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REsuMoO

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo da histologia foliar de Tetradenia riparia,
analisando folhas adultas colhidas no estdgio vegetativo, por meio de estudos de microscopia de
luz e de microscopia eletronica de varredura. Paralelamente, foram efetuadas andlises de
constituintes quimicos por cromatografia de camada delgada e por cromatografia liquida de alta
pressdao (HPLC) e andlises da atividade antibacteriana do extrato foliar, para determinar um
possivel potencial terapéutico dessa plania. Os resultados obtidos permitiram classificar a folha
como dorsiventral, anfiestomdtica, sendo comum a ocorréncia de grandes cdmaras
subestomadticas na face abaxial. A epiderme é unisseriada, com células irregulares, as células da
face adaxial sdo maiores que as da face abaxial, envolvidas por cuticula e portadora de tricomas
glandulares e ndo glandulares. Hd tricomas glandulares capitados e peltados, além de longos
tricomas lectores,,e ocorréncia de diversos tricomas capitados de diferentes morfologias. Hd
muitas drusas no parénquima clorofiliano. O sistema vascular é do tipo colateral ndo continuo,
separado por células de parénquima. Por meio do espectro obtido em CLAF-DAD, constatou-se a
possibilidade da presenca da classe de [Fpirona. Os espectros no UV oblidos para os picos
356,789 e 10 poderiam ser atribuidos, preliminarmente, a substancias flavonoidicas ou a
ésteres (dcido cafeico). O extrato aquoso foliar mostrou efeito antibacteriano para Escherichia coli
e Staphylococcus aureus em fodas as concentracoes usadas.

PALAVRAS-CHAVE: Tetradenia riparia, anatomia foliar, cromatografia, atividade antibacteriana, tricomas
secrelores.

ABSTARCT

The aim of this work was to carry through a leaf anatomical study of Tetradenia riparia, through
Optic Microscopy (0. M.) and of Scanning Electron Microscopy (S.E.M.), and also to carry through a
preliminary analysis. Parallel chemical constituent analyses for chromatography of thin layer and
high-pressure liquid chromatography (HPLC) and analyses of the antibacterial activity of the leaf
extract was made to determine a possible therapeutical potential of this plant. Transversal sections
in the region of mesophyll, classify the leaf as having palisade parenchyma on upper surface, with
stomata along both surfaces of the leaf, being common the occurrence of gdreat stomata
chambers in the abaxial face. There are uniseriate epidermal cells, with irregular cells, being the
cells of the upper face bugger than the lower face the cells of both are involved for cuticule and
having glands trichomes and no gland trichomes. There are gdlandulars capitades and peltades
trichomes, besides long tricomas tectors, occurring several trichomes capitades of different
morphologies. There are many druses in chlorophylian parenchyma. The vascular bundle is not
continuous, collateral type, separed for cells of parenchyma. Through the specter gotten in CLAF-
DAD, it was evidenced possibility of the presence of the a-pirona. The specters in the UV dotten
for peaks 3,5,6,7,89 and 10 could be attributed, preliminarily, flavonoids substances or esters
(cafeic acid). The leaf extract showed to antibacterial effect for Escherichia coli and Staphylococcus
aureus in all the used concentrations.

Kevy worps: Tetradenia riparia, /eaf anatomy, chromatography, antibacterial activity, trichome
secretory.
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I. INTRODUCAO

A flora brasileira é riquissima em exemplares com potencial terapéutico. Atualmente, existem
inimeras pesquisas em busca de moléculas ativas nas plantas, em organismos marinhos, insetos e micro-
organismos. A diversidade molecular é um fator importante para a procura de novas moléculas nas plantas,
apresentando diferentes propriedades fisico-quimicas, o que representa um desafio ao quimico, em isolar e
determinar a estrutura desses compostos ativos, uma vez que o extrato bruto da planta pode conter centenas
ou milhares de compostos (HAMBURGUER; HOSTTMANN, 1991).

Os vegetais, além da producao de celulose, lignina, proteinas e outras substancias oriundas do
metabolismo celular, sao responsaveis também pela sintese de produtos de baixo peso molecular, resultantes
do metabolismo celular secundario, podendo ser convenientemente agrupados como glicosideos, saponinas,
taninos, antraquinonas, alcaléides, flavonoides, 6leos essenciais e outros (CRAVEIRO & MACHADO, 1986). Os
compostos do metabolismo secundario dos vegetais podem ser atrativos de insetos polinizadores ou
repelentes de predadores ou ainda, atuar como inseticidas. Para 0 homem, esses compostos apresentam
grande valor na cosmetologia, gastronomia, na industrializacao de inseticidas e farmacos.

