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RESUMO

BEZERRA, Lais de Almeida. Qual a influéncia do ambiente urbano nas plantas medicinais?
2021. 120f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Plantas medicinais sdo amplamente utilizadas pela populacdo para o tratamento de
diversas enfermidades. A suscetibilidade das plantas a condigdes especificas do ambiente ¢
variavel, levantando muitas questdes sobre o comportamento das plantas medicinais quando
cultivadas em meio urbano. A maioria das pessoas no ambiente urbano obtém plantas
medicinais por meio do proprio cultivo. Assim, este trabalho visou detectar possiveis alteragdes
induzidas pela exposi¢do ao meio urbano, em plantas medicinais, cultivadas em dois sitios na
cidade do Rio de Janeiro, o sitio florestal, localizado préximo a maior floresta urbana do planeta
e o sitio urbano, situado no centro metropolitano, 8 margem da avenida mais movimentada do
municipio. Trés espécies de amplo uso na medicina popular, Eugenia uniflora L., Lippia alba
(Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.Wilson e Plectranthus barbatus Andr., tiveram suas folhas
investigadas. Este estudo apresenta andlises integradas das condi¢cdes ambientais, fisiologia,
anatomia e fitoquimica, além de experimentos de citotoxidade. Os resultados obtidos com as
andlises dos solos mostraram um perfil quimico similar, no qual as concentra¢des de Calcio
(Ca), Enxofre (S) e Chumbo (Pb) foram maiores no sitio urbano. Dentre os elementos quimicos
analisados nos espécimes de E. uniflora, destaca-se o Pb, pois foi detectado nas folhas do sitio
urbano na concentragdo limite permitida pela OMS. As folhas de E. uniflora do sitio urbano
revelaram necrose e manchas avermelhadas, maior densidade estomatica, estbmatos menores €
maior numero de cristais e glandulas secretoras, além de evidente armazenamento de amido,
lipidios e mucilagem. Apesar de ndo ser expressiva a diferenga quimica entre os extratos
produzidos a partir das folhas de E. uniflora, cultivadas nos dois sitios de estudo, foram
observadas diferencas significativas quanto a viabilidade das células VERO submetidas aos
seus extratos. Com relacdo a estrutura externa de L. alba e P. barbatus, os resultados revelaram
diferengas com relacdo a densidade de estomatos, tricomas tectores e tricomas glandulares.
Com relacdo a histologia, os parametros aferidos referentes a ldmina foliar de P. barbatus
mostrou que a dimensdo do parénquima palicadico aumentou estatisticamente no sitio urbano.
J& nas folhas de L. alba do sitio urbano os tecidos parenquimaticos clorofilados se mostraram
menos desenvolvidos e compactados. As alteragdes analisadas, como o aumento da frequéncia
e diminui¢do do tamanho dos estdmatos e a maior frequéncia de glandulas secretoras, cristais,
tricomas tectores e tricomas glandulares podem ter contribuido para a aclimatagdo dessas
espécies a condigdo urbana, sendo caracteristicas com possiveis usos para biomonitoramento
urbano. Os resultados destacam variagdes nas propriedades morfoanatdmicas foliares e nas
caracteristicas quimicas e citotoxicas de preparos realizados a partir de plantas medicinais
desenvolvidas em ambiente urbano, o que nos permite concluir que os fatores ambientais desse
local sdo suficientes para promover variagdes nas caracteristicas estruturais e metabdlicas dos
organismos.

Palavras-chave: Poluicdo atmosférica. Estruturas secretoras. Caracteres bioindicadores.

Citotoxidade. Plantas urbanas. Servigos ambientais.



ABSTRACT

BEZERRA, Lais de Almeida. What is the influence of the urban environment on medicinal
plants? 2021. 120f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

The population widely uses medicinal plants to treat various diseases. The susceptibility
of plants to specific environmental conditions is variable, raising many questions about
medicinal plants' behavior when grown in an urban environment. Most people in the urban
environment obtain medicinal plants through their own cultivation. Thus, this work aimed to
detect possible changes induced by exposure to the urban environment in medicinal plants
grown in two sites in the city of Rio de Janeiro, the forest site, located close to the largest urban
forest on the planet and the urban site, located in the central metropolitan area, on the edge of
the busiest avenue in the municipality. Three species widely used in folk medicine, Eugenia
uniflora L., Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.Wilson and Plectranthus barbatus Andr.
had their leaves investigated. This study presents integrated analyzes of environmental
conditions, physiology, anatomy, and phytochemistry, in addition to cytotoxicity experiments.
The results obtained with the soil analysis showed a similar chemical profile, in which the
concentrations of Calcium (Ca), Sulfur (S), and Lead (Pb) were higher in the urban site. Among
the chemical elements analyzed in the specimens of E. uniflora, Pb stands out, as it was detected
in the leaves of the urban site in the limit concentration allowed by the WHO. E. uniflora leaves
from the urban site revealed necrosis and reddish spots, greater stomatal density, smaller
stomata, and a greater number of crystals and secretory glands, in addition to evident storage
of starch, lipids, and mucilage. Although the chemical difference between the extracts produced
from the leaves of E. uniflora, grown in the two study sites, is not expressive, significant
differences were observed regarding VERO cells' viability submitted to their extracts.
Regarding the external structure of L. alba and P. barbatus, the results revealed differences in
the density of stomata, trichomes, and glandular trichomes. Regarding histology, the parameters
measured for the leaf blade of P. barbatus showed that the dimension of the palisade
parenchyma increased statistically in the urban site. In the leaves of L. alba from the urban site,
the chlorophyll parenchymatic tissues were less developed and compacted. The alterations
analyzed, such as the increase in frequency and decrease in the size of stomata and the higher
frequency of secretory glands, crystals, trichomes, and glandular trichomes, may have
contributed to the acclimatization of these species to the urban condition, being characteristics
with possible uses for urban biomonitoring. The results highlight variations in the leaf
morphoanatomical properties and in the chemical and cytotoxic characteristics of preparations
made from medicinal plants developed in an urban environment, which allows us to conclude
that the environmental factors of this place are sufficient to promote variations in the structural
and metabolic characteristics of the organisms.

