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ARTICLE INFO ABSTRACT

Recebido 08 Jun 2017 Bidens pilosa L., popularly known as “picdao” or “picdo-preto”, is an herb widely
Aceito 08 Jul 2017 used in Brazilian popular medicine. It is indicated as anti-inflammatory, depurative,
Publicado 31 Jul 2017 diuretic, for the treatment of diabetes, hepatitis and malaria. To contribute to the

knowledge about medicinal plants of interest to the Brazilian Unified Health System,
this study aims to perform the anatomical and histochemical characterization of B.
pilosa. Cross-sections were obtained, by hand, for analysis under light microscopy
of root, stem, petiole and leaf blade; for the leaf blade were also performed
paradermic sections, scanning electron microscopy analysis, maceration and
histochemistry. The main characters useful in identifying the species were: secretory
structures in all organs analyzed; tector and glandular trichomes on the stem, petiole
and leaf blade; sclerenchyma fibers in the phloem of root and stem; anomocytic and
anisocytic stomata on the leaf blade. Through histochemistry, it was evidenced the
presence of phenolic compounds, lipophilic compounds, lignin and starch. The data
presented are useful for the quality control of the species.

Keywords: Anatomy, Asteraceae, histoquimica, picdo-preto.

RESUMO

Bidens pilosa L., popularmente conhecida como picdo ou picdo-preto, ¢ uma erva
muito utilizada na medicina popular brasileira. E indicada como anti-inflamatéria,
depurativa, diurética, para o tratamento de diabetes, hepatite e maldria. No intuito de
contribuir com o conhecimento sobre as plantas medicinais de interesse ao Sistema
Unico de Satide do Brasil, este estudo tem como objetivo realizar a caracterizacdo
anatdmica e histoquimica de B. pilosa. Seccdes transversais foram obtidas, a mao
livre, para andlise em microscopia Optica de raiz, caule, peciolo e lamina foliar; para
a lamina foliar também foram realizadas sec¢des paradérmicas, andlise em
microscopia eletrdnica de varredura, maceracdo e histoquimica. Os principais
caracteres Uteis na identificacdo da espécie foram: estruturas secretoras em todos os
orgdos analisados; tricomas tectores e glandulares no caule, peciolo e lamina foliar;
fibras esclerenquimadticas no floema de raiz e caule; estdmatos anomociticos e
anisociticos na lamina foliar. Através da histoquimica evidenciou-se na ldmina foliar
a presenca de compostos fendlicos, compostos lipofilicos, lignina e amido. Os dados
apresentados sdo uteis para o controle de qualidade da espécie.

Palavras-Chave: Anatomia, Asteraceae, histoquimica, picdo-preto.