Tetradenia riparia (Hochst) Codd ¢ uma planta empregada na medicina popular de Rwanda,
conhecida popularmente como umuaravumba, cultivada ao redor das casas. As folhas sao utilizadas,
principalmente, como remédio para doencas como malaria, angina, doenca tropical de pele, gastroenterites,
gonorréia, diarréia, abscessos dentarios, dores de cabeca, bronquites, tosses, ulceras, esterilidade feminina,
doencas renais, febres e outras (HOENE, 1970; VAN PUYVELDE et al.1981; VAN PUYVELDE et al.1986). No Brasil,
a espécie Tetradenia riparia, foi introduzida como planta ornamental exética e é cultivada em parques, jardins
residenciais e hortos, distribuidas pelo Estado de Sao Paulo (ZELNIK et al.1978). Conhecida popularmente
como incenso, lavandula, limonete, pluma-de-névoa ou falsa mirra é utilizada principalmente como
ornamental. A planta exala um aroma intenso muito agradavel.

Nas Lamiaceae, a morfologia, distribuicao e frequéncia dos tricomas glandulares e a classe quimica
dos compostos secretados tém sido usados como caracteres discriminativos em nivel de subfamilia ou em
taxons inferiores a familia (EL GAZZAR ; WATSON, 1970; ABU-ASAB ; CANTINO, 1987; CANTINO, 1990). A posicao
sistematica da espécie /boza riparia, ap6s minuciosos estudos, foi revista e verificou-se que as caracteristicas
apresentadas pelos exemplares se adequavam ao género Tetradenia. Em face disso, houve a mudanca do
género lboza para o género Tetradenia, modificando o nome para 7etradenia riparia(CODD, 1983).

A producao de o6leos essenciais nas plantas esta geralmente associada a presenca de glandulas
secretoras especializadas, tais como tricomas glandulares, ductos de 6leo e resinas que contém grande
quantidade de terpenos, considerados os sitios primarios de acumulo desse material. Ha trabalhos com
Tetradenia riparia que relatam substancias isoladas das folhas, como ibozol e 8 (14), 15-
sandaracopimaradieno - 2 a, 18-diol diterpendides (ZELNIK, et al.1978); (VAN PUYELDE, et al.1987);
umuravumbolida e diacetilboronolida o- pironas (VAN PUYELDE, et al.1981), 1’,2’-dideacetilboronolida ([-
pirona), sitosterol, stigmasterol e campesterol (esterois) (ZELNIK, et al.1978), (VAN PUYELDE, et al.1986) e seu
oleo essencial com, aproximadamente, 200 componentes (VAN DUNKEL et al.1990). Os diterpendides
apresentam atividade antimicrobiana, antiespasmodica e antitricomonas, sendo ainda inibidor do crescimento
de raizes de trigo (VAN PUYELDE, et al., 1988).

O objetivo deste trabalho foi analisar a anatomia foliar por meio de estudos de microscopia de luz e
de varredura, realizar analises histoquimicas e a atividade antibacteriana de extratos foliares de 7. riparia.

ll. MATERIAIS E METODOS

Os espécimes vegetais estudados foram colhidos no Canteiro de Plantas Medicinais da ESALQ-USP,
em Piracicaba. As populacoes de 7. riparia, nao receberam nenhum tratamento especial no seu cultivo. Com a
finalidade de se estudar a histologia da lamina foliar, foram coletadas folhas adultas do terceiro ou quarto né,
num total de dez individuos, colhidas no estagio vegetativo da planta

2.1-ESTUDOS DE MICROSCOPIA DE LUZ:

O preparo do material para obtencao do laminario histologico constituiu-se basicamente de
processos usuais utilizados em microtomia: fixacao em FAA 70% por 24 horas, desidratacao em série alcoolica
(etilica), infiltracao em resina sintética, emblocamento, seccionamento, coloracao e montagem de laminas
permanentes (Gerrits,1964). As pecas incluidas em resina sintética foram seccionadas em micrétomo rotativo,
obtendo-se seccoes transversais da lamina foliar, com 4 pm. Foi utilizado o corante azul de toluidina a 1% com
borato de sodio 1%, em 100 ml de agua destilada (O’Brien et al.1964). Paralelamente, foi efetuado um estudo
da venacao por meio da diafanizacdo foliar, utilizando-se a técnica de Felipe & Alencastro (1966). As imagens
foram obtidas por meio de um microscopio Axiolab® Zeiss, interligado a um Sistema de Analise de Imagens
por Computador (SAIC), utilizando-se o Programa KS-100® 3.0 Zeiss ou ligado a um estereomicroscopio
Stemi® SV-6 (Zeiss), que permitiu o registro dos cortes histoldgicos.

