavones, flavonols,
xanthones, leucoanthocyanidines, flavanones, flavanonols), terpenes (essential oils, free
steroids, saponins), total lipids, proteins and acids. The results in leaves and stems were
negative for alkaloids and polysaccharides. These results contribute to taxonomic studies
when it comes to the anatomical characterization of trichomes and to chemotaxonomic
studies, regarding the detection of chemical compounds.

Keywords: trevo-roxo, secretory structures development, secondary metabolites.
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INTRODUCAO

Lamiaceae é uma familia usualmente conhecida pela grande quantidade de plantas
aromaticas devido a alta produgdo de terpenos. As estruturas secretoras responsaveis pela
sintese destes compostos em Lamiaceae sdo os tricomas glandulares dos tipos peltado e
capitado (Werker et al., 1993; Ascensdo et al., 1995; Ascensdo et al., 1997; Bini e Giuliani,
2006). Tais glandulas sdo frequentemente encontradas nos 0rgdos vegetativos e reprodutivos,
com variagdes entre as especies na morfologia, anatomia, composi¢cdo quimica da secrecdo,
localizacdo e funcdo (Werker et al., 1993; Ascensdo et al., 1997). Estas variaveis tém sido
investigadas por muitos pesquisadores, os quais tém desenvolvido trabalhos tanto de
morfologia, anatomia e ontogenia dos tricomas glandulares quanto de caracterizacéo
histoquimica da secrecdo (Werker et al., 1993; Ascenséo et al., 1995; Ascenséo et al., 1997,
Ascensdo e Pais, 1998; Bosabalidis et al., 1998; Gersbach, 2002; Marin et al., 2006; Bini e
Giuliani, 2006; Gairola et al., 2009).

Muitos representantes de Lamiaceae, tais como espécies dos géneros Salvia,
Plecthantus, Leonotis, Ocimum, Rosmarinus, Scutellaria, dentre outros, tém sido utilizados
para fins terapéuticos (Werker et al., 1993; Ascensédo et al., 1995; Ascenséo et al., 1997;
Marin et al., 2006; Shang et al., 2010). As espécies Scutellaria baicalensis, S. amoena, S.
linearis, S. viscidula, S. barbata, S. hypericifolia, S. galericulata, S. discolor, entre outras, se
destacam por serem plantas amplamente usadas, principalmente pelos povos asiaticos, como
medicinais e largamente investigadas quanto as suas propriedades curativas (Nalawade et al.,
2003; Shang et al., 2010). Scutellaria baicalensis é umas das ervas mais utilizadas na
medicina tradicional chinesa, sendo empregada no tratamento de desordens inflamatérias,

hepatites, infecgdes virais e bacterianas e como agente anticancerigeno (Chang et al., 2011).

O género Scutellaria ocorre geralmente na Europa, América do Norte e Leste da Asia
(Bruno et al., 2002). No Brasil, a Unica espécie encontrada € Scutellaria agrestis A. St.-Hil.
ex Benth., sendo essa cultivada para fins medicinais por populac¢ées rurais (Alonso, 1990;
Almeida e Albuquerque, 2002; Harley et al., 2010). No norte do Brasil, em especial no
Amazonas, ¢ uma planta muito utilizada por comunidades ribeirinhas no tratamento de dores

de ouvido, febre, diarreia e presséo alta (Cassino, 2010).

Diante do valor medicinal apresentado pelas espécies pertencentes a Scutellaria, foi
feita uma revisdo da literatura a respeito de sua fitoquimica e farmacologia por Shang et al.
(2010), na qual os autores destacaram que, até 0 momento, somente 35 de aproximadamente
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350 espécies foram investigadas com mais detalhes. Estudos fitoquimicos tém mostrado que
destas 35 espécies estudadas, ja foram isolados mais de 295 componentes, dentre 0s quais 0s
fendis (flavonoides) e os terpenos (6leos essenciais) foram identificados como os dois
principais compostos quimicos presentes nas espécies de Scutellaria (Shang et al., 2010).
Dentre as substancias isoladas encontram-se flavanonas, flavanonois, feniletanoides
glicosideos, iridoides glicosideos, diterpenoides, triterpenoides, sesquiterpenoides, esteroides,
alcaloides, polissacarideos, entre outros (Rosselli et al., 2007; Husain et al., 2008; Shang et
al., 2010). Considerando que estes representantes possuem muitos compostos bioativos com
efeitos contra o cancer e HIV, estudos das diversas areas do conhecimento sdo requeridos a
fim de colaborar para o desenvolvimento de novas drogas e tratamentos terapéuticos,
especialmente antitumorais e antivirais a partir de espécies deste género (Li-Weber, 2009;
Shang et al., 2010; Chang et al., 2011).

Investigagdes anatémicas, fitoquimicas e histoquimicas de Scutellaria agrestis (trevo-
roxo), se fazem necessarias, uma vez que pouco se sabe acerca desta espécie além do que se
tem descrito para a familia na literatura classica de anatomia vegetal com referéncia para o
género (Metcalfe e Chalk, 1957). Perante a importancia da vasta utilizacdo terapéutica dos
representantes de Scutellaria e ainda com intuito de subsidiar estudos tanto taxonémicos
quanto quimiotaxondmicos, esta pesquisa visou descrever o desenvolvimento dos tricomas,
caracterizar histoquimicamente as estruturas secretoras e determinar o perfil fitoquimico das

folhas e do caule de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material botanico

Individuos cultivados de Scutellaria agrestis foram coletados no Horto medicinal da
Universidade Nilton Lins, localizado na cidade de Manaus, Amazonas, Brasil (03° 3* 37.5”S e
60° 00" 33.4”W). Foram coletados seis individuos para o estudo anatémico e histoquimico e
30 individuos para as andlises fitoquimicas.

Exsicatas foram confeccionadas, identificadas pelo Prof. Dr. Alan Paton (Kew
Gardens), especialista do género Scutellaria, e incorporadas ao Herbario do Instituto Nacional
de Pesquisa da Amazonia — INPA, sob o nimero de registro 232920.
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Caracterizacao estrutural

As amostras do caule foram coletadas a partir de 100 mm do apice caulinar, e as
amostras da folha, de acordo com o estadio de desenvolvimento da mesma, considerando-se
Estadio | — primordios foliares nos &pices caulinares, Estadio Il — folhas do primeiro no,
Estédio 111 — folhas do segundo nd, Estadio 1V — folhas do terceiro né e Estadio V — folhas do
quarto né. Todas as amostras foram fixadas por 24 horas em formalina neutra tamponada
(FNT: tampdo fosfato, formalina, 9:1 v/v), mantidas sob vacuo em dessecador por 48 horas e
conservadas em etanol 70% (Kraus e Arduin, 1997).

O material foi incluido em metacrilato (Historesin, Leica) e seccionado com auxilio de
microtomo rotativo (RM 2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA). Os cortes
(transversais e longitudinais de 6 - 8um de espessura) foram corados com Azul de Toluidina
pH 4,0 (O’Brien e Mccully, 1981). Além disso, alguns cortes foram corados com Sudan IV
(Brundett et al., 1991) para evidenciar a cuticula dos tricomas glandulares. As I[aminas foram
montadas com resina sintética (Permount -Fisher). O material foi analisado e as imagens

obtidas em fotomicroscopio Olympus AX70 equipado com sistema U-photo.

Para descrever os caracteres superficiais das diferentes fases de desenvolvimento dos
tricomas, parte das amostras foliares fixadas foi subdividida em pecas de 100 mm?
desidratada em série etilica, levada a secagem em ponto critico do didxido de carbono
(Bozzola e Russel, 1992). Apds a afixacdo das amostras nos suportes, procedeu-se a
deposicdo metalica com ouro utilizando-se equipamento Sputter Coater (modelo FDU 010,
Bal-Tec, Balzers, Alemanha). Para captura de imagens foi utilizado microscépio eletrénico de
varredura (modelo LEO 1430 VP, Zeiss, Cambridge, Inglaterra) do Nucleo de Microscopia e
Microanalise (NMM) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

A descri¢do dos tricomas foi baseada na classificacdo proposta por Theobald et al.
(1979).

Caracterizacao histoquimica

Amostras frescas da lamina foliar dos 4° e 5° estadios (folhas adultas) e do caule foram
seccionadas, transversal e longitudinalmente, utilizando-se micrétomo de mesa (LPC,
Rolemberg e Bhering Comércio e Importacdo LTDA, Belo Horizonte, Brasil). As classes de
metabdlitos investigadas encontram-se descritas na Tabela 1. Cortes do material fresco que
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ndo foram submetidos a reagentes foram fotografados a fim de documentar a coloracdo
original dos tecidos analisados (branco). Secgdes controle foram realizadas simultaneamente,
de acordo com a metodologia descrita nos protocolos.

As observagdes e documentagdes fotograficas do material submetido a testes histoquimicos
foram realizadas em um microscépio de luz (modelo AX70, Olympus, Toquio, Japéo)
equipado com sistema U-Photo e recurso para epifluorescéncia. A lampada de vapor de
mercurio utilizada foi a HBO 50W e o filtro para luz azul (400nm) e ultra-violeta (300nm).

Prospeccao fitoquimica

Individuos de Scutellaria agrestis contendo o0s 6rgdos vegetativos aéreos foram
coletados as 10:00 horas da manhd no dia 05 de outubro de 2009 e imediatamente
transportados a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM). O material foi colocado em estufa com circulacdo de ar interna a 40 °C por um
periodo de 24 horas. Apos a secagem, as folhas foram destacadas manualmente do caule e
trituradas separadamente com auxilio de um moinho de faca para obtencdo da droga vegetal

pulverizada.