Introducao Bidens pilosa L. (Souza & Lorenzi, 2012). Esta é

A familia Asteraceae possui cerca de uma herbdcea anual, ereta, de 40-120 cm de altura,
25.000 espécies, reunidas em 1.500 géneros. Esta com odor caracteristico (Lorenzi, 2008). Nativa da
distribuida em todo o mundo e muitos de seus América Tropical, possui ampla distribui¢ao, onde
representantes sdo plantas invasoras, dentre elas no Brasil € encontrada praticamente em todo o
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territério (Mondin, Nakajima & Bringel Jr., 2015)
e, de acordo com Santos & Cury (2011), € uma das
mais importantes plantas daninhas em culturas
anuais e perenes na regido Centro-Sul do pafs.
Conhecida popularmente como picdao ou
picdo-preto (Gilbert, Alves & Favoret, 2013), B.
pilosa tem sido bastante utilizada por diversas
comunidades no Brasil e possui vérias indicacdes
terapéuticas, dentre elas como anti-inflamatdria
(Borges et al., 2013), depurativa e diurética, para o
tratamento de diabetes e hepatite (Cordeiro &
Félix, 2014) e para malaria (Botsaris, 2007). Todas
as partes da planta sdo usadas na medicina popular,
mas principalmente as folhas (Gilbert, Alves &
Favoret, 2013).
De acordo com Bartolome, Villasefior &
Yang (2013), a diversidade de atividades
reportadas para a espécie reflete sua complexidade
fitoquimica. Ainda segundo os autores, 201
compostos haviam sido identificados na planta até
2013, incluindo compostos alifaticos, flavonoides,
terpenos, fenilpropanoides, aromadticos, porfirinas,
dentre outros. Os flavonoides e os poliacetilenos
predominam (Silva et al., 2011; Negri, 2015) e as
atividades farmacoldgicas descritas para a planta
estdo geralmente associadas a presenca desses
grupos de metabdlitos (Cortés-Rojas et al., 2013).
Estudos com os extratos, fracdes e
componentes isolados da planta demonstram
atividades antitumoral (Sundararajan et al., 2006;
Kumari et al., 2009), anti-inflamatéria e analgésica
(Fotso et al., 2014), antidiabética (Yang, 2014),
hepatoprotetora (Yuan et al., 2008; Suzigan et al.,
2009), antioxidante (Chiang et al., 2004; Deba et
al., 2007), antimaldria, antibacteriana e antifiingica
(Deba et al., 2007; Kumari et al., 2009; Tobinaga
et al., 2009). Por isso, B. pilosa ¢ uma das 71
espécies vegetais presente na Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
de Saide que possuem potencial para o
desenvolvimento de fitoterdpicos (Brasil, 2009).
Nesse sentido, além de estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos, € necessdrio
também a realizacdo de estudos que visem a
padronizac¢do farmacobotanica da espécie. Assim,
o objetivo desse estudo foi realizar a caracterizagao
anatomica e histoquimica de B. pilosa, agregando
técnicas de microscopia Optica e eletrdnica de
varredura.

Material e Métodos

O material vegetal foi coletado em julho de
2015 no campus da Universidade Federal de
Pernambuco, situado em Recife, Pernambuco,
Brasil. Uma exsicata foi depositada no herbdério
Dardano de Andrade Lima, do Instituto
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Agronomico de Pernambuco (IPA), sob o nimero
de tombamento 90173.

Para a caracterizacdo anatOmica através de
microscopia Optica (MO) vdérios espécimens
adultos foram fixados em FAAS5O (formaldeido,
acido acético e alcool etilico 50%; 1:1:18 v/v)
(Johansen, 1940). Foram utilizadas raizes
principais, caule e folhas situadas entre o terceiro e
0 quinto nd. Sec¢des transversais foram realizadas
na zona de crescimento secundario da raiz, no caule
situado entre o terceiro e 0 quinto né e na regidao
mediana de peciolo e lamina foliar a mao livre,
usando laminas de aco e medula do peciolo de
embatiba (Cecropia sp.) como material de suporte.
Para a lamina foliar também foram realizadas
seccOes paradérmicas nas faces adaxial e abaxial.
Em seguida, todas as seccdes foram submetidas a
uma solucdo de hipoclorito de sédio (50%) para
processo de descoloracdo (Kraus & Arduin, 1997)
e lavadas em dgua destilada. As secgdes
transversais foram coradas segundo técnica
descrita por Bukatsch (1972), com safranina e azul
de Astra e as secgdes paradérmicas foram coradas
com azul de metileno (Krauter, 1985).
Posteriormente, todas as sec¢des foram montadas
em laminas  semipermanentes,  seguindo
procedimentos usuais em anatomia vegetal
(Johansen, 1940; Sass, 1951).

Fragmentos de folhas foram macerados
com a mistura de 4cido nitrico 10% e dcido cromico
10% (1:1), de acordo com o método de Jeffrey
(Johansen, 1940).