128
REVISTA BIOCIENCIAS, UNITAU. Volume 14, numero 2, 2008. Disponivel em periodicos.unitau.br



2.2-Estudos de Microscopia Eletronica de Varredura:

O material foi fixado em uma solucao de Karnovsky modificado, composta por paraformoldeido 4%,
glutaraldeido 0,5% em tampao cacodilato de sédio, pH 7,2, 0,1M e agua destilada, no vacuo por uma noite.
Foram, entdo, feitas trés lavagens com cacodilato 0,05 M, com duracao de dez minutos cada e uma pos-
fixacao com tetroxido de 6smio (OsO4) por uma hora. O material foi desidratado com acetona, seguindo a
série de concentracoes: 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, e levado a secagem até o ponto critico, sendo fixado a
um suporte por meio de adesivo condutor e, em seguida, metalizado (Danilatos, 1998).

2.3 Preparacao do extrato bruto foliar para as analises quimicas:
As folhas foram prensadas e desidratadas em estufa de secagem (até 45 °C), moidas em
liquidificador e reservadas até a analise dos constituintes quimicos.

3-Metodologia para a Analise Quimica

Utilizaram-se os solventes: EtOH, MeOH , Acetato e Hexano (grau técnico, purificado por destilacao
fracionada); H20 ultrapura obtida em sistema Milli Q, da Millipore; Reagentes: H3PO4 (Synth), Trietilamina.
(Vetec); Adsorventes: C-18 (Merck). O material foi pesado em balanca analitica Mettler Toledo, modelo
AG204; Ultra-som: ELMA&, modelo TRANSSONIC 570, freqiiéncia 35 KHz.

Para CLAE-DAD empregou-se: cromatografo liquido de alta eficiéncia Varian ProStar, configurado com
os seguintes modulos: 1- Bomba ProStar 240; 2- Detetor UV/Vis com arranjo de diodos ProStar 330, 3- Injetor
automatico Prostar 410; 4- Microcomputador Dell com microprocessador Pentium 1lI, 500MHz, com software
Star Chromatography Workstation 5.52.

Procedimento geral de extracao

Peso de 1,00 g de folhas secas e moidas de Tetradenia riparia em erlenmeyer (125 ml): adicionou-se
50 ml de EtOH (solvente), procedeu-se a sonicacao em 30 minutos, filtrou-se e repetiram-se os itens
anteriores. Retiraram-se 2 aliquotas de 5 ml, que foram secas.

Analise Cromatografica:

Antes de ser analisada pela CLAE-DAD, uma aliquota do extrato foi submetida a um tratamento
preliminar, etapa que envolve a eliminacao de substancias com carater mais apolar, incluindo grande parte
dos pigmentos.

Assim, pesou-se 1,5 ¢ de C -18 (40-63mm) e preparou-se um cartucho com uma coluna de vidro (
0,9 cm diametro). Condicionou-se com 3,0 ml do eluente MeOH: H20 (95 : 05) e secou-se com ar
comprimido. O extrato foi adubulizado em 1,0 ml do eluente; e aplicado na coluna, e efetuando-se eluicao da
amostra com 5,0 ml do eluente, Filtrou-se em membrana Miliporea (0,45 mm) e acondiciou-se em frasco para
a CCD e para injecao automatica (CLAE).

CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia):
A fracao polar foi analisada em CLAE-DAD para obtencao do perfil cromatografico. As condicoes
cromatograficas para CLAE-DAD utilizadas nesse estudo estao descritas na tabela a seguir.

Tabela 1. Parametros e condicoes fisico-quimicas da analise por CLAE-DAD.