Keywords: Air pollution. Secretory structures. Bioindicator characters. Cytotoxicity. Urban

plants. Environmental services.
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INTRODUCAO GERAL

Urbanizagdo ¢ o crescimento das cidades tanto em populagdo, quanto em extensio
territorial e ¢ acompanhada por muitos problemas, como a polui¢do do ar, contaminagdo do
solo, mudangas nos niveis de emissdo de carbono, na dindmica dos ventos, no padrdo de
precipitagdo e na temperatura das cidades. Esta urbanizacdo, embora necesséria, acaba
impactando o desenvolvimento de plantas, a saide humana e os ecossistemas (GURJAR et al.,
2008; ROY et al., 2012; OKE et al., 2017; MASSON et al., 2020).

O Rio de Janeiro, segundo maior municipio do Brasil, possui indices de poluicio
atmosférica elevados nos pontos mais afastados das areas florestadas e da faixa litoranea
(INEA, 2015; 2020). Alguns fatores favorecem o acimulo desses poluentes nas regides centrais
da cidade, como o intenso trafego veicular (KARAGULIAN et al., 2015; PETROVA, 2020), a
construcdo de edificios verticais que alteram a dindmica dos ventos (MASSON et al., 2020),
altas temperaturas devido ao fendmeno de ilha de calor (OLIVEIRA et al., 2017), e areas
montanhosas que formam uma barreira natural a circulagdo do ar, favorecendo o aciimulo de
0zbénio (DANTAS et al., 2020; MENDES, 2020).

Segundo o relatério mundial de acompanhamento dos Objetivos de Desenvolvimento
do Milénio (ODM) sobre a América Latina e Caribe, a urbaniza¢ao ¢ um estimulo importante
para retirar os cidaddos da pobreza e promover o desenvolvimento. O documento avalia o
progresso dos paises da regido no alcance dos ODM. Levando em conta que mais de 80% dos
bens e servigos mundiais sdo produzidos nas cidades, os paises com elevados niveis de
urbanizacdo, desde a China até os paises da América Latina, desempenharam um papel
essencial na redu¢do da pobreza. No entanto, o relatdrio adverte que, se a urbanizagdo nao for
administrada de modo adequado, também podera gerar um crescimento descontrolado de
favelas, doengas e delinquéncia.

O conhecimento de plantas medicinais representa em muitas vezes 0 Unico recurso
terapéutico de algumas comunidades, sendo que a procura por tratamentos alternativos vem
aumentando consideravelmente, tornando essa pratica frequente entre a sociedade brasileira
(SILVA; HAHN, 2011). Uma consideravel parte da populacdo de grandes centros urbanos
continua optando pelas plantas medicinais como a principal forma de tratamento para diversas
doencas, apesar da disponibilidade de medicamentos alopaticos (VEIGA JUNIOR, 2008).

Neste sentido, foram listadas uma ampla variedade de plantas utilizada pela populagdo do Rio
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de Janeiro de forma terapéutica (LEITAO et al, 2014). A maioria das pessoas do meio urbano
obtém as plantas medicinais através do compartilhamento ou coleta de plantas cultivadas pela
prépria populagio (BRASILEIRO et al., 2008; VEIGA JUNIOR, 2008). Um problema
associado a essa pratica ¢ a possibilidade de contaminagao e alteragdo da composi¢ao quimica
de preparos provenientes de cultivos urbanos.

E importante ressaltar que caracteristicas do ambiente urbano sio suficientes para causar
alteracdes estruturais em plantas (ALVES et al., 2008; SILVA et al., 2017; VASCONCELLOS
et al., 2017; SILVA et al., 2021). Além disso, tem sido explorado o impacto de deposi¢des
atmosféricas geradas por atividades no ambiente urbano, como trafego veicular intenso, na
contaminac¢do de espécies cultivas nesses locais (DE TEMMERMAN et al., 2015; SAUMEL
etal., 2012; AMATO-LOURENCO et al., 2016). Apesar das fungdes, mecanismos de sintese e
regulacdo de metabdlitos secundarios ainda ndo serem claros, sabe-se que estes tém relagao
direta com as condigdes ambientais (RODZIEWICZ et al., 2014; GANDHI et al., 2015).
Entretanto, pouco se sabe sobre como essas interferéncias podem influenciar nos preparos
fitoterapicos derivados do pricipio ativo ou dos produtos dessas plantas e no seu potencial
toxico.

Sendo assim, algumas perguntas nortearam a pesquisa: Quais sdo as condigdes
climaticas e as caracteristicas quimicas do solo do local de cultivo urbano? Como essas
caracteristicas podem influenciar no crescimento da planta e no seu potencial terapéutico? O
grau de plasticidade estrutural das folhas dos diferentes sitios permite definir uma caracteristica
bioindicadora de estresse?

Para responder essas perguntas, o estudo sobre as condi¢des climaticas e as
caracteristicas quimicas do solo do local de cultivo urbano sdo relevantes para contextualiza¢ao
dos fatores que estdo influenciando no crescimento da planta. Outro viés importante ¢ a analise
das caracteristicas estruturais das espécies, permitindo melhor entendimento das areas da planta
que podem estar sofrendo danos e compreender possiveis respostas aos estresses, como
alteracdes na densidade e no mecanismo de secre¢do das estruturas secretoras, além de permitir
detectar provaveis locais de acimulo de contaminantes.