A partir do material vegetal seco e pulverizado (MVSP) foram realizados o0s seguintes
testes de prospeccdo: para a deteccdo de saponina, a partir do extrato aquoso a 2% por
decoccéo, foi realizado o teste de espuma com agitacdo do extrato por 15 segundos e adicéo
de trés gotas de acido cloridrico, com indicativo positivo se houver permanéncia da espuma
(Schenkel et al., 2004). Para a verificacdo de alcaloide, a partir do extrato cloridrico
(decocgdo com 1,00 g de MVSP e 20 mL de acido cloridrico (HCI) a 10%), foi observada a
reacdo com os reagentes Mayer, Bertrand, Hager e Dragendorff, com indicativo positivo para
0 aparecimento de precipitados em pelo menos dois dos cinco tubos de ensaios
experimentados (Costa, 2002). Para detec¢do de cumarinas, a partir do extrato hidroalcéolico
(extrato aquoso por decocgédo sob refluxo por cinco minutos, com 2,5 g de MVSP e 50 mL de
etanol 70%), foi aplicada uma gota de hidréxido de potassio (KOH-1N) e interpretado o teste
da fluorescéncia sob luz UV, com indicativo positivo para o aparecimento da cor amarela,
azul ou verde (Kuster e Rocha, 2004).

Os testes para deteccdo de esteroides livres, triterpenoides pentaciclicos livres e varias
classes de compostos fendlicos foram realizados segundo o proposto por Matos (1997),
seguindo uma marcha analitica. Esta é iniciada pelo preparo do extrato hidroalcoolico (extrato
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aquoso por decocgao sob refluxo por cinco minutos, com 2,5 g de MVSP e 50 mL de etanol
70%) e a partir de entdo realizados os ensaios analiticos sequenciais.

Para a deteccdo de esterdides e triterpenoides pentaciclicos livres (Lieberman-
Burchard), 10 mL do extrato recém-preparado foi levado ao banho-maria até sua secura, a
seguir o residuo seco foi extraido com 2,0 mL de cloroférmio, repetindo este passo por trés
vezes. A solucdo resultante foi filtrada utilizando-se algoddo com alguns centigramas de
sulfato de sédio anidro (Na;SO,4) em um tubo de ensaio. Para a avaliacdo deste teste foram
adicionados 1,0 mL de anidrido acético e em seguida trés gotas de acido sulfarico (H2SO,)
com vigorosa agitacdo a cada reagente acrescentado. Por fim o indicativo de positivo é
observado com o rapido aparecimento da cor azul seguida de verde permanente para
esteroides livres e cores entre parda e vermelha para triterpenoides pentaciclicos livres. O
volume restante do extrato hidroalcéolico foi fracionado em sete tubos de ensaio,
identificados em uma numeragdo crescente. A partir do volume presente em cada tubo de
ensaio foi dada sequéncia a marcha analitica, realizando os testes, que foram interpretados
segundo a coloracgdo dos precipitados demonstrados na tabela 2.

O teste para fendis, taninos hidrolisaveis e taninos condensados (tubo de ensaio 01) foi
realizado através da reacdo com cloreto férrico (1N). Para a deteccdo de antocianinas,
antocianidinas, chalconas e auronas (tubos de ensaios 02-pH 3, 03-pH 8,5 e 04-pH 11) foi
realizado por meio de variagdes do pH com hidréxido de sédio (NaOH) e acido cloridrico
(HCI). O teste para deteccdo de leucoantocianidinas, catequinas e flavonas (tubos de ensaios
05-pH 1-3, 06-pH 11) também foi realizado por meio de varia¢cGes do pH. Por fim, para o
teste de deteccdo dos flavonois, flavonas, flavononois e xantonas (tubo de ensaio 07) foram

adicionados centigramas de magnésio granulado e 0,5 mL de HCL concentrado.



Tabela 1. Testes histoquimicos aplicados em amostras frescas do material.

Lipidios

Grupos de metabdlitos

Reac8o positiva

Reagente/ Em luz visivel

vermelha Sudan IV (Brundett et al., 1991)
Lipidios totais laranja Sudan 11 (Johansen, 1940)

amarela Vermelho Neutro (Kirk, 1970) *
I,_|_p|d|os neutros e azul (4cidos), rosa Sulfato Azul do Nilo (Cain, 1947)
acidos (neutros)

Acidos graxos

verde escuro

Acetato de Cobre/ Acido Rubeanico (Ganter
e Jollés, 1969)

Terpenos

Oleos essenciais e 6leo-
resinas

azul (esséncia),
vermelha (resina),
violeta (esséncia+resina)

Reagente de Nadi (David e Carde, 1964)

Esteroides

amarela a purpura

Tricloreto de Antimdnio (Hardman e
Sofowora, 1972; Mace et al., 1974) *

Lactonas
sesquiterpénicas

vermelho-acastanhada

Acido Sulftrico (Geissman e Griffin, 1971)

Terpenoides com grupo
carbonilo

vermelho-alaranjada

2,4 — Dinitrofenilhidrazina (Ganter e Jollés,
1969)

Compostos fendlicos
gerais

castanho- avermelhada

Dicromato de Potassio (Gabe, 1968)

verde, purpura, azul,

Cloreto Férrico 111 (Johansen, 1940)

4 negro
% Flavonoides amarelo-esverdeada Cloreto de Aluminio (Charriére-Ladreix
S 1976) *
L(,L, . . Reagente de Wilson (Charriére-Ladreix
S | Agliconas flavonoicas amarela *
3 1976)
g Antocianinas azul-violeta a verde Variagao de pH com Solugao de Amonia e
£ Acido sulfurico (Johansen, 1940)
O I Taninos vermelha Vanilina Cloridrica (Mace e Howell, 1974)
Lignina vermelha Floroglucinol (Johansen, 1940)
0 vermelha Reagente deWagner (Furr e Mahlberg, 1981)
=]
2 _
g castanho-avermelhada Reagente de Dittmar (Furr e Mahlberg,
< 1981)
2 Amido roxa Lugol (Jensen, 1962)
(5]
‘(-% § Pectinas e mucilagens rosa intenso Vermelho de Ruténio (Johansen, 1940)
85
B2
E Polissacarideos neutros rosa PAS (Maia, 1979)
g
% laranja Xilidine Ponceau (O’Brien e McCully, 1981)
|
o

*: Visualizado sob luz fluorescente (UV)
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Tabela 2. Deteccdo dos fendis mediante a coloragdo dos precipitados (Matos, 1997).

Classes de compostos fenolicos Coloracéo dos precipitados
Fendis gerais variavel entre o azul e o vermelho
(%]
b= Taninos hidrolisaveis Azul
(<)
- Taninos condensados Verde
o Acido | Alcalino Alcalino
Variagoes do pH
(PH3) | (pH 8,5) (pH 11)
Antocianinas e Antocianidinas vermelha lilas azul-parpura
Flavonas, Flavonois e Xantonas - - amarela
vermelho-
Chalconas e Auronas vermelha - ;
o plrpura
(5]
°
= ] vermelho-
S Flavanonois - - _
c_>t5 laranja
- Variagoes do pH Acido (pH 1-3) | Alcalino (pH 11)
Leucoantocianidinas vermelha -
Catequinas (Taninos catéquicos) pardo-amarelada -
Flavanonas - vermelho- laranja
Flavonois, Flavanonas, Flavononois e
vermelha
Xantonas
RESULTADOS

Ontogenia dos tricomas tectores e glandulares

O apice caulinar com os primordios foliares de Scutellaria agrestis é densamente
recoberto por tricomas tectores e glandulares, (Figuras 1A-B) que se encontram em diversas
fases de desenvolvimento, com numerosos tricomas ja totalmente diferenciados (Figura 1C).

Tricomas tectores estdo presentes em ambas as faces, sobre as nervuras e margens
foliares, também ocorrendo nas areas intervenais, porém apenas na face adaxial. Os tricomas
glandulares estéo distribuidos em ambas as faces da lamina foliar, com maior concentragdo na

face abaxial, ocorrendo nos espacos intervenais de toda a superficie foliar (Figuras 1C-D).
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Tricomas estdo ausentes apenas nas regides do apice da lamina foliar e dentes marginais, onde
estdo localizados os hidatddios (Figura 1E), estruturas descritas no capitulo 1 desta tese. Nas
folhas adultas, totalmente expandidas, é observada uma reducdo na densidade de ambos 0s
tipos de tricomas resultando numa distribuicdo espagada, porém com a localizagdo dos
mesmos mantidos (Figuras 1E-F).

A diferenciacdo dos tricomas tem inicio ja no meristema apical caulinar pela atividade
da protoderme. Neste estadio, também podem ser visualizados o meristema fundamental e os
feixes procambiais (Figura 2A). No segundo par dos primordios foliares, os tricomas
glandulares e tectores comecam a aparecer (Figura 2A). Sdo formados a partir de uma Unica
célula protodérmica facilmente distinta das demais circunvizinhas, por apresentar-se dilatada
e arredondada no apice (Figuras 2B, G). O nucleo, que nas demais células protodérmicas tém
posicdo basal posiciona-se no centro do citoplasma celular quando a célula que ird formar o
tricoma se dilata (Figuras 2B, G). A célula inicial que dara origem aos tricomas secretores
(Figura 2G) difere da inicial que formara o tricoma tector (Figura 2B) por apresentar-se mais
densa e menos vacuolizada. Durante o desenvolvimento dos tricomas tectores, a célula inicial
continua a dilatar e o nucleo é deslocado para o &pice da célula (Figuras 2C, H). Na
sequéncia, ocorre a primeira divisdo periclinal (Figuras 2D, I), dando origem a duas células. A
celula apical continuard a sofrer divisdes periclinais sequenciais (Figura 2E) até que esta
estrutura esteja totalmente diferenciada em uma estrutura multicelular e unisseriada (Figura
2F).