Parametro Condicao

Coluna Supelcosil®, C-18 um, 250 x 4,6 mm
Fase movel Gradiente Linear

A (Tampao H:PO. / TEA 15 mM, pH 2,0) 5 -100% de B (30 min)

B (ACN - acetonitrila) 100% de B (30 min)

5% de B (30 min) T = 63 min

Tempo de equilibrio (min) 15

Fluxo (mL/min) 1

Comprimento de onda A (cromatogramas) 254 nm e 270 nm
Faixa de aquisicao espectral 220-400 nm
Volume de injecao (pl) 20
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2.4-Andlise Antibacteriana

A caracterizacdao prévia de possivel efeito antimicrobiano do extrato do vegetal em referéncia, foi
realizado a partir da preparacao de suspensao homogeneizada a 1/10 em salina fosfatada tamponada estéril,
para semeadura em orificios preparados em placas de brain heart infusion Agar (oxoid®), previamente
inoculadas com as linhagem teste duplicadas, contendo o meio de cultura. Foram adicionadas v/v de
concentracoes seriadas de 1%,2%,4%,8%,16% e 32% do homogeneizado e semeadas em orificios com 100 pl
de uma suspensao de 1x 107 unidades formadoras de coldnias de uma linhagem bacteriana de £scherichia
coli (U177) e de Staphylococcus aureus (ATCC. 25.923), patogénicas de referéncia departamental
(Departamento de microbiologia e imunologia - IBB-Botucatu-UNESP). As placas ap6s o indculo, foram
incubadas durante 18h a 37°C, sendo observada a ocorréncia ou nao de efeito antibacteriano do
homogeneizado frente a linhagem em estudo.

lii. RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas de 7. riparia sao dorsiventrais, anfiestomaticas, sendo comum a ocorréncia de grandes
camaras subestomaticas na face abaxial (FIGURA 1A, B). A epiderme ¢ unisseriada, com células irregulares,
sendo as células da face adaxial maiores que as células epidérmicas da face abaxial (FIGURA 1 A-B), envolvida
por cuticula e portadora de tricomas glandulares e nao glandulares. Foram observadas muitas drusas no
parénquima clorofiliano, principalmente entre as células do parénquima palicadico (FIGURA 1B; 2B). O
mesofilo apresenta o parénquima palicadico bisseriado e o parénquima lacunoso, consta de
aproximadamente trés camadas de células irregulares (FIGURA 1 A-B). Os tricomas glandulares sao capitados e
peltados.Os glandulares capitados, sao multicelulares, unisseriados, com uma célula basal, uma célula colar e
com uma ou duas células apicais de forma ovoide, apresentando secrecao densa, sendo que o tricoma de
cabeca unicelular pode representar um estagio de desenvolvimento do tricoma com duas células apicais, os
quais estao incrustados em cavidades tanto na epiderme adaxial, como na abaxial (FIGURA 2 A, B). Ha também
abundantes tricomas capitados com duas células basais epidérmicas, uma longa célula peduncular
unisseriada, uma célula colar curta e com uma célula apical de forma globoide contendo a secrecao (FIGURA
2Ce5A).

Foi observada a presenca de longos tricomas tectores unisseriados, localizados principalmente nas
regioes das nervuras maiores (FIGURA 3 A e 5 B, C). Ha também tricomas peltados inseridos principalmente na
face abaxial da epiderme, constituidos por duas células basais epidérmicas, uma célula peduncular curta de
parede espessa, uma célula colar e por um conjunto de células apicais secretoras, formadas por quatro a oito
células, recobertas por cuticula ( FIGURA 2 D).

A morfologia e distribuicio de tricomas glandulares observados nas folhas de 7. riparia, sao
caracteristicas das Lamiaceae, como o principal local de secrecoes lipofilicas e corroboram com o trabalho de
Vrachnakis (2003), que observou tricomas na parte aérea de Origanum dictamnus (Labiatae).

A regiao da nervura principal apresenta leve proeminéncia na superficie adaxial e forte proeminéncia
na abaxial. Possui colénquima angular nas duas faces, adaxial e abaxial, sendo o parénquima fundamental
formado por células isodiamétricas. O sistema vascular é do tipo colateral nao continuo, separado por células
de parénquima (FIGURA 3 A-B).