Considerando esse contexto, comparamos trés plantas medicinais em dois sitios na
cidade do Rio de Janeiro, Eugenia uniflora L., Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton &
P.Wilson e Plectranthus barbatus Andr., com o objetivo de detectar possiveis alteragdes

induzidas pela exposi¢do ao meio urbano. Para isso dividimos essa tese em trés capitulos:
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Capitulo 1: Does an urban environment affect leaf structure of Eugenia uniflora L.
(Myrtaceae)? (publicado)

A suscetibilidade das plantas a condi¢des ambientais especificas ¢ fonte de variacao
fisiologica e estrutural, o que levanta muitas questdes sobre o comportamento das plantas
medicinais quando cultivadas em areas urbanas. Eugenia uniflora ¢ uma espécie amplamente
cultivada no Brasil e o seu potencial como espécie bioindicadora em ambientes urbanos foi
demonstrado em estudos anteriores. Neste estudo, objetivou-se analisar as folhas de E. uniflora
coletadas em dois sitios na cidade do Rio de Janeiro, com o intuito de detectar alteragdes
induzidas pela exposicdo ao ambiente urbano. Assim, investigamos se as folhas de E. uniflora
coletadas em sitio florestal e urbano (1) variam na estrutura externa e interna; (2) diferem na
producdo dos principais metabolitos secretados por suas estruturas secretoras; e (3) exibem
plasticidade estrutural significativa, que possa ser reconhecida como bioindicadora para

ambientes urbanos.

Capitulo 2: Chemical and cytotoxicity changes in leaves of Eugenia uniflora L., a medicinal
plant growing in the 4th largest city of Latin America (submetido)

O Servico Nacional de Saude do Brasil recomenda o uso medicinal de E. uniflora. No
ambiente urbano, a maioria das pessoas obtém plantas medicinais por meio de seu proprio
cultivo, tornando evidente a importancia de se vericar a toxicidade de preparos medicinais
derivados dessa planta sob tal condi¢do e a confiabilidade da espécie para uso pela populagao.
Assim, € necessario investigar se as mudancas estruturais observadas nas folhas de E. uniflora
cultivadas no sitio urbano (Capitulo 1) sdo acompanhadas por mudangas no seu perfil quimico
e na citotoxicidade do extrato foliar, interferindo consequentemente na seguran¢a do uso
medicinal desta planta. Considerando este contexto, E. uniflora foi estudada crescendo em dois
sitios na cidade do Rio de Janeiro, a fim de detectar possiveis alteragdes quimicas e de

citotoxicidade induzidas pela exposi¢do ao ambiente urbano.

Capitulo 3: Quais as possiveis alteracdes das folhas de plantas medicinais em exposicio ao
ambiente urbano? (manuscrito redigido)

Lippia alba e o Plectranthus barbatus sdo plantas medicinais amplamente utilizadas
pela populagdo do Rio de Janeiro. Cabe destacar que, embora a sociedade utilize comumente
plantas cultivadas em meio urbano para consumo, ainda ndo ¢ claro até que ponto estas podem
estar sendo afetadas pelas condi¢cdes desse ambiente. Em estudos prévios foram observadas

alteracdes na estrutura foliar externa e interna de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) induzidas
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pela exposi¢do ao ambiente urbano (Capitulo 1). Além disso, essas condi¢des de
desenvolvimento foram suficientes para alterar o potencial toxicoldgico do extrato
hidroalcoolico das folhas desses individuos (Capitulo 2). Apos essas observagdes, surgiu a
pergunta: Quais respostas seriam encontradas ao realizar estudos comparativos de espécies com
habitos diferentes, encontradas nos mesmos sitios de estudo? Além disso, por conta de
apresentarem estruturas secretoras externas, este estudo buscou investigar a variagdo desses

caracteres anatdomicos as condi¢des adversas do ambiente urbano.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Ambiente Urbano

As transformacgdes feitas no meio urbano causam impactos importantes sobre a
temperatura, a pressao do ar, a precipitacdo, a umidade e o vento (OKE et al., 2017). Além
disso, a qualidade do ar ¢ influenciada principalmente devido as emissdes de poluentes e pela
modificacdo das circulagdes de vento horizontais. Este fato pode criar problemas de ventilagao,
levando ao acimulo de ar quente e baixa qualidade do ar, especialmente em areas urbanas
densas ¢ altas (MASSON et al., 2020).

Mudangas nas caracteristicas da superficie das cidades também sdo importantes para o
clima urbano no contexto de mudancas climaticas em grande escala. Por exemplo, a
impermeabilidade das superficies urbanas aumenta os impactos da chuva e também leva a
temperaturas de superficie mais altas (MASSON et al., 2020). Arrau e Pefia (2015) descreveram
o fendmeno de ilha de calor como 4reas mais quentes do que a paisagem ao seu redor. Durante
o dia, grande parte da radiacdo proveniente do sol aquece os materiais urbanos. Esse calor
armazenado ¢ liberado a noite, limitando o resfriamento noturno do ar nas cidades e criando a
ilha de calor urbana. A urbanizacao ¢ também influenciada e modulada pelo calor liberado pelas
atividades humanas e pelo fluxo de ar (MASSON et al., 2020). Em consequéncia, esse
fendomeno influencia a qualidade do ar e a saide humana (COSGROVE; BERKELHAMMER,
2018).

Cidades montanhosas estdo sujeitas a efeitos topograficos e fluxos locais que podem
influenciar a ilha de calor urbana (KETTERER; MATZARAKIS, 2014) e a dispersdo de
poluentes atmosféricos (OKE et al., 2017). O Rio de Janeiro, municipio situado no sudeste do
Brasil, possui condig¢des topograficas e meteorologicas que favorecem a formacao de ozonio.
O clima ¢ tropical, quente e imido, e as areas montanhosas formam uma barreira natural a
circulagdo do ar (DANTAS et al., 2020; MENDES, 2020).

O Rio de Janeiro ¢ dividido em duas areas muito diferentes, os bairros localizados ao
sul da cidade que recebem ventos do oceano Atlantico e tém, em geral, melhor qualidade do ar,
e os bairros localizados ao norte que recebem o transporte aéreo das areas industrial e

petroquimica. Em geral, as emissdes das areas industriais ndo atingem o sul da cidade. O limite
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de ozbénio no ar estabelecido pelos padrdes nacionais de qualidade do ar (NAQS) ¢
frequentemente excedido em alguns locais da area norte da cidade (DANTAS et al., 2020;
INEA, 2020), como ¢ o caso da regido do sitio urbano desta pesquisa, na Av. Brasil (INEA,
2020).