Os tricomas tectores sdo unisseriados e variam de uni a multicelulares (2-7 células),
resultando em estruturas de tamanhos diferentes (Figuras 3A-B), podendo variar (1-14 células
basais) de acordo com o porte da mesma. Estes tricomas sdo levemente encurvados no apice e
raramente eretos, revestidos por uma cuticula granulosa, com o conteddo citoplasmatico

conservado na maioria das vezes (Figuras 3A-B).

No desenvolvimento do tricoma secretor, a célula protodérmica apical divide-se
apenas mais uma vez periclinalmente (Figuras 2J, K) dando origem a uma célula apical e uma
subapical. Posteriormente, a célula subapical se diferencia no pedicelo e a célula apical se
dilata formando a cabeca globosa, podendo, por fim, sofrer de duas a seis divisdes anticlinais
(Figuras 2L, M) dando origem a cabegca multisseriada do tricoma peltado. Foram observados
tricomas secretores com quatro células secretoras apicais (cabeca), formando o tipo capitado
(Figuras 2N-O, S) ou com cinco a doze células secretoras apicais, originando o tipo peltado
(Figuras 2P-S). A célula epidérmica basal (pé) pode dividir-se anticlinalmente de uma a sete
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vezes formando o pedestal celular que atua como suporte nos tectores, sendo que um maior
namero de divisdes anticlinais vai ocorrer nos tricomas tectores de maior porte. Ja no caso dos
tricomas glandulares, a célula epidérmica basal pode dividir-se uma vez durante a formacéo
do tipo capitado ou de uma a duas vezes no caso do tipo peltado ou pode permanecer sem
dividir-se (Figuras 2N-R).

O tricoma glandular capitado caracteriza-se por apresentar uma ou duas células basais
(pé), o pedicelo unicelular curto com as paredes laterais cutinizadas e cerca de quatro células
secretoras compondo a cabega (Figuras 2N-O, 2S, 3C). No centro da cabega secretora,
ocorrem micro poros (Figura 3C), abertura pela qual o composto, anteriormente sintetizado e
armazenado no pequeno espago subcuticular, sera lancado.

O tricoma glandular peltado encontra-se, geralmente, inserido em uma leve depressao.
O pé é composto por uma, duas ou quatro células, o pedicelo é unicelular, curto, com as
paredes laterais cutinizadas (Figuras 2P-S) e o arranjo celular da cabeca pode variar de 5-12
celulas secretoras dispostas em circulo, com a cuticula distendida armazenando, no espaco
subcuticular, o composto sintetizado pelas células apicais, conferindo a cabeca secretora um
formato esférico (Figuras 2P-S, 3D-E). Este espaco subcuticular torna-se progressivamente
grande a medida que as substancias sdo armazenadas, até que ocorra a ruptura cuticular da
linha horizontal, aparentemente fragil, observada na por¢do mediana da cabeca secretora
(Figuras 3D-E).

Os tricomas multicelulares do tipo capitado e peltado séo visualizados em ambas as
faces da lamina foliar, com maior nimero de glandulas peltadas na epiderme da face abaxial
(Figuras 3F-G).
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fasell
(1°No)

faseIV

Figura 1. Distribuicdo dos tricomas na lamina foliar de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. Imagens em
MEV. A- apice caulinar; B- primérdios do 1° n6 no apice caulinar; C- face abaxial da folha jovem com detalhe
para fases diferentes de desenvolvimento dos tricomas; D- face abaxial da folha jovem com detalhe para a
distribuicdo dos tricomas; E- face abaxial da folha adulta; F- face adaxial da folha adulta. Legenda: Hi-
hidatodio, TG- tricoma glandular, TGD- tricoma glandular diferenciado, TGI- tricoma glandular indiferenciado,
TT- tricoma tector. Barra: A-200um; C-30um; B, D, E, F-100pum.
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Figura 2. Desenvolvimento dos tricomas na folha de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. Seccbes longitudinais, exceto as figuras O e Q- secgdes transversais. A-
meristema apical e primordios foliares; B-E- diferentes fases do desenvolvimento do tricoma tector; F- tricoma tector diferenciado; G-K- diferentes fases do desenvolvimento
do tricoma glandular; L- tricoma capitado evidenciando a primeira divisdo anticlinal da cabeca; M- tricoma peltado evidenciando a primeira divisao anticlinal da cabeca; N-O-
tricoma do tipo capitado; P-R- tricoma do tipo peltado; S- tricoma peltado e capitado com lipidios impregnados no pedicelo (sudan IV). Legenda: CSA- células secretoras
apicais, FP- feixes procambiais, GC- glandula capitada, GP- glandula peltada, MAC- meristema apical caulinar, MF- meristema fundamental, Ped- pedicelo, 1°PF- primeiro
par de primdrdios foliares, 2°PF- segundo par de primdrdios foliares, Pr- protoderme, TG- tricoma glandular, TT- tricoma tector. Barra: A- 45um; B-E, G-N, P-R-12um; F-
24um; O-10um; S-12um.
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Figura 3. Tricomas presentes na lamina foliar de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. Imagens em MEV. A- face abaxial com tricomas tectores e glandulares; B- tricoma
tector na face adaxial; C- tricoma capitado na face abaxial; D- tricoma peltado na face abaxial; E- tricoma peltado na face abaxial; F- face adaxial com tricomas tectores e
glandulares; G- face abaxial com tricomas tectores e glandulares. Legenda: CEB- célula epidérmica basal, CG- cuticula granulosa, CSA- células secretoras apicais, GC-
tricoma capitado, GP- tricoma peltado, LRH- linha de ruptura horizontal, PA- poro aquoso, TG- tricoma glandular, TT- tricoma tector. Barra: A - 2um, B- 100um; C- 2um;

D- 30um; E- 10um; F- 20pum; G- 200um.
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Fitoquimica e Histoquimica do caule e da folha

A prospeccdo fitoquimica, realizada a partir do extrato aquoso das amostras do caule e
da folha de Scutellaria agrestis, revelou a presenca de saponinas, esteroides livres, fenois
gerais, cumarinas, taninos hidrolisiveis, varias classes de flavonoides (antocianinas,
antocianidinas, chalconas, auronas, flavonas, flavondis, xantonas, leucoantocianidinas,
flavanonas, flavanondis), (Tabela 3). Todos estes compostos detectados na espécie estudada
apresentaram coloracdo mais intensa nas reagdes obtidas do extrato aquoso da folha quando
comparadas ao extrato obtido do caule.

Nado foram detectados em Scutellaria agrestis alcaloides, triterpenoides pentaciclicos
livres, taninos condensados e catequinas (taninos catéquicos) (Tabela 3).

As estruturas secretoras histolocalizadas em Scutellaria agrestis séo todas de origem
epidérmica: células epidérmicas propriamente ditas (descritas no Capitulo 1 desta tese) e
tricomas glandulares capitados e peltados.

O tecido de revestimento de S. agrestis € composto por uma epiderme secretora que
recobre 0s 6rgdos vegetativos aéreos. As células epidérmicas do caule, do peciolo e da face
abaxial da lamina foliar apresentaram reacdo positiva para taninos e antocianinas (Tabela 4 e
Figuras 4A-D, respectivamente), com resultados negativos para 0s demais testes
histoquimicos aplicados (Tabela 4) e ndo conclusivos para o teste de flavonoides sob luz
fluorescente. Assim, as evidencias indicam que as classes de flavonoides detectadas por meio
dos testes fitoquimicos estdo armazenadas nas células epidérmicas.

Os tricomas capitados e peltados reagiram positivamente para lipidios totais em luz
visivel, o que foi confirmado sob luz fluorescente (Tabela 4, Figuras 4E-L). Ainda sob luz
visivel, foram detectados lipidios acidos, compostos fendlicos, éleos essenciais e proteinas
(Tabela 4, Figuras 4E, F, M-V). Os esteroides detectados por meio da prospecc¢éo fitoquimica
foram histolocalizados apenas nos tricomas peltados sob luz fluorescente (Tabela 3, 4, Figuras
4), W-Z). Os testes histoquimicos obtiveram resultados negativos para polissacarideos
(Tabela 4) e ndo conclusivos para os testes de lactonas sesquiterpénicas, acidos graxos e
flavonoides sob luz fluorescente. Nos testes realizados para detec¢do de alcaloides, tanto
fitoquimico quanto histoquimico, houve reacdo negativa, confirmando a auséncia deste

composto na espécie em questdo (Tabelas 3, 4).
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Figura 4. Histoquimica dos metabdlitos presentes nas estruturas secretoras de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. Cortes transversais, exceto A, D (frontal). A- face
abaxial contendo tanino (vanilina cloridrica); B, C, D face abaxial armazenando antocianina na cor natural e sumetido a solugdo de amdnia, respectivamente; E, F- tricoma
capitado e peltado (material fresco), respectivamente; G, H- tricomas peltados com lipidios (sudan 1V e 111), respectivamente; I- tricoma capitado com lipidio (sudan I11); J-
tricoma peltado, auto-fluorescéncia; K, L- tricoma peltados com lipidio (vermelho neutro sob luz fluorescente); M, N- tricoma peltado e capitado com lipidio acido (sulfato
azul do Nilo), respectivamente; O- tricoma capitado com composto fendlico (dicromato de potassio); P- tricoma peltado com composto fendlico (cloreto férrico); Q, R-
tricoma capitados; S, T- tricoma peltados, ambas com dleo essencial (reagente de Nadi); U, V- tricoma capitado e peltado com proteina (Xilidine Ponceau); W, X, Y, Z-
tricoma peltado com esteroides (Tricloreto de Antiménio). Barra: A- 35um; B- 10um; C-12um; D- 24um; G- 12um; E-F, H-Z- 10um.
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Tabela 3. Prospecgdo fitoquimica dos metabolitos presentes em Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex

Benth.
Grupo de metabdlitos Caule Folha
Alcaloides - -
" Saponinas + ++
o
g Esteroides livres + ++
2
= Triterpenoides pentaciclicos livres - -
Cumarinas + ++
Fendis gerais + ++
Taninos hidrolisaveis + ++
Taninos condensados - -
é Antocianinas e Antocianidinas + ++
;qg_, Chalconas e Auronas + ++
g Flavonas, Flavonois e Xantonas + ++
o
€ Flavanonéis - -
O
Leucoantocianidinas + ++
Catequinas (Taninos catéquicos) - -
Flavanonas - -
Flavonéis, Flavanonas, Flavanondis e Xantonas + ++

Reacéo positiva: +; Reacdo positiva forte: ++; Reacdo negativa: -.
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Tabela 4. Histoquimica dos metabdlitos presentes nas estruturas secretoras de Scutellaria agrestis A.
St.-Hil. ex Benth.