Para a caracteriza¢do anatdmica através de
microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
amostras de laminas foliares foram fixadas em
solugdao contendo glutaraldeido 2,5% e tampao
cacodilato 0,1 M e pés-fixadas em solucdo de
6smio 2% e tampdo cacodilato 0,1 M. Apos
desidratacdo em série etilica, o material foi
submetido a secagem no ponto critico (CPD 030
BAL-TEC). Em seguida, as amostras foram
montadas em stubbs, metalizadas com ouro
(Haddad et al., 1998) e analisadas em microscépio
eletronico de varredura (QUANTA 200 FEG) no
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE) em Recife.

A caracterizagdo histoquimica foi realizada
em secgdes transversais de 1aminas foliares frescas,
obtidas a mao livre, usando laminas de ago e
medula do peciolo de embatiba como material de
suporte. Os seguintes reagentes foram utilizados
para indicar a presenca das substincias: dicromato
de potdssio (10%) para compostos fendlicos (Gabe,
1968); vanilina cloridrica para taninos (Mace &
Howell, 1974); tricloreto de antimdnio para
triterpenos e esteroides (Mace, Bell & Stipanovic,
1974); Dragendorff para alcaloides (Brasil, 2010);
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Sudan III para compostos lipofilicos (Sass, 1951);
floroglucinol para lignina (Johansen, 1940); Lugol
para amido (Johansen, 1940) e é4cido cloridrico
(10%) para estabelecer a natureza dos cristais
(Jensen, 1962). Controles foram realizados em
paralelo aos testes histoquimicos e laminas
semipermanentes foram preparadas contendo as
seccoes transversais (Johansen, 1940; Sass, 1951).

A andlise das laminas histoldgicas
preparadas para a caracterizagcdo anatomica através
de MO e para a histoquimica foram conduzidas em
imagens obtidas a partir de microscépio Optico
(Alltion) com auxilio do software Toup View
Image.

Resultados

Em seccdo transversal, a raiz de Bidens
pilosa possui contorno circular (Figura 1A).
Observa-se o desenvolvimento de crescimento
secunddrio com a presenca de periderme (Figura
1B). A regido cortical é formada por cercade 3 a 5
camadas de parénquima. Nela sdo encontrados
ductos secretores (Figura 1BC). A endoderme é
unisseriada e possui estrias de Caspary.

O xilema ocupa a regido central da raiz e
apresenta raios parenquimaticos (Figura 1AB). O
floema circunda o xilema, arranjado em poucas
camadas de células (Figura 1AB). Grupos de fibras
periciclicas sdo encontradas no floema Figura 1D).

O caule, em seccdo transversal, exibe
contorno circular (Figura 1E). A epiderme ¢
unisseriada, recoberta por uma fina camada de
cuticula e possui estomatos (Figura 1E). Observa-
se a presenca de tricomas tectores e glandulares
(Figura 1F). Ambos sdo unisseriados e
multicelulares, porém, os tricomas tectores
possuem base multicelular.

A regido cortical do caule é formada por 1
a 2 camadas de colénquima e por cerca de 4 a 6
camadas de parénquima (Figura 1E). Assim como
foi encontrado na raiz, ductos secretores também
sao visualizados na regido cortical do caule.
Entretanto, no caule eles também estdo presentes
na regido medular, situados proximos aos feixes
vasculares (Figura 1E). Os feixes vasculares sdo
colaterais (Figura 1E) e fibras periciclicas estdo
situadas junto ao floema (Figura 1E).

Figura 1. Sec¢des transversais da raiz e do caule de Bidens pilosa L. A e B. Aspecto geral da raiz; C. Detalhes
de ducto secretor na raiz; D. Fibras periciclicas no floema da raiz; E. Aspecto geral do caule; F. Tricomas
presentes no caule. Abreviaturas: co = colénquima; ds = ducto secretor; ep = epiderme; est = estomato; fi =
fibra; fl = floema; fv = feixe vascular; pa = parénquima; pd = periderme; tg = tricoma glandular; tt = tricoma
tector; xi = xilema. Barras: A =500 um; B, Ee F =200 pm; Ce D =50 pm.