Martins e Pastori (2004) realizaram andlises anatomicas foliares e analises cromatograficas do 6leo
essencial de Melissa officinalis e identificaram a presenca de dois tipos de tricomas secretores: peltado e
capitado, além da presenca de tricomas tectores. O tricoma capitado, identificado como tipo 1, apresenta
variacoes na sua morfologia em relacio ao nuimero de células pedunculares e ao numero de células
secretoras apicais, sendo que a andlise cromatografica do oleo essencial, identificou a presenca de
monoterpenos, em dois componentes majoritarios, responsaveis por mais de 87,8% da composicao relativa
no dleo bruto, além de sesquiterpenos em menor proporcao. Martins e Martins (2003) observaram através de
estudos de M.L. e de M.E.V., trés tipos morfologicamente distintos de tricomas em Mentha pulegium X spicata
(Labiatae), sendo dois glandulares (peltado e capitado) e um nao glandular (tector). O tricoma capitado tipo I,
apresentou-se com uma célula basal, uma célula peduncular e uma célula apical de forma alongada com duas
depressoes laterais simétricas mostrando a cuticula mais fina. O tricoma peltado apresentou uma célula basal,
uma célula peduncular e um conjunto de células apicais secretoras dispostas radialmente, recobertas por
cuticula. Os tricomas tectores apresentam-se de duas formas: unisseriados, simples e bifurcados, ambos
multicelulares, nos quais ocorrem ornamentacoes na cuticula.

Martins (2002) analisou folhas de Mentha spicata e de Mentha spicata X suaveolens em microscopia
de luz e em microscopia eletronica de varredura e observou que os tricomas capitados em ambas as espécies
sao classificados como do tipo I, apresentando uma célula basal, uma célula peduncular e uma grande célula
apical, cujo formato varia de circular a periforme. Os tricomas peltados, sao formados por uma célula basal,
uma célula peduncular curta, larga e unicelular, com paredes externas cutinizadas e uma cabeca grande,
multicelular com doze células secretoras, distribuidas radialmente em dois circulos concéntricos, o central
com quatro células e o externo com oito células, as quais acumulam o produto da secrecao em uma cavidade
entre a cuticula e as células secretoras. Cavaleiro et al. (2002), estudaram os tricomas de Teucrium salviastrum
e observaram a presenca de tricomas peltados e capitados tanto nos 0rgaos vegetativos como nos 0rgaos
reprodutivos. O estudo enfatizou os tricomas capitados com longos pedunculos multicelulares abundantes,
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sendo que o material secretado por eles é liberado pela ruptura da cuticula no topo da célula apical (cabeca).
Em Tetradenia riparia também foram observados abundantes tricomas capitados com longo pedunculo
unisseriado (FIGURA 2 C e 5A)

Belzic, et al. (2001) estudaram anatomicamente a estrutura do aparato glandular de Satureja
cuneifolia Ten. (Labiatae) e observaram que a glandula peltada apresenta base unicelular, um peddnculo
unicelular e doze células formando a célula apical (cabeca). Ha diferenca entre a insercao da glandula peltada
de Satureja cuneifolia (Labiatae), quando comparada com a glandula peltada de 7. riparia (Labiatae) , sendo
que o tricoma peltado de Tetradenia apresenta base bicelular e em Satureja, base unicelular. Sossae (1995),
em estudos anatdmicos em folhas jovens e adultas de 7. ripara, identificou cinco tipos de tricomas capitados,
o tipo A é caracterizado por apresentar uma célula apical ovoide, o tipo B por possuir duas células apicais
ovoides, o tipo C com uma célula apical globoide e os tricomas do Tipo D e E apresentam um numero variavel
de células e sao maiores do que os dos tipos A, B e C. Os tricomas peltados foram diferenciados em dois
tipos. O tipo F composto por quatro a oito células apicais secretoras e o tipo G, com oito a dez células apicais.

A possivel explicacdo para essa pequena variacao é que neste trabalho foram realizados estudos com
folhas adultas, no estagio vegetativo e foram encontrados dentre os tricomas capitados somente 0s
correspondentes aos capitados do tipo A, B, C, nao apresentando o tipo D e E (FIGURA 2 A,B,C). Em relacao
aos tricomas peltados em folhas adultas somente foi encontrado o tricoma correspondente ao tipo F, nao
sendo encontrado o tipo G (FIGURA 2 D).

Ascensao, Mota e Castro. (1999) observaram cinco tipos morfologicos de tricomas glandulares em
Plectranthus ornatus (Lamiaceae), sendo o tricoma peltado confinado a superficie abaxial da folha. Neste
trabalho, em 7. riparia, foram observados quatro tipos morfolégicos de tricomas glandulares, dos quais, trés
tipos sao variacoes morfoldgicas dos tricomas capitados: os tricomas capitados com uma célula apical (FIGURA
2 AC), os tricomas capitados com duas células apicais ( FIGURA 2B) e os capitados com longa célula
peduncular unisseriada (FIGURA 2C), além do tricoma peltado que se distribui somente na epiderme abaxial
da folha (FIGURA 2 D), o que também ocorre em Plectranthus ornatus.