Caule e Folha

Grupo de metabdlitos Reagente Epiderme Glandula
abaxial capitada | peltada
Sudan IV . + +
Lipidios totais Sudan HI ) + +
8 Vermelho Neutro - ++ ++
o
£ Lipidios neutros Sulfato Azul do Nilo - - -
Lipidios 4cidos - ++ ++
Acidos graxos Acetato de Cobre/ Acido .
Rubeénico NC NC
Oleos essenciais .
, i Reagente de Nadi +t +t
Oleos resinas _ _ _
é Esteroides Tricloreto de Antimonio _ _ ++
D
E‘ Lactonas sesquiterpénicas Acido Sulftrico - NC NC
2,4 -
Terpenoides com grupo carbonilo Dinitrofenilhidrazina - - -
. . Dicromato de Potassio + + +
Compostos fenolicos gerais —
“ Cloreto férrico I11 + + +
38 Flavonoides Cloreto de Aluminio NC NC NC
S
S Agliconas flavonoicas Reagente de Wilson - - -
Y
8 Variag&o de pH (Solucéo
3 Antocianinas de Aménia/Acido ++ - -
Q. ;.
£ Sulfdrico)
S Taninos Vanilina Cloridrica ++ - -
Lignina Floroglucinol - - -
3 Reagente de Dittmar ; ; ;
k)
E
< Reagente de Wagner - - -
Amido Lugol - - -
3
3 Pectinas, mucilagens Vermelho de Ruténio - - -
5
(&)
& : ]
2 Polissacarideos neutros PAS - - -
g
[%2]
g
2 Proteinas totais Xilidine Ponceau - + +
|
o

Reacéo positiva: +; Reacdo positiva forte: ++; Reacdo negativa: -; Ndo conclusivo: NC.



50

DISCUSSAO

A grande diversidade dos tricomas tem interessado 0s boténicos por seu valor
taxondmico e sua importancia nas estratégias adaptativas das plantas (Metcalfe e Chalk, 1957;
Ascensdo et al., 1995). Além disso, os tricomas glandulares, encontrados especialmente nas
espécies de Lamiaceae, secretam substancias (terpenoides e fenois) de interesse comercial
para as industrias farmacéuticas e agricolas, e ainda, por serem utilizados como aromas e
fragrancias (Metcalfe e Chalk, 1957; Duke, 1994; Bini e Giuliani, 2006; Hatamneia et al.,
2008).

Os tricomas tanto tectores quanto glandulares de Scutellaria agrestis descritos no
presente estudo apresentam o mesmo padrdo de desenvolvimento relatados para outras
espécies de Lamiaceae, tais como Leonotis leonuros R. Br. (Ascenséo et al., 1995; Ascensdo e
Pais, 1998), Ocimum basilicum L. (Werker et al., 1993), Salvia officinalis (Corsi e Bottega,
1999), Mentha x piperita (Turner et al., 2000), Ocimum selloi Benth (Gongalves et al., 2010).

Tricomas tectores presentes na espécie estudada sdo numerosos e geralmente estdo
distribuidos sobre as nervuras e margens foliares; o mesmo foi reportado para Tetradenia
riparia (Hochst.) Codd (Gairola et al., 2009). Tais tricomas atuam na protecdo estrutural da
planta aumentando a reflexdo da radiacéo solar, reduzindo a temperatura interna e evitando a
transpiracdo excessiva da planta (Evert, 2006; Soares e Machado, 2007). Ademais, S. agrestis
apresenta células epidérmicas contendo antocianinas revestindo o caule, o peciolo e a face
abaxial da lamina foliar, esses pigmentos auxiliam na protecdo dos tecidos da planta contra os
raios UV (Harbone e Williams, 2000; Rausher, 2006). Tais mecanismos de protecéo
corroboram a realidade de ocorréncia da espécie estudada, uma vez que esta é uma erva
prostrada com ramos eretos, encontrando-se proxima a superficie do solo, exposta a
ambientes ensolarados comuns ao clima do Amazonas.

Os tricomas dos tipos capitado e peltado observados em S. agrestis sdo os tipos de
tricomas secretores tradicionalmente reconhecidos em Lamiaceae (Ascensdo et al., 1995; Bini
e Giuliani, 2006; Evert, 2006; Gairola et al., 2009; Gongalves et al., 2010). Entretanto, foi
registrado um unico tipo de glandula capitada para a espécie em questdo, diferindo de muitos
trabalhos, nos quais geralmente séo identificados dois ou mais subtipos desta estrutura. Para a
classificagdo de tal glandula séo utilizados como parametros o nimero de células secretoras
apicais (1-4) e o comprimento e nimero de células do pedicelo (Ascensdo et al., 1995;
Falciani et al., 1995; Ascensdo e Pais, 1998; Werker et al., 1993; Corsi e Bottega, 1999;
Gairola et al., 2009). A glandula capitada presente em S. agrestis esta classificada como o tipo
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| descrito para L. leonurus (Ascenséo et al., 1995; Ascensdo e Pais, 1998) e tipo B para as
espécies do grupo Stachys germanica (Falciani et al., 1995). Tal tricoma € caracterizado por
apresentar uma a duas células compondo a célula da base e o pedicelo e quatro células
secretoras apicais formando a cabega com um pequeno espaco subcuticular. Micro poros séo
visualizados no centro da cabeca secretora capitada em S. agrestis com fungédo de excregédo da
substancia acumulada temporariamente no espacgo subcuticular, corroborando o proposto por
Ascenséo e Pais (1998) para a mesma estrutura em L. leonurus.

O tricoma peltado presente em S. agrestis possui de 5 a 12 células secretoras apicais,
como reportado para outras espécies da familia com uma variacdo de 4-18 células compondo
a cabeca secretora (Metcalfe e Chalk, 1957; Corsi e Bottega, 1999; Evert, 2006; Bini e
Giuliani, 2006). Ademais, uma linha horizontal presente na por¢do mediana das células
apicais, observada na espécie estudada, € identificada em L. leonurus como a linha de ruptura
cuticular que pode ser rompida, possibilitando o langamento da substancia armazenada na
cavidade subcuticular (Ascensdo et al., 1995). Este mecanismo advém de fatores externos tais
como altas temperaturas, baixa umidade ou injlria fisica, como resposta de defesa da planta
(Ascensdo et al., 1995).

Os tricomas tanto capitados quanto peltados descritos na espécie estudada apresentam
as paredes laterais do pedicelo completamente impregnadas com substancias lipidicas, tal
observacdo foi registrada para outras espécies de Lamiaceae (Fahn, 1979; Ascenséo et al.,
1995; Ascensdo e Pais, 1998; Evert, 2006). A presenca do lipidio no pedicelo possivelmente
atua como suporte da cuticula, evitando o rompimento da camada celulésica na regido do
pedicelo quando a cuticula se encontra totalmente expandida devido ao acimulo de substancia
armazenada na cavidade subcuticular (Fahn, 1979). Além disso, parece estar relacionada com
o controle de fluxo da substancia secretada na via apoplastica (Fahn, 1979).

Raramente tricomas glandulares sdo ausentes em individuos de Lamiaceae, no entanto,
Hatamneia et al. (2008) néo registraram a presenca destas estruturas nas folhas e no caule de
Scutellaria pinnatifida subsp. pichleri.

As principais substancias quimicas produzidas pelos tricomas glandulares e epidermes
secretoras registradas neste estudo em S. agrestis sdo fendis (varias classes de flavonoides,
taninos hidrolisaveis e cumarinas), terpenos (6leos essenciais, esteroides livres e saponinas) e
ainda a presenca de lipideos acidos e proteinas, com auséncia de polissacarideos e alcaloides
para ambos os testes fitoquimicos e histoquimicos. Possivelmente, a producdo de tais
substéncias estd diretamente relacionada com o sucesso adaptativo da planta atuando no

mecanismo de defesa quimica da mesma contra herbivoria e agentes patogénicos como virus,
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bactérias e outros micro-organismos (Fahn, 1979). Recentemente foi descoberto por
Hirunuma et al. (2011) que os flavonoides enddgenos presentes nas raizes de Scutellaria
baicalensis induzem morte celular dentro de 24h por meio de apoptose via oxidac¢ao de cobre
dependente de DNA nuclear sem induzir rajadas oxidativas, utilizando peroxidases da parede
celular. Tal fendbmeno difere da acdo dos flavonoides encontrados nas demais espécies
vegetais, em que a morte celular € frequentemente desencadeada pela grande producéo de
hidroxilas, causando explosdo oxidativa. Varios flavonoides ja foram identificados nas
plantas, contudo nenhum destes havia sido identificado como sinalizador de apoptose. Este
sistema alternativo de indugdo da morte celular pode atuar na defesa da planta contra invaséo
de micro-organismos, independente de rajadas oxidativas como ocorre em outras espécies
vegetais (Hirunuma et al., 2011).