O peciolo, em sec¢do transversal,
apresenta formato cdncavo-convexo, com duas
regides mais proeminentes na face adaxial (Figura
2A). Possui epiderme composta por uma tnica
camada de células, recoberta por cuticula fina e
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apresenta estomatos ao mesmo nivel das demais
células epidérmicas (Figura 2AD).

Os tipos de tricomas presentes no peciolo
sdo os mesmos tipos encontrados no caule (Figura
2ABC). Adjacente a epiderme observa-se de uma a
duas camadas de colénquima, sendo mais
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desenvolvido nas regides proeminentes na face
adaxial (Figura 2AD). Os feixes vasculares sdo
colaterais. Eles estdo dispostos na forma de um
arco, sendo 3 feixes maiores na regido central e

feixes menores situados préximos a face adaxial
(Figura 2A). Ductos secretores sdo visualizados
préximos aos feixes vasculares (Figura 2AE).

=

Figura 2. Secg¢des transversais do peciolo de Bidens pilosa L. A. Aspecto geral; B. Tricoma tector; C. Tricoma
glandular; D. Detalhe da epiderme com estdmato; E. Ductos secretores proximos ao feixe vascular.
Abreviaturas: co = colénquima; ds = ducto secretor; ep = epiderme; est = estdmato; fv = feixe vascular; pa =
parénquima; tg = tricoma glandular; tt = tricoma tector. Barras: A =500 um; B =200 um; C, D e E =50 pum.

A lamina foliar, em vista frontal sob MO,
apresenta estomatos anomociticos e anisociticos,
sendo o primeiro mais abundante (Figura 3ABC).
As células epidérmicas possuem paredes de
contorno sinuoso nas duas faces (Figura 3ABC).
Ap6s observacdo da lamina foliar em MEV pode-
se verificar que as células epidérmicas, em ambas

R A T

G : {

Figura 3. Sec¢des paradérmicas da 1amina foliar de Bidens pilosa L. A, B, E e G. Face adaxial; C, D, F e H.

as faces, s@o recobertas por cuticula levemente
estriada (Figura 3EF).

Tanto em MO quanto em MEV pode ser
verificada a presenca de tricomas tectores e
glandulares (Figura 3ABCDGH). Ambos foram
verificados nas duas faces da lamina foliar de B.
pilosa. Os tricomas tectores sdo mais frequentes do
que os glandulares.

@ Qe

Face abaxial. Abreviaturas: ct = cuticula; est = estdmato; tg = tricoma glandular; tr = tricoma tector. Barras:

A-C =200 um; D-F =50 um; G e H =400 pm.

A nervura central, em sec¢do transversal,
possui formato biconvexo (Figura 4A). A epiderme

7

¢ composta por uma camada de células
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arredondadas, recoberta por cuticula delgada. Os
tricomas tectores e glandulares também podem ser
observados (Figura 4B). Adjacente a epiderme da
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regido adaxial da nervura encontra-se uma a duas
camadas de colénquima angular (Figura 4A). Os
feixes vasculares colaterais, que podem ser até trés,
estdo envolvidos por parénquima na regido central

da nervura (Figura 4AC). No parénquima também
ha células contendo graos de amido (Figura 4B) e,
proximo aos feixes vasculares, sdo observados
ductos secretores (Figura 4C).

Figura 4. Seccdes transversais da lamina foliar de Bidens pilosa L. A-C. Nervura central; D-F. Mesofilo.
Abreviaturas: co = colénquima; ds = ducto secretor; ep = epiderme; est = estdmato; fv = feixe vascular; ga =
grios de amido; pa = parénquima; pe = parénquima esponjoso; pp = parénquima palicddico; tg = tricoma
glandular; tt = tricoma tector. Barras: A =500 um; B-D =200 pym; E e F = 50 um.