Em Tetradenia riparia o tricoma capitado também é distribuido em ambas as superficies da folha,
porém observam-se trés tipos morfoldgicos distintos: o tricoma glandular capitado com cabeca unicelular, o
tricoma capitado com cabeca bicelular, o primeiro pode representar um estagio de desenvolvimento do
segundo, além da presenca de abundantes tricomas capitados com longo pedunculo unisseriado, inseridos
em duas células basais epidérmicas, sendo a secrecao de aspecto heterogéneo localizada na célula apical,
entre 0 espaco subcuticular (FIGURA 2 A-C). Antunes et al. (1997) estudaram em MEV a morfologia e a
distribuicao de tricomas em 6rgaos vegetativos e reprodutivos de duas espécies endémicas de Teucrium (7.
betonicum e T heterophyllum) e observaram a presenca de tricomas nao-glandulares longos,
morfologicamente diferentes e trés tipos de tricomas glandulares, diferentemente distribuidos, dependendo
do orgao estudado. Em Tetradenia riparia também foram observados nas folhas, a presenca de longos
tricomas nao-glandulares (tectores), distribuidos em ambas as faces da epiderme, porém mostrando maior
incidéncia nas regides das nervuras .

As folhas de 7. riparia sao simples, membranaceas, pilosas, elipticas com lobulos de apice agudo.
Sistema de nervura pinada com venacao reticulada poligonal regular (FIGURA 4 A-B).
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FIGURA 1 - Seccao transversal da folha de T7etradenia riparia . A- Tricoma tector na superficie adaxial da
epiderme. Observar estdbmatos com grande camara subestomatica na epiderme abaxial. B - Mesofilo
dorsiventral, presenca de drusas no parénquima palicadico. Tricomas capitados em ambas as faces da
epiderme. cse- Camara subestomatica; tt= tricoma tector; d= drusa.

= . Ly

FIGURA 2 - Seccao transversal da lamina foliar de 7efradenia riparia L.
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A- Detalhe do tricoma capitado formado por uma célula basal epidérmica, uma célula colar e por uma unica
célula apical, constituindo a cabeca.

B- Detalhe do tricoma capitado com duas células apicais secretoras constituindo a cabeca.

C- Detalhe do tricoma capitado com duas células basais epidérmicas, uma célula peduncular, uma célula colar
e uma célula apical com secrecao heterogénea visivel.

D- Detalhe do tricoma peltado, com duas células basais epidérmicas, uma célula peduncular curta de parede
grossa e um conjunto de células apicais secretoras (quatro a oito células) de forma achatada constituindo a
cabeca da glandula, a qual é revestida por cuticula.

S= secrecao heterogénea.

FIGURA 3 - Detalhe do feixe vascular da nervura (colateral descontinuo) de 7etradenia riparia
X = xilema; f = floema.

FIGURA 4 - Folha diafanizada de T7etradenia riparia L. A - Detalhe das nervuras (primarias e
secundarias).
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FIGURA 5 - Micrografia eletrénica de varredura (MEV) da superficie abaxial da folha de 7etradenia riparia L. A -
Detalhe da nervura com tricomas capitados e tectores; B- Detalhe da nervura com varios tricomas capitados,
tectores e peltado ; C -Vista da superficie da epiderme abaxial com grande insercao de tricomas tectores e
capitados inseridos nas nervuras maiores e observacao de tricomas capitados e peltados entres as nervuras
menores. tt= tricoma tector; tp= tricoma peltado.

3.2- Andlises Quimicas dos compostos
-Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE

Os estudos fitoquimicos ja realizados com espécies de T7etradenia, levaram ao isolamento e
caracterizacao estrutural de a-pironas (VAN PUYVELDE ; DE KIMPE, 1998; DAVIES-COLEMAN ; RIVETT, 1995;
FRANCA ; POLONSKY.,1971; HAKIZAMUNGU et al.,1988; VAN PUYVELDE ET AL., 1987); (Figuras 7 e 8).