As emissOes associadas a sistemas de transporte urbano foram identificadas como
principal fonte de material particulado urbano em diferentes regides, incluindo o Brasil
(KARAGULIAN et al. 2015; PETROVA, 2020). Na regido central do Rio de Janeiro, além de
possuir a Av. Brasil, a maior avenida do municipio com alto fluxo de carros, também tem o
sistema ferroviario. Lima et al. (2021) investigaram a concentra¢do ¢ composi¢ao quimica de
nano particulas na 4rea de um sistema ferrovidrio metropolitano, e observaram concentragdes
elevadas de elementos metalicos como cadmio (Cd), chumbo (Pb), mercurio (Hg), ferro (Fe),
niquel (Ni) e zinco (Zn). Esses elementos podem vir de processos mecanicos dentro das
estagdes (freio, desgaste do trilho e roda), e representa um risco critico a saude ambiental

(LIMA et al., 2021).

1.2 O uso de Plantas medicinais

Estima-se que 82% da populacdo brasileira, mais de 200 milhdes de habitantes, usam
plantas medicinais (IBGE, 2014; SAUDE, 2012). A anélise de 1.320 formularios preenchidos
pela populacdo do interior do estado do Rio de Janeiro permitiu verificar que as plantas
medicinais sdo a principal forma de tratamento para 63% dos entrevistados, apesar da
disponibilidade de medicamentos alopaticos (VEIGA JUNIOR, 2008).

As plantas medicinais sdo uma op¢ao para as comunidades manterem seu bem-estar
holistico durante tempos dificeis. Pieroni et al. (2020) relataram que no periodo de
confinamento devido a crise de saidde do COVID-19, a populacio do Rio de Janeiro buscou nas
plantas alternativas para manter a saide mental e também fortalecer seu bem-estar fisico. As
plantas mais procuradas foram as mais utilizadas no tratamento da gripe comum. Dentre as
espécies citadas, a erva cidreira (Lippia alba (Mill.) N.E.Br. Ex Britton & P.Wilson), a
pitangueira (Eugenia uniflora L.), o alho (Allium sativum L.) e o gengibre (Zingiber officinale
Roscoe.) foram usados na forma de cha (PIERONI et al., 2020).
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A maioria das pessoas do meio urbano, sobretudo as de baixa renda, obtém as plantas
medicinais por meio do compartilhamento ou coleta de plantas cultivadas pela propria
populagio (BRASILEIRO et al., 2008; VEIGA JUNIOR, 2008). Sartori et al. (2019)
caracterizaram a estrutura de arborizacdo de uma regido do Rio de Janeiro e observaram que
cerca de 60% das espécies cultivadas por moradores de uma comunidade do Rio de Janeiro sdo
com o intuito de consumo. Um levantamento feito com mulheres de outra comunidade deste
municipio mostrou que 75% das entrevistadas cultivam plantas medicinais na horta comunitaria
ou em suas residéncias (SILVA et al., 2014). O uso de horta pela comunidade para cultivo de
plantas medicinais valoriza o conhecimento tradicional, mas também chama a aten¢do das
autoridades para diretrizes que garantam o consumo de forma segura (CHRISTO et al., 2010).

A variedade de plantas medicinais comercializadas em feiras livres no Rio de Janeiro
foi estudada por meio da etnobotanica urbana e 376 espécies foram listadas (LEITAO et al.,
2014). Os mercados ao ar livre sdo frequentemente o elo entre a populagdo urbana e os produtos
naturais (LEITAO et al., 2014). Em relacdio a procedéncia das plantas medicinais
comercializadas nesses locais, 14% dos erveiros informaram que as espécies vendidas sdao
cultivadas (MAIOLI-AZEVEDO; FONSECA-KRUEL, 2007). Neste caso, informagdes sobre
as condicdes de cultivos sdo importantes para garantir a seguranga alimentar do consumidor.

Assim, ¢ perceptivel a importdncia de um conhecimento mais profundo sobre a
influéncia das caracteristicas ambientais unicas do meio urbano em plantas se desenvolvendo
nesse local. Pieroni et al. (2020) destacam a relevancia de se dedicar mais aten¢do ao estudo
das plantas medicinais usadas pela comunidade, especialmente para projetar estratégias de uso
adequado, aumentar a consciéncia de sua importancia cultural e entender mudangas que vao

sendo adotadas em sua forma de consumo.

1.3 Plantas X Ambiente Urbano

Os estimulos ambientais abidticos causam limitacdo para o estabelecimento e
crescimento da vegetacdo, causando uma seletividade de espécies que conseguem sobreviver
nas condi¢des adversas a que o ambiente as expde (SCHLICHTING; SMITH, 2002). Por conta
da sua caracteristica séssil, as plantas precisam ter mecanismos de fuga do estresse para

conseguir se manterem vivas.
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Neste contexto, destaca-se a plasticidade dos organismos, que ¢ a capacidade de
transformagdo da fisiologia e/ou morfologia em resposta as condi¢gdes ambientais
(VALLADARES et al., 2000). Sendo assim, a variabilidade fenotipica esta relacionada a
ambientes heterogéneos e sob estresse (VALLADARES et al., 2000) e, portanto, discutida em
estudos sob os impactos da poluicdo (VASCONCELLOS et al., 2017).

O biomonitoramento consiste na avaliagdo de alguma qualidade ambiental em
determinada area utilizando organismos bioindicadores (KLUMPP et al., 2001). Programas de
biomonitoramento da qualidade do ar permitem a delimitacdo de &reas impactadas e a detec¢ao
de niveis cronicos de poluentes, bem como a avaliacdo dos riscos impostos a vegetacao.

O 6rgdo da planta mais sensivel a poluicdo ¢ a folha, o que torna este 6rgdo modelo em
estudos com essa abordagem. O grau de dano na folha causado pelo poluente estd associado a
varidveis como penetragdo do poluente via cuticula e estomatos, bem como pilosidade,
espessura da parede celular, padrao de deposicdo das ceras epicuticulares, entre outras varidveis
(DICKISON, 2000). As folhas representam a parte da planta mais utilizada para fins medicinais
pela populagdo (SOBRINHO et al, 2011; BOTELHO et al., 2014) visando o tratamento de
diversas enfermidades (LORENZI; MATOS, 2002).