Através do corte transversal também ¢é
evidenciada a presenca de estdmatos (Figura 4DE).
O mesofilo é constituido de um estrato de
parénquima palicddico e cerca de seis estratos de
parénquima esponjoso (Figura 4D). Nervuras
secundarias sdo encontradas em todo o mesofilo,
envoltas por bainha parenquimdtica com ductos
proximos a elas, semelhante ao encontrado na
nervura central (Figura 4F).

Através da maceracdo foram evidenciados
fragmentos de tecido epidérmico com os estdmatos
e tricomas (Figura 5A), bem como a observacgio
dos tricomas (Figura 5BD) ou de suas bases
isoladas do tecido epidérmico, principalmente as
bases do tricomas tectores (Figura 5C), além de
elementos de vaso do tipo helicoidal (Figura 5E).

Figura 5. Macerado de folhas de Bidens pilosa L. A. Fragmento de tecido epidérmico com estdmatos e tricomas
tectores e glandulares; B. Tricoma tector integro; C. Base do tricoma tector; D. Tricoma glandular integro; E.
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Elemento de vaso do tipo helicoidal. Abreviaturas: btt = base do tricoma tector; ep = epiderme; est = estdmato;
ev = elemento de vaso; tg = tricoma glandular; tt = tricoma tector. Barras: A-C =200 pm; D e E = 50 pum.

A Figura 6AB mostra a sec¢do transversal
da lamina foliar sem adicdo de reagente.
Compostos fendlicos foram encontrados nas
células epidérmicas (Figura 6C), enquanto que
compostos lipofilicos foram encontrados na
cuticula e em algumas inclusdes em células do

parénquima palicddico (Figura 6D). Também
foram evidenciados a lignina presente no xilema
(Figura 6E) e os grdos de amidono parénquima
(Figura 6F). Os testes para taninos, triterpenos e
esteroides, alcaloides e cristais foram negativos.

Figura 6. Histoquimica na lamina foliar de Bidens pilosa L. A e B. Controle; C. Dicromato de potassio (10%);
D. Sudan III; E. Floroglucinol; F. Lugol. Abreviaturas: ct = cuticula; ep = epiderme; ga = graos de amido; in
= inclusdo; xi = xilema. Barras: A e B =200 pm; C-F = 50 pm.

Discussao

Na familia Asteraceae a presenca de
estruturas secretoras em todos os 6rgdos da planta
é uma caracteristica comum (Metcalfe &Chalk,
1950) e, segundo Evert (2006), elas sdo de natureza
esquizdgena. Duarte & Estelita (1999), Arroyo et
al. (2008) e Colares et al. (2014) também
identificaram essas estruturas na regifo cortical da
raiz de B. pilosa. De acordo com Duarte & Estelita
(1999) os  ductos apresentam  epitélio
uniestratificado, com conteddo denso e ntcleo
proeminente. Além disso, estes autores realizaram
teste com Sudan IV e verificaram que o produto de
secrecdo dos ductos é de natureza lipofilica. Apesar
de ser uma caracteristica comum, ha espécies de
Asteraceae que ndo apresentam estruturas
secretoras na raiz, como é o caso de Ageratum
conyzoides (Santos et al., 2016).

Colares et al. (2014) mencionaram que a
regido medular da raiz de B. pilosa ¢
parenquimética, divergindo do que foi encontrado
por Duarte & Estelita (1999), Arroyo et al. (2008)
e deste estudo. Outros membros de Asteraceae
possuem regido medular parenquimatica, como
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Ageratum conyzoides (Santos et al., 2016), A.
houstonianum (Das & Mukherjee, 2013) e Pluchea
sagittalis (Colares et al., 2014).