A literatura cientifica que investiga os representantes de Lamiaceae apresenta ricas
informacdes quanto a variedade de compostos quimicos produzidos por meio das estruturas
secretoras presentes nas espécies vegetais. Como exemplo, destacam-se Scutellaria
lateriflora, com a presenca de flavonas e flavanonas como principal componente fendlico,
(Lin et al., 2009); Hyptidendron canum (Pohl ex Benth.) Harley, com a presenga de
flavonoides, lignanas, terpenos e saponinas e a auséncia de amidos, alcaloides, cumarinas,
esteroides, triterpenos, antraquinonas e taninos (Fiuza et al., 2010); Coleus aromaticus
(Benth.), sinonimia de Plectranthus amboinicus Lour, com o registro de 95% de Oleos
essenciais contidos nos oOrgdos florais (Joshi et al., 2011) e Origanum X intercedens,
apresentando como principais componentes agliconas flavonoicas e dleos essenciais,
(Bosabalidis et al., 1998).

Os principais sitios de producdo dos compostos para a familia localizam-se nas folhas
de Rosmarinus officinalis L., onde ocorrem proteinas, polissacarideos e compostos fendlicos
em glandulas peltadas e capitadas (Marin et al., 2006); nas folhas de L. leonurus, onde sédo
produzidos polissacarideos, proteinas, 6leos essenciais e flavonoides em glandulas capitadas
(Ascensdo e Pais, 1998); nas folhas de Mentha spicata, onde ha biossintese de monoterpenos
em glandulas peltadas (Gershenzon et al., 1989) e nos érgaos vegetativos e reprodutivos de
Plectranthus ornatuns Codd., onde substancias hidrofilicas e lipofilicas sdo sintetizadas em
glandulas capitadas, compostos lipofilicos e terpenoicos ocorrem em glandulas peltadas e
substancias hidrofilicas e fendlicas ocorrem em tricomas digitiformes (Ascensdo et al., 1999).
Apesar da diversidade, é possivel verificar diante do exposto que 0s principais compostos
presentes na familia Lamiaceae sdo os fendis, os terpenos, polissacarideos e lipidios. Em
Scutellaria, os principais compostos encontrados séo os fendis (flavonoides) e terpenos (6leos
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essenciais). Ademais, nota-se que as estruturas secretoras responsaveis pela sintese destes
compostos sdo geralmente as glandulas peltadas e capitadas, tal como o observado na espécie
em questao.

Por meio da prospeccédo fitoquimica realizada com amostras da folha e do caule da
espécie estudada observou-se que as folhas apresentaram coloragdo mais intensa em todas as
reacOes obtidas. Assim, a folha parece ser o 6rgdo mais indicado para coleta, uma vez que este
possivelmente apresenta maior quantidade do principio ativo, consequentemente maior
rendimento no uso racional da planta. No entanto, ainda sdo necessarios estudos fitoquimicos
quantitativos para afirmacdo desta conjectura.

Os compostos quimicos supracitados (fendis e terpenos) possuem propriedades
antibactericidas, antivirais, fagoinibidoras (“antifeedant” - supressoras de apetite em insetos) e
antifungicas (Buchanan et al., 2000; Bruno et al., 1999; Harbone e Williams, 2000; Bruno et
al., 2002; Chang et al., 2011). A atividade fagoinibidora tem sido investigada por Bruno et al.
(1999), Bruno et al. (2002) e Raccuglia et al. (2010) a partir de diterpenoides neoclerodanes
(jodrellin B, jodrellin A, scutalbin A, scutecyprol B) isolados de Scutellaria rubicunda subsp.
linneana (Carbel) Rech., S. rubicunda subsp. rubicunda Hornem e diterpenoides (hastifolins
A-C) isolados de S. hastifolia. Resultados significativos foram obtidos por estes autores
guanto ao sistema de defesa da planta contra herbivoria junto a cinco diferentes tipos de larvas
de Lepidopteros. Além disso, tais diterpenoides podem ser considerados constituintes tipicos
de Scutellaria e podem ser usados para estudos quimiotaxondmicos em nivel de género
(Bruno et al., 1999; Bruno et al., 2002; Rosselli et al., 2007; Raccuglia et al., 2010).

No caule e na folha de Scutellaria agrestis foi identificada a presenca de varias classes
de flavonoides (antocianinas, antocianidinas, leucoantocianidinas, chalconas, alronas,
flavonas, flavonois e xantonas). Hussain et al.(2008) isolaram dos érgédos vegetativos aéreos
de Scutellaria linearis oito flavonoides, quatro diterpenoides neoclerodanes e dois esteroides.
Tais moléculas de flavonoides tém sido isoladas por varios pesquisadores (Hirotani et al.,
1997; Bosabalidis et al., 1998; Hussain et al., 2008; Lin et al., 2009) e, assim como 0S
terpenoides, podem ser utilizadas como marcadores quimicos para estudos
quimiotaxondmicos do género Scutellaria. Isto é possivel uma vez que estudos das vias
biossintéticas dos flavonoides podem ser utilizadas como modelo para entender a regulacdo
génica em plantas, contribuindo para o entendimento histérico evolutivo das mesmas
(Rausher, 2006).
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CONCLUSOES

A ontogenia dos tricomas de Scutellaria agrestis segue o padrdo para a familia. As
estruturas secretoras responsaveis pela sintese das substancias biologicamente ativas sdo 0s
tricomas capitados e peltados (fendis e terpenos), geralmente encontradas na familia, e a
epiderme secretora (flavonoides), esta Gltima estrutura pouco citada na literatura especifica de
Lamiaceae, quicé descrita pela primeira vez para Scutellaria neste trabalho. Entretanto, vale
ressaltar que investigacdes ultraestruturais séo recomendadas para o melhor entendimento das
vias de secrecdo, e ainda para auxiliar na interpretacdo de suas funcdes.

Os principais compostos biologicamente ativos sintetizados sdo os fendis e o0s
terpenos, ordinarios para a familia e para o género. Assim, sugere-se continuidade nos estudos
fitoquimicos, a fim de isolar constituintes quimicos das classes de terpenos e flavonoides,

uma vez que estes podem ser utilizados como marcadores quimiotaxondmicos para o0 género.
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EFEITO ANALGESICO E ANTI-INFLAMATORIO DO EXTRATO AQUOSO DE
Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. (LAMIACEAE) EM ROEDORES

Resumo: Scutellaria agrestis € utilizada por comunidades ribeirinhas do Amazonas,
principalmente para o tratamento de otites por via tdpica, utilizando-se o extrato bruto obtido
por maceracdo. O presente trabalho visou investigar preliminarmente o perfil fitoquimico, a
seguranga toxicologica e as a¢Oes analgésicas e/ou anti-inflamatorias do extrato aquoso das
folhas de S. agrestis. Desta espécie foram coletados 80 individuos no horto medicinal da
Universidade Nilton Lins, Manaus, Brasil. Amostras das folhas foram processadas segundo as
técnicas usuais para a obtencdo do material seco e pulverizado. A partir da droga vegetal
foram feitas analises do perfil fitoquimico e das doses administradas durante 0s ensaios
bioldgicos. Os metabolitos detectados foram fenois (taninos hidrolisaveis, cumarinas e vérias
classes de flavonoides) e terpenos (esteroides livres, saponinas). O extrato aquoso da folha de
S. agrestis apresentou efeito analgésico e anti-inflamat6rio atuando na resposta nociceptiva,
porém ndo apresentou atividade antiedematogénica. Ainda ndo foram detectados componentes
toxicos. Os resultados obtidos nesta pesquisa conferem base cientifica preliminar quanto ao
uso do extrato aquoso de S. agrestis na medicina popular.

Palavras- chave: trevo-roxo, fitoquimica, ensaios biologicos.
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ANALGESIC AND ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF THE AQUEOUS
EXTRACT OF Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth. (LAMIACEAE) IN RODENTS

Abstract: Scutellaria agrestis is used by riverine communities of Amazonas state, Brazil,
mainly topically for the treatment of ear infections, using the crude extract obtained by
maceration. This study aimed to preliminary investigate the phytochemical profile, the
toxicological safety and the analgesic and/or anti-inflammatory actions of the aqueous extract
of leaves of S. agrestis. Eighty individuals were collected in the medicinal garden of Nilton
Lins University, Manaus, Brazil. Samples of leaves were processed according to the usual
techniques for obtaining dry and pulverized material. Analysis of the phytochemical profile
and the doses administered during the biological assays were made from the plant drug. The
metabolites detected were phenols (hydrolysable tannins, coumarins and several classes of
flavonoids) and terpenes (free steroids, saponins). The aqueous extract of S. agrestis leaves
showed analgesic and anti-inflammatory action, acting in nociceptive response, but showed
no antiedematogenic activity. Toxic compounds were not detected. The results obtained in
this study provide preliminary scientific basis for the use of aqueous extract of S. agrestis in
folk medicine.

Keywords: trevo-roxo, phytochemistry, biological assays.
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INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) recomenda o uso de plantas medicinais,
sobretudo em paises em desenvolvimento, nos programas de saude publica (Castro et al.,
2004; Brasil, 2005). Entretanto, sdo necessarios subsidios de véarias areas do conhecimento,
tais como identificacdo boténica, prospecgdo fitoquimica, ensaios biologicos, a fim de garantir
a seguranca do uso de drogas vegetais (Castro et al., 2004; Balbino e Dias, 2010).