As respostas das plantas aos poluentes podem ser notadas em niveis bioquimicos,
microscopicos ou macroscopicos (PRUSTY et al., 2005; LI; WANG; CHEN, 2019;
KIYOMIZU et al., 2019). Andlises estruturais e ultraestruturais podem ser esclarecedoras
quando se trata de estudos sobre a fitotoxicidade de um poluente (SANT’ANNA-SANTOS et
al., 2012; CALI; KARAVIN, 2020), além de definir graus de tolerancia da planta (GRANTZ;
GARNER; JOHNSON, 2003). Plantas submetidas a distintos agentes estressores exibiram
variagdes no tamanho de grdos de amido e plastoglobulos contidos nos cloroplastos, em
estomatos obliterados, em diminui¢des nas taxas de crescimento vegetativo e reprodutivo, na
perda de turgor, na morte celular, entre outros sintomas (ALVES et al., 2008; SILVA et al.,
2017; KHOSROPOUR et al., 2019).

Mudas desenvolvidas em solo enriquecidos com metais vestigiais demostraram efeitos
morfoldgicos e estruturais causados pela toxicidade do metal, como limitagdo do crescimento,
distarbio do tecido radicular, colapso dos pelos da raiz ou diminuigdo em seu niimero, alteragdes
estruturais da epiderme e endoderme (NAWROT et al., 2021).

Carvalheiro e colaboradores (2013) determinaram caracteristicas anatomicas foliares
em Tabebuia alba (Cham.) Sandwith (Bignoneiaceae) que seriam uteis para determinar indices
de qualidade do ar. Marcadores anatomicos, como protrusdes nas paredes celulares, colapso da

parede, degradacdo de organelas, aumento de metabdlitos antioxidantes no contetudo celular e
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acimulo de compostos secundarios, sdo uteis para verificacdo dos efeitos da polui¢do do ar nas
plantas (GUNTHARDT-GOERG; VOLLENWEIDER, 2007).

Esses estudos destacam a diversidade de respostas das plantas, o que nos permite
concluir que os fatores ambientais podem promover variagdes nas caracteristicas estruturais e
metabolicas dos organismos (GRIME; MACKEY, 2002; YADAV et al., 2014; BATISTA et al
2017; KIYOMIZU et al., 2019). Os metabolitos secundérios fazem uma interface quimica
entre a planta e o ambiente onde se encontra, por conta da sua relacdo com a
sobrevivéncia. Estes participam na defesa da planta contra herbivoros, patégenos ou
competidores; como prote¢do a radiacdo solar e a reproducdo das plantas e como fator de
contribui¢do para a dispersdao de pdlen e sementes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Dessa
forma, uma espécie podera sintetizar diferentes substincias quimicas, dependendo da natureza
e da magnitude do estimulo ambiental, que provocam um redirecionamento nas rotas
metabolicas. Os estimulos ambientais que causam alteragdes qualitativas e/ou quantitativas nos
metabolitos secundarios podem ser divididos em bioticos e abidticos (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). Entre estes ultimos fatores estdo a temperatura, a precipitacdo e a composi¢ao
atmosférica (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Independente do controle genético, as variagdes temporais e espaciais no contetido e nas
proporgdes relativas de metabolitos secunddrios em plantas podem sofrer modificagdes
resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisioldgicos, ecologicos e evolutivos
(FIGUEIREDO et al., 2008; GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Os flavondéides sdo metabdlitos
secundarios capazes de participar das interacdes das plantas com outros organismos
(microorganismos, animais e outras plantas) e de suas reagdes aos estresses ambientais. A
maioria de suas fungdes resulta de suas fortes propriedades antioxidantes (MIERZIAK;
KOSTYN; KULMA, 2014).

Borges e colaboradores (2013) sugerem que o teor de substancias fenolicas das folhas
de Myrcia tomentosa L. (Myrtaceae) ¢ influenciado por fatores ambientais, como a precipitagao
pluviométrica. Essas mudangas podem influenciar diretamente a qualidade da planta para fins
medicinais (SANTOS et al., 2006).

As particulas de poluicdo no ar podem causar efeitos negativos sobre a vegetacdo
dependendo da sua composicdo quimica e da intensidade e distdncia da fonte emissora
(GRANTZ et al., 2003), influenciando diretamente na absor¢do de elementos quimicos pelas
folhas das plantas (AMATO-LOURENCO et al.,, 2016). Assim, o monitoramento dos
elementos toxicos nas plantas deve receber consideravel atengdo, para eliminar a concentragao

de metais toxicos na dieta do consumidor (STREET, 2012), além de constituir um poderoso
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instrumento de avaliacdo da saide ambiental (ECHEM & KABARI, 2013; BARIMA et al.,
2014).

1.4 Espécies de estudo

1.4.1 Eugenia uniflora

O género Eugenia L. ¢ um dos maiores da familia Myrtaceae, representado por 388
espécies (SOBRAL et al., 2015). A espécie mais estudada neste género € a Eugenia uniflora L.,
conhecida popularmente como pitangueira, ou cereja brasileira. E. uniflora pode ser encontrada
como um arbusto, arvoreta ou arvore semidecidua, de 4 a 10 m de altura, copa estreita, de tronco
liso de cor pardo clara. As folhas s3o simples, cartaceas, de 3 a 7 cm de comprimento, com
aroma caracteristico. As flores sdo de cor branca e os frutos sdo do tipo drupa, globosos e
sulcados, brilhantes e de cor vermelha, contendo 1 a 2 sementes (LORENZI; MATOS, 2002).

Eugenia uniflora ¢ uma espécie nativa, cultivada no Brasil principalmente devido a seus
frutos saborosos e folhas medicinais (LORENZI; MATOS, 2002). As folhas da pitangueira sao
utilizadas na medicina popular para tratar diversas enfermidades. A infusdo de suas folhas tem
sido empregada como antirreumadtica e anti-hipertensiva e seu extrato alcodlico utilizado em
bronquites, tosses, febres, ansiedade, hipertensdo arterial e verminoses (QUEIROZ et al., 2015).
Além disso, E. uniflora ¢ uma das espécies citadas na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS) implementada pelo Ministério da Saude
do Brasil em 2008 (SAUDE, 2009).