Duarte & Estelita (1999) observaram que,
em seccdo transversal, o caule de B. pilosa
apresenta formato aproximadamente quadrangular
e que o peciolo apresenta formato plano-convexo,
enquanto que no presente estudo foi encontrado um
formato circular para o caule e cdncavo-convexo
para o peciolo.

No caule, no peciolo e na lamina foliar os
ductos secretores estdo localizados préximos ao
floema e ao xilema. H4 espécies de Asteraceae em
que as estruturas secretoras estdo associadas ou
préximas exclusivamente ao floema; outras em que
as estruturas secretoras estdo associadas ou
proximas exclusivamente ao xilema e ainda
espécies em que as estruturas secretoras estdo
associadas ou préximas ao floema e ao xilema
(Castro, Leitao-Filho & Monteiro, 1997).

De acordo com Metcalfe & Chalk (1950),
tricomas tectores e glandulares sdo comuns na
familia Asteraceae. Ambos foram verificados no
caule, peciolo e nas duas faces da ldmina foliar.
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Essiett & Archibong (2014) também relataram a
presenca de tricomas glandulares na espécie,
porém, os autores afirmaram sua presenca apenas
na face abaxial. Outros estudos citaram somente a
presenca de tricomas tectores (Duarte & Estelita,
1999; Ferreira et al., 2002; Arroyo et al., 2008;
Mabel et al., 2014).

Duarte & Estelita (1999), Ferreira et al.
(2002) e Arroyo et al. (2008) citam apenas a
presenca de estdmatos anomociticos em ambas as
faces da lamina foliar da espécie. De acordo com
Duarte & Estelita (1999), os estdmatos situados na
face adaxial, localizados nas das bordas da 1amina
foliar, sdo aquiferos. Os feixes vasculares da
nervura central também foram identificados por
Duarte & Estelita (1999) como sendo do tipo
colateral, enquanto que Mabel et al. (2014)
afirmaram que eles sdo do tipo anficrival. A
literatura ndo informa sobre a maceracio da folha
da espécie. Entretanto, Duarte & Estelita (1999)
realizaram a dissociag¢do dos tecidos do caule e da
raiz de B. pilosa em estufa, com mistura de dgua
oxigenada e dcido acético glacial. Foi verificada a
presenca de elementos de vaso com ornamentacio
da parede lateral do tipo anelado, helicoidal ou
escalariforme e com pontoacdes, apresentando
placas de perfuracdo simples e escalariforme.

Com relacdo aos metabdlitos pesquisados
neste estudo através da histoquimica, apenas a
auséncia de triterpenos e esteroides estd em
desacordo com a literatura (Silva et al., 2011,
Bartolome, Villasefior & Yang, 2013). Entretanto,
essa divergéncia pode ser explicada pelas
diferentes dreas onde a espécie foi coletada para a
realizacdo dos estudos. De acordo com Gobbo-
Netto & Lopes (2007), a sintese dos metabdlitos
secundérios é frequentemente influenciada pelas
condigdes ambientais. As  pesquisas que
identificaram triterpenos e esteroides em B. pilosa
foram conduzidas com material vegetal coletado no
Egito (Sarg et al., 1991), na Tanzania (Geissberger
& Séquin, 1999) e em Taiwan (Chang et al., 2000).

Conclusao

A utilizacdo de diferentes técnicas de
microscopia para a andlise dos caracteres
anatomicos de B. pilosa permitiu a confirmacio de
dados previamente descritos para a espécie, bem
como trouxe novas informagdes, principalmente
sobre os tipos de tricomas, estdbmatos e sobre a
maceracdo. Com a realizagdo dos testes
histoquimicos, foram evidenciados os metabdlitos
produzidos pela ldmina foliar da espécie, com
destaque para os compostos fendlicos, que sdo
indicados na literatura como um dos principais
grupos farmacologicamente ativos. Os dados
encontrados neste estudo fornecem subsidios para
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o controle de qualidade desta matéria-prima
vegetal de grande importincia etnomedicinal e
farmacolégica.
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