O género Scutellaria L. compreende aproximadamente 360 espécies de distribuigdo
sub-cosmopolita (Paton, 1990; Pool, 2006). Dentre estas espécies destacam-se S. baicalensis,
S. amoena, S. linearis, S. viscidula, S. strigillosa, S. prostrata, S. grossas, S. barbata, S.
hypericifolia, S. galericulata, S. discolor, S. seleriana, S. ovata, S. linearis, S. rehderiana,
como plantas medicinais muito utilizadas por povos tradicionais asiaticos, europeus e
americanos no tratamento de diversas doengas. A partir deste conhecimento, tém sido
investigadas diversas propriedades terapéuticas destas espécies, como antiespasmaodica,
antifngica, febrifuga, antioxidante, anticancer, anti-HIV, antibactericida, antiviral, anti-
inflamatoria, anticonvulsiva (Ersoz et al., 2002; Chou et al., 2003; Lin et al., 2009; Shang et
al., 2010). Ademais, cerca de 300 substancias biologicamente ativas foram isoladas de 35
espécies de Scutellaria. Dentre estas, 0s dois principais grupos constituintes sao 0s compostos
fendlicos (flavonoides, glicosideos feniletanoides) e os terpenos (glicosideos iridoides,
diterpenos e triterpenoides), muito embora também sejam encontrados nestas plantas outros

metabdlitos como os alcaloides, fitosterdis, polissacarideos, entre outros (Shang et al., 2010).

Scutellaria agrestis, conhecida popularmente como trevo-roxo, € uma planta cultivada
por populagdes ribeirinhas do Amazonas, Brasil, e utilizada na medicina popular para fins
terapéuticos de algumas doencas inflamatdrias, principalmente otites, para as quais se utiliza
por via topica 0 extrato bruto obtido por maceracdo. Tambem € utilizada no tratamento de
febre, diarréia e pressdo alta, com uso do extrato aquoso obtido por infusdo, administrado por
via oral (Cassino, 2010).

Na medicina popular, ¢ comum o uso de plantas medicinais para tratar otites, embora
nem sempre tal uso seja respaldado cientificamente. A otite consiste na infeccdo do ouvido
externo (inflamacg&o da pele do canal auditivo externo) ou médio (inflamacéo da mucosa que

reveste a cavidade timpanica). Ambas podem ser crdnicas ou agudas, podendo a otite externa
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ser causada por bactérias e/ou fungos e a otite média, por bactérias e/ou virus (Neto et al.,
2006; Nogueira et al., 2008).

Diante da importancia de avaliar a agdo farmacologica de drogas vegetais,
principalmente de plantas com informacdes restritas a dados etnofarmacolégicos na regido
amazonica, como € 0 caso da espécie estudada, e ainda, considerando a importancia do vasto
potencial farmacoldgico reportado ao género Scutellaria (Shang et al., 2010), o presente
trabalho visou investigar preliminarmente o perfil fitoquimico, a seguranga toxicoldgica e as
acOes analgésicas e/ou anti-inflamatdrias do extrato aquoso das folhas de Scutellaria agrestis
A. St.-Hil. ex Benth., com o propdsito de dar inicio aos primeiros estudos da atividade

terapéutica desta droga.

MATERIAL E METODOS

Individuos cultivados de Scutellaria agrestis foram coletados as 10:00 horas da manha
do dia 05 de outubro de 2009, no Horto medicinal da Universidade Nilton Lins localizada na
cidade de Manaus, Amazonas, Brasil (03° 3’ 37.5”S e 60° 00’ 33.4”W) e imediatamente
transportadas para o Laboratério de Farmacoboténica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas (FCF/UFAM). Foram utilizados 30
individuos para a prospecgdo fitoquimica e 50 individuos para a realizacdo dos ensaios
farmacoldgicos. As amostras recém coletadas foram colocadas em estufa com circulacdo de ar
interna a 40 °C + 2 °C no periodo de 24 horas. Posteriormente, a partir do material seco, as
folhas foram separadas manualmente e trituradas com auxilio de um moinho de faca.

Exsicatas foram confeccionadas, identificadas pelo Prof. Dr. Alan Paton (Kew
Gardens), especialista do género Scutellaria, e incorporadas ao Herbario do Instituto Nacional
de Pesquisa da Amazonia — INPA, sob o nimero de registro 232920.

Prospeccao fitoquimica preliminar

O material vegetal seco e pulverizado (MVSP) foi utilizado para os seguintes testes de
prospeccao: heterosideos cianogénicos, esteroides livres, triterpenoides pentaciclicos livres e
compostos fenolicos tais como taninos hidrolisaveis, taninos condensados, antocianinas,

antocianidinas, flavonoides, leucoantocianidinas, catequinas, flavondis, flavonas, flavononois
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e xantonas (Matos, 1997); saponinas (Schenkel et al., 2004); alcaloides (Costa, 2002) e

cumarinas (Kuster e Rocha, 2004).

Preparacdo do extrato aquoso

O extrato aquoso foi extraido por infusdo a 5 % de folhas secas e trituradas de S.
agrestis, durante 30 minutos. Posteriormente, foi liofilizado em aparelho Christ Beta, modelo
1-8 LMC-1, e armazenado a temperatura ambiente, protegido da luz, até o momento da

utilizagao.

Animais

Foram usados 30 ratos Wistar (peso 200-250 g), sendo quinze fémeas e quinze
machos, e 90 camundongos Swiss (peso 25-30 g), de ambos o0s sexos, metade de cada. Todos
os animais utilizados nos ensaios farmacoldgicos foram provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Amazonas.

Os animais foram mantidos em salas com temperatura de 22-25 °C, ciclo de luz
12/12h, com ragdo e agua ad libitum. Os mesmos foram ambientados na sala de experimento
durante cerca de 12 horas antes da realizacdo dos ensaios. Os protocolos utilizados foram
aprovados pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da Universidade Federal do
Amazonas (CEEA-UFAM), sob 0 namero 012/2010 (Anexo A).

Avaliacdo da toxicidade aguda e triagem hipocratica (Brito, 1994)

Para avaliacdo da toxicidade aguda, sete grupos de seis camundongos receberam doses
de 30, 100, 300, 1000, 3000 e 5000 mg/kg/dia (Anvisa, 2004) do extrato aquoso de S. agrestis
por via oral atraves de gavagem, enquanto no grupo controle foi administrada agua potavel
(10 mL/kg). O experimento foi utilizado como base para a faixa de dose testada nos demais
experimentos, considerando que ndo foi encontrada na literatura cientifica nenhuma referéncia
acerca da espécie estudada.

Foram observadas alterages como pardmetros comportamentais e fisiolégicos e

mortalidade nas primeiras 5 horas e a cada 24 horas durante 15 dias.
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Avaliagdo da atividade analgésica e/ou anti-inflamatoria pelo teste de formalina
(Lapa et al., 2008)

Para o teste da formalina foram utilizados seis grupos de oito camundongos, nos quais
foram administrados, por via oral, 10 mg/kg de indometacina (Merck, Manaus, Brasil)
solubilizada em solugdo 0,1 N de NaOH com pH 8 (controle positivo da fase anti-
inflamatoria), &gua potavel, 10 mL/kg (controle negativo) e extrato aquoso de S. agrestis nas
concentragdes 30, 100 e 300 mg/kg, e, por via subcuténea, 50 pg/kg de fentanil diluidos em
solucdo salina 0,9% (controle positivo da fase analgésica). Apds o periodo de uma hora, cada
animal recebeu 30 mL de solugéo de formalina 2% por via subplantar na pata direita. Em
seguida, os animais foram observados nos primeiros 5 minutos, para avaliacdo da atividade
analgésica (primeira fase), e dos 15 aos 30 minutos, para avaliacdo da acdo anti-inflamatoria
(segunda fase). O tempo que cada animal passou batendo, lambendo ou mordendo a pata
injetada foi registrado e as médias desses tempos observados nos grupos tratados foram
comparadas a média do controle negativo.

Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria pelo método de edema de pata em ratos
(Lapa et al., 2008).

Foram utilizados cinco grupos com seis ratos, nos quais o edema foi induzido pela
injecdo de 0,3 mL de carragenina (1,5% em salina estéril), administrada na regido subplantar
da pata direita de todos os animais. Na pata esquerda foram administrados 0,3 mL de salina,
gue corresponde ao controle individual dos animais.

Uma hora antes da injecdo de carragenina, o extrato aquoso de S. agrestis foi
administrado nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg pela via oral. O grupo controle negativo
recebeu 10 mL/kg de agua potavel (v.0.). A indometacina (10 mg/kg, v.o., solubilizada em
solugéo 0,1 N de NaOH com pH 8) foi usada como controle positivo do teste.

Apos a aplicacdo da carragenina, a progressdao do volume do edema foi mensurada
com auxilio do aparelho hidropletismémetro digital (plethysmometer modelo LE 7500).
Foram realizadas seis medidas, sendo uma basal e as demais a cada hora, durante cinco horas.
As médias de cada grupo foram comparadas com o controle negativo, a cada tempo
registrado.
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Andlise estatistica

Os resultados foram avaliados em fungdo da comparagdo com 0s grupos controle
(dgua 10 mL/kg). Os dados obtidos foram tratados estatisticamente com auxilio do Software
Graph Pad Prism versdo 5.0, por andlise de variancia (ANOVA), utilizando-se pds-teste de
Dunnett’s para 1way e Bonferroni para 2way. Os resultados foram expressos atraves da média

do desvio padrédo, sendo considerados significativos aqueles que apresentaram P < 0,05.