Diversos estudos investigam a base farmacologica do uso popular da E. uniflora L.,
sendo comprovado que o extrato aquoso bruto preparado com folhas da planta tem efeito
diurético, inibi¢do do transporte gastrointestinal, efeito hipotensor e vasodilatador (QUEIROZ
et al., 2015). Varias das suas propriedades fitoterapicas sdo atribuidas a elevada quantidade de
6leos essenciais, com uso na industria cosmecéutica e farmacéutica em geral (QUEIROZ et al.,
2015).

O perfil cromatografico do extrato etandlico de E. uniflora revelou a presenca do acido

galico, acido clorogénico, acido cafeico, acido eldgico, cianidina, delfinidina 3-0-glucosideo,
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rutina, quercitrina, isoquercitrina, quercetina, caempferol e luteolina. Dentre essas substancias
a quercetina e quercitrina foram os componentes majoritarios (CUNHA et al., 2016).

Cunha e colaboradores (2016), pela primeira vez, testaram o potencial toxico do extrato
etanolico de E. uniflora em leucdcitos e eritrocitos humanos. Os autores observaram que o
extrato etandlico (1-480mg / mL) ndo causou citotoxicidade nem dano ao DNA, avaliados pelo
azul de Trypan e pelo Ensaio Cometa, respectivamente.

Os componentes do 6leo essencial de E. uniflora revelam-se muito complexos e,
consequentemente, tal diversidade pode ser postulada como consequéncia das condigdes
edafoclimaticas de cada regido (COSTA et al., 2009; SANTOS; BRAZ-FILHO; CASTRO,
2015). Pouco se sabe sobre o seu efeito genotdxico. Em estudos com outras espécies do género,
os Oleos essenciais mostraram alto potencial citotoxico e um alto indice genotoxico,
significando resultados antitumorais promissores (ARANHA et al., 2019).

O potencial da espécie como bioindicador de poluicao tem sido investigado, revelando
alteracdes fisioldgicas e estruturais em resposta as condigdes urbanas ou exposicao a poluentes

atmosféricos (ALVES et al., 2008; NEVES et al., 2009; SILVA et al., 2017).

1.4.2 Lippia alba

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.Wilson (Verbenaceae) ¢ a espécie mais
estudada dentro do género. Conhecida populamente como erva cidreira ou capim-santo
(LORENZI; MATOS, 2002), a L. alba é um subarbusto aromatico, nativo do Brasil,
amplamente distribuido pelas Américas e encontrado em diferentes ambientes, como florestas,
campos e margens de estradas (SALIMENA; MULGURA, 2015). Sua morfologia é variavel,
alcangando até um metro e meio de altura. Seus ramos sdo finos, esbranquicados, longos e
quebradicos. As folhas s3o inteiras, opostas, e suas inflorescéncias sdo axilares capituliformes
de eixo curto, com tamanho variavel, e os frutos sdo drupas globosas de cor rdseo-arroxeada
(LORENZI; MATOS, 2002).

Suas folhas sdo usadas como antiespasmodicas, estomaquicas, calmante, digestivas, no
combate a insdnia, asma, em doencas bucais devido as suas propriedades bactericidas,
antissépticas e adstringentes, e também como tratamento para doencas hepaticas (OLIVEIRA

et al., 2006).
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Os oleos essenciais das folhas de L. alba foram categorizados em diferentes
quimiotipos, dependendo de seus constituintes principais, como linalol, citral e carvona
(PANDELDO et al., 2012). Diversas propriedades bioldgicas dessa planta, como citotoxicidade,
efeitos do tipo ansiolitico, antioxidante, anestésico, antitumoral, antibacteriano, antifingico e
anti-inflamatério diferem de acordo com o quimiotipo do 6leo essencial (GLAMOCLIJA et al.,
2011; TREVISAN et al., 2016; GARCIA et al., 2017). Assim, a espécie desperta o interesse de
varios segmentos, desde a medicina tradicional até industrias farmacoldgicas e agroquimicas.

Esta espécie exibe alta plasticidade fenotipica e genomica (TORRES; LOPEZ, 2007;
REIS et al., 2014), demostrando altera¢des no crescimento, na morfoanatomia e na produgao
de 6leo essencial quando exposta a um nivel elevado de CO, (BATISTA et al, 2017), condi¢ao

comum do ambiente urbano.

1.4.3 Plectranthus barbatus

Plectranthus barbatus Andr. (Lamiaceae) ¢ uma espécie cultivada, conhecida
popularmente como falso boldo, boldo brasileiro, boldo-do-jardim, malva amarga, entre outros
(LORENZI; MATOS, 2002). Esta espécie pode alcangar, no méximo, a 1,5 m de altura, ¢
perene e de porte herbaceo, embora possa alcangar a condigdo de subarbusto com o tempo de
cultivo. As folhas sdo simples, opostas cruzadas, simples, peninérveas, ovaladas, de dpice agudo
e base atenuada, com margem foliar serrada (LORENZI; MATOS, 2002; MILANEZE-
GUTIERRE et al., 2007).

E uma planta com grande variedade de usos na medicina tradicional hindu e ayurvédica,
bem como na medicina popular do Brasil, da Africa tropical ¢ da China (ALASBAHI;
MELZIG, 2010). Os principais usos etnobotanicos sdo para distirbios intestinais e fadiga
hepatica, disturbios respiratorios, doengas cardiacas e certos disturbios do sistema nervoso
(LUKHOBA etal., 2006; ALASBAHI; MELZIG, 2010). Embora, seja principalmente utilizado
pela populacdo para disturbios gastricos, muitas agdes farmacologicas ja foram testadas e
comprovadas para P. barbatus, envolvendo substancias isoladas de suas folhas, caule e raizes.
Entre os aspectos farmacologicos estudados e comprovados destacam-se: a¢do hipotensiva,
inotropica positiva, cardiovascular, bronco-dilatadora, ativacdo da adelilato ciclase, inibi¢ao da

agregacdo de plaquetas (antimetastase), antitumoral, antinociceptivo e anti-inflamatério
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(COSTA, 2006). Além disso, P. barbatus ¢ uma das espécies citadas na Relagdo Nacional de

Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satude (RENISUS) implementada pelo
Ministério da Satde do Brasil em 2008 (SAUDE, 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar plantas medicinais cultivadas em dois sitios na cidade do Rio de Janeiro, um

periurbano e o outro localizado no centro da cidade, buscando detectar possiveis alteragdes

induzidas pela exposicdo ao meio urbano.