O extrato etanolico de folhas de Tetradenia, apos tratamento preliminar por extracao em fase solida
(EFS-C18) para eliminacao de interferentes lipofilicos, foi analisado por CLAE-DAD, munido de coluna de fase
reversa C18. O objetivo desta andlise foi avaliar a complexidade do perfil quimico desse extrato e obter
informacoes preliminares sobre classes de substancias presentes, por meio de espectros no UV obtidos para
0s principais picos cromatograficos.

Considerando que a-pironas como aquelas ilustradas na figura 7 apresentam absorcao maxima em
cerca de 255 nm (DAVIES-COLEMAN ;RIVETT, 1995), pode-se propor a partir dos espectros obtidos em CLAE-DAD
(figura 9) que o pico 12 pertence a essa classe de substancias. Os espectros no UV obtidos para os picos 3,
5, 6, 7, 8, 9 e 10 poderiam ser atribuidos, muito preliminarmente, a substancias flavonoidicas ou a ésteres de
acido cafeico, conforme espectros UV ilustrados na figura 8.

Para os demais picos cromatograficos, nao foi possivel ainda relacionar os respectivos espectros no
UV com alguma classe de metabolito secundario.
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BIENVENU et al. (2002) desenvolveram cromatografia liquida de alta pressao e testes fitoquimicos,
em extratos aquosos de Leonotis leonurus (Labiatae), identificando no extrato a presenca de alcaloides,
saponinas e taninos.

O

Figura 7. Exemplos de a-pironas (acima) e diterpenodiois (abaixo) ja isolados de espécies de Tetrademia.
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Figura 8. Esteres de acido cafeico ja isolados de espécies de Tetradenia, e respectivos espectros no UV. 1-
nepetoidina A, 2- nepetoidina B.
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Figura 9. Cromatogramas do extrato etandlico de folhas de Tetrademia, obtidos em CLAE-DAD e registrado a
254 nm. Abaixo os espectros no UV dos picos 1 a 15, na regiao de 220 a 400 nm.

Sossae (2000), através de estudos de cromatografia em camada delgada e na cromatografia em fase
gasosa, verificou a presenca de carofileno, eugenol, limoneno, iso-eugenol, metil-eugenol, a-pineno, (-
pineno, constituindo 67,3% dos componentes presentes no 6leo essencial produzidos de primérdios foliares e
de folhas jovens e adultas de 7. riparia, conforme os estudos também apresentados por Werker, et al.(1985);
Werker, et al. (1993) e Zelnik et al. (1978), em varias espécies da familia Labiatae, também relatados para
estas espécies.

Cavaleiro et al. (2002), estudaram a composicao do 6leo essencial de Teucrium salviastrum (Labiatae)
usando principalmente GC e GC-MS. Os 0leos isolados das folhas coletadas durante a floracdao e pos-floracao
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exibiram composicao quimica similar. Entretanto, o Oleo mostrou diferencas na composicaio quando
comparado com outros reportados na literatura para algumas espécies. O estudo mostrou que o Oleo
consiste principalmente de E-beta-farnesene (26,1 - 29,3%), E-caryophyllene (19,1 - 24,1%) e ermacrene D (
13,7 - 21,6%). BEZIC, et al. (2001), estudaram os constituintes do 6leo essencial de Satureja cuneifolia
(Labiatae) por GC-MS, observando que o Oleo essencial apresentou linalool, carvacrol e p-cymene como
constituintes principais.

Omolo et al. (2004), estudaram o 6leo essencial de seis plantas crescidas no Quénia, quanto a
atividade repelente ao Anopheles gambiae. O 6leo de Conyza newii (Compositae) e Plectranthus marrubioides
(Labiatae) foram os mais repelentes, seguidos por Lijppia javanica (Verbenaceae), Lippia ukambensis
(Verbenaceae), Tetradenia riparia, Iboza multiflora (Labiatae) e Tarchonanthus camphoratus (Compositae),
sendo oito constituintes dos diferentes oleos (perillyl alcohol, cis-verbenol, cis- carveol, geraniol, citronellal,
perillaldehyde, caryophyllene oxide e um alcool sesquiterpeno) exibiram relativamente alta repeléncia.

Van Puyelde ; De Kimpe (1998) isolaram alpha-pyrone, tetradenolide, de folhas de 7. riparia e com
base nas analises espectroscopicas, identificaram o composto como 5,6- dihydro-6-(1,2-dihydroxyhexyl)-2
pyrone.