RESULTADOS

A prospeccdo fitoquimica realizada a partir das amostras da folha de Scutellaria
agrestis revelou a presencga de saponinas, esteroides livres, fenois gerais, cumarinas, taninos
hidrolisaveis e flavonoides como antocianinas, antocianidinas, chalconas, auronas, flavonas,
flavonois, xantonas, leucoantocianidinas, flavanonas, flavanondis (Tabela 1). Ndo foram
detectados alcaloides, triterpenoides pentaciclicos livres e taninos condensados (Tabela 1).

No experimento da triagem hipocratica, referente aos pard@metros comportamentais, foi
registrada a ocorréncia de espasmos grosseiros na primeira hora de observagdo dos animais.
Tais espasmos também foram observados nos demais experimentos realizados nesta pesquisa,
ocorrendo logo apds a administracdo oral das doses do extrato aquoso da droga testada.

Durante os 15 dias de observagéo referentes ao experimento de toxicidade aguda, néo
houve registro de morte de nenhum dos animais testados, portanto nao foi possivel determinar
a DLsp. O extrato foi considerado sem toxicidade no modelo testado, considerando-se que a
dose testada (5000 mg/kg/dia) neste experimento foi a maxima, como o exigido pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. Ademais, foi registrada por meio da prospeccdo fitoquimica
a auséncia de heterosideos cianogénicos na folha de S. agrestis, corroborando os dados

obtidos in vivo.
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Tabela 1. Prospecgdo fitoquimica da droga vegetal de Scutellaria agrestis A. St.-Hil. ex Benth.

Metabdlitos Folha
Heterosideos cianogénicos -
Alcaloides -
Saponinas ++
Esteroides livres ++
Triterpenoides pentaciclicos livres -
Cumarinas ++
Fenois gerais ++
Taninos hidrolisaveis ++
Taninos condensados -
Antocianinas e Antocianidinas ++
Chalconas e Auronas ++
Flavonas, Flavonois e Xantonas ++
Flavanondis -
Leucoantocianidinas ++
Catequinas (Taninos catéquicos) -
Flavanonas -
Flavondéis, Flavanonas, Flavanondis e Xantonas ++

Reacéo positiva: +; Reacdo positiva forte: ++; Reacdo negativa: -.

No teste de formalina, houve reducdo da resposta ao estimulo doloroso nas duas fases
de observagdo (Figura 1). Nos primeiros cinco minutos do teste, que correspondem a fase
neurogénica, observou-se uma reducdo média de cerca de 32% da sensacdo algica nos animais
que receberam as trés doses do extrato quando comparados ao controle negativo. Ja nesta fase
inicial, o extrato foi capaz de reduzir de maneira estatisticamente significativa a resposta dos
animais ao estimulo nocivo quando comparado ao controle positivo fentanil (droga padrao),
que apresentou 84% de inibicdo da sensacdo de dor. Durante a fase anti-inflamatoria, avaliada
nos ultimos 15 minutos de observagdo, obteve-se reducdo média de 65% da resposta algica
nos animais tratados com as doses de 100 e 300 mg/kg do extrato, sendo essa redugédo
estatisticamente significativa, quando comparada com ambos os controles positivos,
indometacina e fentanil.

Na avaliagdo da atividade antiedematogénica, pelo modelo de edema de pata em ratos,
0 extrato aquoso da folha de S. agrestis ndo demonstrou atividade estatisticamente
significativa quando comparado ao controle negativo (Figura 2).
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Figura 1. Efeito da administracdo (p. 0.) de S. agrestis A. St.-Hil. ex Benth. (30, 100, 300 mg/kg),
indometacina (10 mg/kg), agua potavel (10 mL/kg) e (p. sc.) e fentanil (50 pg/kg) em camundongos
(n=8) para avaliacdo da atividade analgésica e/ou anti-inflamatoria por meio do teste de formalina. Os
dados sdo expressos através da média do desvio padrdo, com P < 0,05 (ANOVA 2way, pos-teste de

Bonferroni).
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Figura 2. Efeito da administragéo (p. 0.) no tempo de 3 horas de S. agrestis A. St.-Hil. ex Benth. (30,
100, 300 mg/kg), indometacina (10 mg/kg) e &gua potavel (10 mL/kg) em ratos (n= 6) para avaliagcdo
da atividade anti-inflamatéria por meio do teste de edema de pata. Os dados sdo expressos através da

média do desvio padrdo, com P < 0,05 (ANOVA 1way, pés-teste de Dunnett’s).
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DISCUSSAO

Em Scutellaria agrestis foi registrada a presenca de terpenos e fendis, compostos
também registrados em varias espécies do género (S. linearis, S. baicalensis, S. amoena, S.
linearis, S. viscidula, S. barbata, S. hypericifolia, S. galericulata, S. discolor), incluindo a
presenca de alcaloides em S. barbata e S. baicalensis (Hirotani et al., 1997; Bosabalidis et al.,
1998; Hussain et al., 2008; Lin et al., 2009; Shang et al., 2010; Lee et al., 2011). Alcaloides
ndo foram detectados na espécie estudada, sendo este resultado obtido tanto do perfil
fitoquimico quanto histoquimico (este ultimo, no capitulo 2 desta tese).

Os fendis e os terpenos, principalmente os flavonoides, e seus derivados (cerca de 160
compostos) como flavonas, flavonois, flavanonas, entre outros, ja& foram isolados de 35
espécies de Scutellaria e relacionados a varias atividades terapéuticas, como anti-inflamatoria,
anticancer, antioxidante, antimutagénica, entre outras atividades (Shang et al., 2010; Park et
al., 2011). Neste contexto, citamos alguns exemplos reportados na literatura cientifica como a
presenca de flavonoides (baiacalina, baiacaleina) em Scutellaria baicalensis, relacionada as
atividades de melhor desempenho da funcdo contrétil cardiaca por meio de seus efeitos anti-
inflamatorios, antioxidantes, antiapoptéticos, ainda contribuindo para o0s efeitos
cardioprotetores e para aliviar as respostas ao estresse (Lee et al., 2007; Lee et al., 2011). Em
Scutellaria barbata, foi verificado um grande nimero de flavonoides, alcaloides, esteroides,
diterpenoides e polissacarideos relacionados a efeitos inibitérios de uma variedade de
canceres humanos incluindo leucemia, hepatoma, cancer de colo de Utero, de mama, do
sistema digestivo e de figado; ainda a partir do extrato bruto desta planta, foram testadas in
vitro e in vivo as atividades antitumorais, tendo como resposta a ndo proliferacdo de células in
vitro, inibindo o crescimento de tumores em roedores (in vivo) e ainda melhorando a fungéo
imunoldgica dos mesmos (Dai et al., 2011).

Entre as diversas atividades terapéuticas listadas para os representantes de Scutellaria,
a atividade anti-inflamatdria parece ser o efeito farmacoldgico caracteristico do género (Shang
et al., 2010; Lee et al.,, 2011). A inflamacdo é uma resposta do organismo vivo a uma
agressdo sofrida, caracterizada pelo surgimento dos sinais classicos de rubor (eritema), calor
(aumento da temperatura na regido inflamada), tumor (edema), dor e perda de funcdo do
tecido ou érgdo afetado (Falcéo et al., 2005). H& diferentes causas para o desenvolvimento do
processo inflamatdrio, mas os mecanismos sdo comuns a todos os tipos (Falcao et al., 2005).

O extrato aquoso de S. agrestis demonstrou uma agdo acentuada sobre dois desses
sinais da inflamacdo, a resposta nociceptiva (dor), apresentando um efeito analgésico nos
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animais ja na primeira fase de observacdo do teste de formalina. O modelo experimental
utilizado nesta pesquisa compde-se de duas fases de resposta a formalina com mediacdo
quimica e mecanismos de modulacéo distintas, apresentando diferencas marcantes quanto a
sua sensibilidade a drogas analgésicas. Assim, a primeira fase refere-se a um carater
neurogénico, sendo sensivel a analgésicos opioides e a alguns agonistas das vias
descendentes, enquanto a segunda fase é caracterizada como dor de origem inflamatoria,
sendo sensivel a analgésicos anti-inflamatorios ndo esteroidais (Lapa et al., 2008). Assim,
pode-se interpretar que o extrato de S. agrestis possivelmente possua atividade do tipo opioide
causando a dessensibilizacdo das fibras periféricas responsaveis pela aferéncia dos sinais
algicos, o que ndo descarta inicialmente a possibilidade de efeito anti-inflamatério
coexistente. Além disso, 0 registro dos animais apresentarem espasmos Qrosseiros,
observados sempre na primeira hora apds a administracdo das doses da droga testada, pode ser
interpretado como a ocorréncia de euforia. Tal evento comumente é propiciado por
analgésicos do tipo opioide (Rang et al., 2004), corroborando o pressuposto para a droga
estudada neste trabalho.

O termo opioide se aplica a qualquer substancia, endégena ou sintética, que produz
efeitos semelhantes a morfina (Rang et al., 2004). O Opio é um extrato obtido da seiva da
papoula (Papaver somniferum), que contém dois tipos de alcaloides analgésicos, a morfina e a
codeina (Rang et al., 2004; Heinz et al., 2010). A morfina, o principal componente, exerce
acOes depressoras e estimulantes em sitios especificos no sistema nervoso central (SNC),
podendo apresentar efeitos como analgesia, euforia, sedacdo, depressdo respiratdria, supressdo
da tosse entre outros (Rang et al., 2004; Tripathi, 2006).