2.2 Especificos

v

Caracterizar as condic¢des climaticas e a composi¢ao quimica do solo onde os espécimes
foram coletados, visando verificar diferengas entre os sitios estudados.

Analisar a morfologia e anatomia de FEugenia uniflora, investigando alteragdes
induzidas pela urbanizacao.

Avaliar a plasticidade fotossintética de FEugenia uniflora por meio de varidveis
morfoanatdmicas.

Identificar através de histoquimica as principais classes de substancias quimicas
presentes nas folhas de Eugenia uniflora desenvolvidas nos dois sitios de estudo.
Calcular os indices de plasticidade fenotipica para os parametros relacionados ao efeito
do ambiente urbano na estrutura interna e externa das folhas de Eugenia uniflora.
Investigar o grau de estresse de Eugenia uniflora através da analise de fluorescéncia da

clorofila a das folhas de espécimes se desenvolvendo nos dois sitios.

v’ Identificar os principais elementos quimicos presentes nas folhas de Eugenia uniflora

nos sitios urbano e florestal.

v Comparar o perfil quimico e o potencial citotoxico dos extratos preparados a partir das

folhas de Eugenia uniflora coletadas nos dois sitios.

v Comparar, em nivel estrutural e anatémico, os resultados observados nos individuos de

Eugenia uniflora cultivados no sitio urbano, uma espécie arborea que possui estruturas

secretoras internas, com duas espécies herbaceas, a Lippia alba e a Plectranthus barbatus, que

possuem uma variedade de tipos de tricomas glandulares.
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3 O ambiente urbano afeta a estrutura foliar de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae)?

Artigo publicado em Acta Botanica Brasilica - http://dx.doi.org/10.1590/0102-
33062019abb0329

RESUMO

Fatores externos podem interferir na estrutura e na atividade biologica das plantas. No entanto,
a suscetibilidade das plantas a condi¢cdes ambientais especificas varia, o que levanta muitas
questdes sobre o comportamento das plantas medicinais quando cultivadas em areas urbanas.
Este estudo visa detectar possiveis alteragdes induzidas pela exposi¢do de Eugenia uniflora L.
ao ambiente urbano, com énfase na variagdo na estrutura foliar externa e interna e diferencas
na produgao de seus principais metabdlitos. Comparamos folhas de E. uniflora cultivadas em
areas florestais e urbanas e as analisamos quanto a plasticidade estrutural e caracteristicas
indicativas de estresse no ambiente urbano. As folhas do sitio urbano revelaram necrose e
manchas avermelhadas, maior densidade estomatica, estbmatos menores € mais nuMmMerosos
cristais e glandulas secretoras, além de evidente armazenamento de amido, lipidios e
mucilagem. A presenca de numerosos cristais apresentou alto indice de plasticidade e grande
potencial como marcador anatdmico para avaliacdo dos efeitos do ambiente urbano. Sintomas
visuais e alteragdes anatdmicas foram eficientes no diagnostico do estresse em E. uniflora,
enquanto caracteristicas do sitio urbano, como temperatura, calor e poluicdo, sdo consideradas
responsaveis pela variagdo observada e podem influenciar suas caracteristicas medicinais.

Palavras-chave: Polui¢do atmosférica. Cereja brasileira. Mudanca ambiental. Histoquimica.

Pitangueira. Ambiente urbano.

3.1 Introducio

Os ambientes urbanos alteram o solo e a cobertura vegetal natural, resultando em
impactos significativos no clima local, como a formacao de ilhas de calor. Isso ocorre porque
as superficies das areas urbanas sdo caracterizadas por alta impermeabilidade e propriedades
térmicas favordveis ao armazenamento de energia e liberagdo de calor. Como consequéncia,
esse fenomeno influencia a qualidade do ar e a satde ambiental ¢ humana (COSGROVE;
BERKELHAMMER, 2018).

A cidade do Rio de Janeiro, localizada no sudeste do Brasil, ¢ a quarta maior metropole
da América Latina em densidade demografica e desenvolvimento econdmico e industrial. Além
disso, a Regido Metropolitana do Rio de Janeiro apresenta a maior taxa de urbanizacdo do pais,

chegando a 97,3% (IBGE, 2015). Paradoxalmente, a cidade possui a maior floresta urbana do
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planeta, no Parque Estadual da Pedra Branca (INEA, 2015), que reune areas preservadas e
vegetacdo em bom estado. Oliveira et al. (2017) documentaram ilhas de calor em areas centrais
da cidade do Rio de Janeiro com temperatura ~ 5 °C mais baixa em regides protegidas.

Os indices de polui¢do atmosférica sdo elevados no centro urbano da cidade do Rio de
Janeiro (INEA, 2017). Poluentes atmosféricos associados a atividades mutagénicas e
genotdxicas, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), foram encontrados ao
longo da Avenida Brasil, principal via urbana do Rio de Janeiro (RAINHO et al., 2013).

A diversidade de respostas relatadas em plantas indica que fatores ambientais podem
promover variacdo nas caracteristicas funcionais e estruturais dos individuos em ambientes
urbanos (RAI, 2016; VASCONCELLOS et al., 2017). Dentre as respostas das plantas aos
poluentes podem ser observadas alteragdes em niveis bioquimicos, microscopicos e
macroscopicos (PRUSTY et al., 2005). No entanto, o grau de tolerdncia de uma planta a um
determinado poluente ¢ definido por diferentes niveis de mudanga.