Campbell et al. (1997) identificaram 35 componentes do o6leo essencial das folhas e caules de 7.
riparia, analisados por GC e GC/MS, sendo que os principais sao alpha-terpineol (22,6%), fenchone (13,6%),
beta-fenchyl alcohol (10,7%), beta-caryophyllene (7,9%) e perillyl alcohol (6,0%)

Bisio et al. (1999) realizaram analise quimica do 6leo essencial e do extrato da folha de Salvia
blepharophylla (Labiatae), através de GC-MS , mostrando no 6leo um complexo produto de secrecao. Os
componentes eugenol, cis-3-bexenyl benzoate, cis-jamone, trans-nerolidol, benzyl alcool e c-19-c-23 n-alcanos
foram os principais componentes identificados, entretanto os flavondides nuchensin e pedalitin, o neo-
clerodane diterpenoide salvianduline D, e triterpendides do acido ursolic e alpha -amyrin foram isolados do
extrato foliar.

3.3- Atividade antimicrobiana
TABELA 2. Atividade antibacteriana do extrato bruto aquoso de Teifradenia riparia.

Relacdo V/V - Homogeneizado/solucdo salina tamponada.
(+) inibicao do crescimento bacteriano;(- )crescimento bacteriano.

1% 2% 4% 8% 16% 32%

Staphylococcus aureus (gram-positiva)

Escherichia coli (gram-negativa)

Em relacdo aos testes microbioldgicos do ensaio preliminar foi possivel verificar que o extrato bruto
aquoso de 7. riparia apresentou atividade inibitoria para £ cofi e para S. aureus em todas as concentracoes
testadas, nao havendo crescimento das bactérias nas placas. Sendo assim, Através desta andlise, sugere-se
continuar os testes para determinacao da concentracao inibitéria minima e curva de sobrevivéncia. SOSSAE
(2000), observou propriedades bactericidas e fungicidas no 6leo essencial das folhas de Tetradenia riparia,
sugerindo ser necessaria a realizacao de testes bioldgicos, com verificacao dos tipos de bactérias e fungos
sensiveis. Hajhashemi et al. (2003), estudaram extratos de folhas de Lavandula angustifolia Mill., confirmando
o uso no tratamento de condicoes inflamatorias.

Scott; Springfield e Coldrey (2004) realizaram estudos farmacodiagnostico em 26 espécies de plantas
da Africa do Sul usadas na medicina tradicional, sendo que o resultado dessa pesquisa focalizou em particular
26 espécies entre as Asteraceae, Geraniaceae e Lamiaceae. Os resultados dessa investigacao mostraram
eficacia a agentes antimicrobianos reportados. Shale; Stirk e van Staden. (2005) observaram que
extratos de Malva parviflora em hexano, metanol e agua inibiram o crescimento de bactérias Gram-positivas e
Gran-negativas.

Ricci et al. (2005) determinaram a composicao quimica do 6leo essencial de 7eucrium marum subsp.
marum (Labiatae), através de cromatografia gasosa, identificando 30 compostos, dos quais: isocaryofileno ,
B-bisaboleno, B-sesquifelandrene, a-santalene, dolicodial e a-cariofileno como componentes principais, sendo
também observada a atividade antimicrobiana do 6leo essencial para quatro fungos patogénicos .
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Iv. CONSIDERACOES FINAIS

Pelos estudos da anatomia foliar , composicao quimica e atividade antibacteriana de folhas de 7.
riparia, pode-se concluir que:
1- Folha dorsiventral, anfiestomatica, com ocorréncia de grandes camaras subestomaticas na face abaxial. A
epiderme é unisseriada, com células irregulares sendo as células da face adaxial maiores que as da face
abaxial.
2- Ha 3 tipos de tricomas: tricomas glandulares capitados, com diferentes morfologias; tricomas glandulares
peltados, além de longos tricomas tectores.
3- Ocorréncia de drusas no parénquima clorofiliano.
4- O sistema vascular é do tipo colateral nao continuo, separado por células de parénquima.
5- Pelo espectro obtido em CLAE-DAD, constatou-se a possibilidade da presenca da classe de substancias o-
pirona.
6- Os espectros no UV obtiveram picos que poderiam ser atribuidos, preliminarmente, a substancias
flavonoidicas ou a ésteres (acido cafeico).
7- O extrato aquoso foliar mostrou efeito antibacteriano para £ coli e S. aureus em todas as concentracoes
usadas, mostrando que a planta apresenta potencial antibacteriano e terapéutico.
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