Como descrito, o alcaloide € a principal substancia responsavel pela acdo analgésica
do tipo opioide. Na espécie estudada, ndo foi detectada a presenca deste composto, entretanto
foi registrada a presenca de terpenos. O diterpeno neoclerodane (salvinorina A), presente em
Salvia divinorum (Lamiaceae), foi descoberto como um receptor opioide potente e seletivo
(KOR) agonista, publicado como a primeira droga opioide ndo nitrogenada, ou seja, ndo
alcaloide subtipo seletivo (Roth et al., 2002; Yan e Roth, 2004). Salvinorina A possui
propriedades psicoativas e, quando injetada, distribui-se por todo o cérebro, principalmente no
cerebelo e cortex, com absorcdo extremamente rapida e curta duracdo e estima-se que menos
de 10 mg no cérebro podem ser responsaveis pelos efeitos alucindgenos (Hooker et al., 2008).
Ap0s a descoberta de salvinorina A, estdo sendo desenvolvidos alguns estudos voltados para a
sintese de sintéticos deste diterpeno (Simpson et al., 2009; McGovern et al., 2010), assim
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como para a sua utilizagdo como uma droga potencial ansiolitica e antidepressiva (Braida et
al., 2009).

Diante do exposto, hd necessidade de maiores investigacdes quanto a substancia
responsavel pela acdo farmacoldgica da droga (S. agrestis) testada neste estudo, uma vez que
ha referéncias literarias de varios diterpenos neoclerodane para o género, tais como
diterpenoides neoclerodanes jodrellin B, jodrellin A, scutalbin A, scutecyprol B isolados de
Scutellaria rubicunda subsp. linneana (Carbel) Rech., S. rubicunda subsp. rubicunda Hornem
e diterpenoides hastifolins A-C isolados de S. hastifolia (Bruno et al., 1999; Bruno et al.,
2002; Raccuglia et al., 2010). Ainda, vale ressaltar a indicacdo do extrato de Scutellaria
baicalensis e S. lateriflora para a reducdo da ansiedade, depressdo, insbnia, estresse,
irritabilidade e inquietacdo (Lee et al., 2007; Head e Kelly, 2009).

Avaliando-se o extrato de Scutellaria agrestis durante a segunda fase de observagao
do teste de formalina (anti-inflamatoria), obteve-se uma redugdo média de 65% da resposta
algica nos animais tratados com as doses de 100 e 300 mg/kg do extrato. A dor inflamatoria é
ocasionada pela liberacdo de mediadores inflamatorios que desencadeiam a sensibilizagdo de
nociceptores presentes nas terminacdes de fibras nervosas aferentes primarias, tendo como
consequéncia um desencadeamento de respostas maiores em intensidade e/ou duragdo (Rang
et al., 2004).

A atividade antiedematogénica realizada a partir do extrato aquoso da folha de S.
agrestis mostrou resultados ndo significativos, verificando-se que o extrato desta planta ndo
tem efeito na reducdo do edema durante o processo inflamatdrio, apresentando apenas agado
analgésica registrada no teste de formalina. Rang et al. (2004) reportam que a dor associada a
lesdo em neurdnios da via nociceptiva, em vez de estimulo periférico excessivo, é
frequentemente um componente dos estados da dor cronica e pode responder mal aos
analgésicos opiaceos. Ademais, quando uma droga vegetal apresenta efeito antinociceptivo
acessado pelo modelo das contor¢cdes abdominais ou pelo teste de formalina (segunda fase)
dissociado da acdo antiedematogénica no modelo da carragenina; pode-se, entdo, descartar a
possibilidade desta droga estar alterando a participacdo das prostaglandinas no processo anti-
inflamatorio (Lapa et al., 2008). Diante dos efeitos farmacolégicos obtidos para S. agrestis,
possivelmente sua acdo ndo esta relacionada as prostaglandinas, contudo sdo necessarios
estudos in vitro para se esclarecer o mecanismo de ac¢do desta droga.

Neste contexto, a partir do extrato obtido da raiz de Scutellaria baicalensis registrou-
se um potente efeito analgésico pautado a outros mecanismos anti-inflamatérios no qual foi

proposto que os mecanismos de Baicalina (substancia isolada do extrato) podem estar
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associados a inibicdo de mediadores inflamatdrios (citocinas pré-inflamatérias como a PGE2)
e ainda, outras possibilidades como um aumento de IL-10 e a inibicdo da infiltracdo de
neutréfilos induzida pela injecdo de carragenina nas patas dos animais. Assim, sugere-se que
Baicalina pode ser terapeuticamente Gtil para mitigar a dor inflamatéria (Chou et al., 2003;
Yoon et al., 2009).

O extrato aquoso de S. agrestis nos experimentos de toxicidade tanto in vitro quanto in
vivo nos modelos testados apresentaram-se atoxicos. Os flavonoides geralmente sdo
substancias que possuem baixa toxicidade do ponto de vista farmacolégico e numerosos
efeitos bioldgicos e atividades terapéuticas (Harborne e Williams, 2000; Tabares, 2007).
Tendo em vista que a droga estudada apresenta muitos tipos de flavonoides, é possivel
relacionar a presenca destas substancias & auséncia de toxicidade registrada neste estudo.
Ainda vale ressaltar que a auséncia de metabdlitos tdxicos é considerada uma propriedade
importante para a selegdo de compostos promissores (Pereira, 2007).

CONCLUSOES

Os dados obtidos nesta pesquisa fornecem base cientifica preliminar para o uso
popular do extrato aquoso de S. agrestis pela comunidade ribeirinha do Amazonas.
Entretanto, sugerem-se mais experimentos in vivo e in vitro com intuito de estudar o
mecanismo de acdo analgésica da droga e investigacdo de outras propriedades terapéuticas. A
auséncia de sinais de toxicidade em animais de experimentacdo expostos a altas doses do
extrato proporciona uma margem de seguranga confortvel para os avangos dos estudos in

Vivo com esta espécie.
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3. SINTESE

Scutellaria agrestis (trevo-roxo) é uma planta cultivada e utilizada principalmente para
o0 tratamento de dor de ouvido pela populagéo ribeirinha residente ao longo do rio Solimdes
(Amazonas). Partindo destas informagdes, esta planta foi estudada quanto aos seus aspectos
boténicos e farmacogndsticos, com o intuito de identificar o principio ativo da planta e
assegurar seu uso quanto ao efeito anti-inflamatorio e toxicolégico. Assim, para garantir a
coleta da espécie correta, contribuindo para o controle de qualidade da mesma, obteve-se
como resultado as caracteristicas morfoanatdmicas de valor diagndstico para Scutellaria
agrestis, que sdo: caule quadrangular de cor arroxeada, com endoderme evidente; filotaxia
oposta cruzada; peciolo concavo convexo de coloracdo roxa; limbo simples, bicolor, com a
face adaxial verde e a face abaxial roxa; estbmatos do tipo diacitico; venagdo tanto de ordem
primaria quanto secundaria proeminente, do tipo acrédoma-eucamptédroma, contorno plano
convexo; textura membranacea; forma do limbo ovada a cordiforme, apice agudo e levemente
retuso na extremidade quando observado em estereoscdpico, base cordada, com margem
convexamente serreada e levemente revoluta; hidatdédio epitemal distribuidos ao longo da
margem com apenas um localizado no &pice; tricomas distribuidos em todo o corpo
vegetativo aéreo dos tipos tectores multicelulares, glandulares capitados (de um Gnico tipo
caracterizado pelas quatro células secretoras apicais) e glandulares peltados; com numerosos
espacos intercelulares presentes em todos os 6rgéos vegetativos.

Durante o estudo ontogenético dos tricomas, registrou-se que o seu padrdo de
desenvolvimento corresponde ao dos demais membros da familia. As estruturas responsaveis
pela sintese das substancias biologicamente ativas sdo 0s tricomas capitados e peltados (fenois
e terpenos) e a epiderme secretora que reveste o caule, o peciolo e a face abaxial da lamina
foliar (flavonoides). Foi registrada a presenca de esteroides livres, saponinas, 6leos essenciais,
lipidios &cidos, taninos hidrolisaveis, cumarinas e varias classes de flavonoides como
antocianinas, antocianidinas, chalconas, auronas, flavonas, flavonois, xantonas,
leucoantocianidinas, flavanonas, flavanonois. Acredita-se que os flavonoides e os terpenos
sintetizados nas estruturas secretoras dos 6rgdos vegetativos da espécie sejam as principais
substancias responsaveis pelos efeitos analgésicos e anti-inflamatorios observados como
resposta & nocicepcdo induzida nos experimentos bioldgicos. Ainda, destaca-se a auséncia de
substancias toxicas no extrato aquoso desta planta. Assim, tais resultados conferem suporte
cientifico preliminar para o uso popular do extrato aquoso de S. agrestis pela comunidade
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ribeirinha do Amazonas como agente analgésico e assegura uma margem confortavel para os
avancos dos estudos in vivo e in vitro desta espécie quanto a toxicologia da planta.
Sugerem-se investigacdes ultraestruturais das glandulas e epiderme secretora para o
melhor entendimento das vias de secrecdo; continuidade nos estudos fitoquimicos, a fim de
isolar constituintes quimicos das classes de terpenos e flavonoides, uma vez que estes podem
ser utilizados como marcadores quimiotaxondmicos para 0 género e, ainda, ser relacionados
com a atividade terapéutica. Por fim, recomenda-se o0 prosseguimento nos estudos in vivo e in
vitro da droga vegetal com intuito de estudar o mecanismo de agdo analgésica da mesma e

ainda investigar outras propriedades terapéuticas.
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5. ANEXO A. Autorizacio do Comité de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal do Amazonas (referente ao capitulo 3).
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