As andlises estruturais sdo esclarecedoras para estudos de estresse (SANT’ANNA-
SANTOS et al., 2012). A resisténcia das folhas a uma determinada condi¢do esta associada a
variaveis como pilosidade, espessura da parede celular, padrio de deposicdo de cera
epicuticular e penetragdo de poluentes pela cuticula e estomatos, entre outras (DICKISON,
2000). Além disso, o ambiente urbano apresenta uma combinagdo de seca e calor, que ativa
respostas fisiologicas e moleculares especificas. Essas respostas, por sua vez, levam a mudancas
no metabolismo vegetal que amenizam os efeitos danosos da combinacdo de estressores
(ZANDALINAS et al., 2017).

Eugenia uniflora (Myrtaceae), popularmente conhecida como pitangueira, cereja
brasileira, ou cereja-caiena, ¢ uma planta nativa da Restinga, ecossistema associado a Mata
Atlantica. A espécie ¢ amplamente cultivada no Brasil devido aos seus saborosos frutos e folhas
medicinais (LORENZI; MATOS, 2002). Na medicina popular, a planta ¢ usada para tratar
varias doencas. A infusdao de suas folhas tem sido utilizada como anti-reumatico ¢ anti-
hipertensivo, enquanto seu extrato alcoolico ¢ utilizado para tratar bronquites, tosses, febres,
ansiedade, hipertensdo e doencas causadas por vermes (QUEIROZ et al., 2015). Estudos
investigando as bases farmacologicas do uso popular de E. uniflora mostraram que o extrato
aquoso bruto preparado com folhas causa inibicdo do transporte gastrointestinal em casos de
disttrbios, efeitos hipotensores e vasodilatadores e atividade diurética (QUEIROZ et al., 2015).
A pesquisa na ultima década sobre o potencial da espécie como bioindicador ambiental revelou
mudangas fisioldgicas e estruturais em resposta as condigdes urbanas e/ou exposicao a

poluentes atmosféricos (ALVES et al., 2008; SILVA et al., 2015; 2017).
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Em geral, as estruturas secretoras e os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas
estdo diretamente relacionados as suas propriedades medicinais. No entanto, fatores externos
podem interferir nessas estruturas e, consequentemente, na atividade bioldgico-medicinal da
planta (OKEM et al., 2015). Verificou-se que a poluicdo do ar, decorrente do trafego de
automoveis na cidade de Sao Paulo, segunda maior metropole da América Latina, influencia
diretamente na absor¢do de elementos quimicos pelas plantas, sendo que os niveis desses
elementos superam os valores recomendados para consumo (AMATO-LOURENCO et al.,
2016).

Diante do cenario descrito acima, objetivou-se analisar as folhas de E. uniflora coletadas
na cidade do Rio de Janeiro, com o objetivo de detectar alteragdes induzidas pela exposi¢do ao
ambiente urbano. Assim, investigamos se as folhas de E. uniflora encontradas em ambientes
florestais e urbanos (1) variam na estrutura externa e interna; (2) diferem na producdo dos
principais metabolitos secretados por suas estruturas secretoras; e (3) exibem plasticidade
estrutural significativa. Dados sobre potenciais bioindicadores para ambientes urbanos serao

fornecidos para as caracteristicas anatdmicas dessas plantas.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Locais de Estudo

O estudo ocorreu em 2017 em dois sitios da Mata Atlantica na cidade do Rio de Janeiro,
Brasil: (1) um sitio urbano, localizado na Fundagdo Oswaldo Cruz Manguinhos (-22.878639, -
43.246621), as margens da Avenida Brasil, a principal via urbana da cidade, que apresenta
diversos poluentes citotoxicos e mutagénicos ja estabelecidos (RAINHO et al. 2013; INEA
2017); e (2) um sitio florestal, localizado na Fundacdo Oswaldo Cruz Mata Atlantica (-
22.939889, -43.404424), as margens do Parque Estadual da Pedra Branca, uma floresta de
12.500 hectares que representa a maior floresta urbana do planeta (INEA 2015 ) (Figura 1). A
Tabela 1 mostra a precipitacdo média anual para o periodo de 1995 a 2016 e para 2017; e os
valores de temperatura maxima, média e minima para 2017. Os dados meteorolégicos foram

obtidos das estagdes meteoroldgicas mais proximas do Sistema de Alerta Rio (Rio de Janeiro)
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para cada um dos locais de estudo - Estagao Metodoldgica de Sao Cristovao para o local urbano,

e Estacdo Meteoroldgica Rio Centro (Rio de Janeiro) para o sitio florestal.

Figura 1 - Mapa destacando os locais de estudo na cidade do Rio de Janeiro, Brasil.
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Tabela 1 - Precipitagdo média anual para 1995-2016 e precipitacdo anual para 2017, e
temperaturas médias para 2017 no sitio urbano e no sitio florestal na cidade do Rio de Janeiro,
Brasil.

Sitios / Precipitacdo anual cumulativa (mm) Média temperaturas (°C) para 2017
Periodos Média: 1995-2016 2017 Miximo Média Minimo
Urbano 988.5 666.8 36.01 25.21 19.25
Florestal 1.250.30 1.084.00 36.9 24.9 18.35

Fonte: Sistema Alerta Rio da cidade do Rio de Janeiro.

3.2.2 Amostragem, preparacio e andlise de material botanico

Folhas adultas expostas ao sol foram amostradas de quatro espécimes de E. uniflora em
cada um dos dois locais de estudo. A area foliar (LA) foi determinada usando 10 folhas de cada
espécime, que foram coletadas, digitalizadas e medidas para area foliar usando o software
Image-Pro Express 6.0. Para determinar a massa foliar por unidade de area (LMA) e a
suculéncia (SUC), dez discos foliares (0,5 mm) foram removidos de cada individuo. Os discos
foram hidratados em 4gua destilada por 24 horas e, a seguir, mensurada a massa saturada em
balanga digital (0,0001 g) e a espessura foliar hidratada (EHL) (mm) em paquimetro digital (+
0,01 mm). Discos foliares hidratados foram entdo colocados em estufa a 55 © C por 72 horas e
pesados para obten¢do de massa seca (DLM). Esses valores foram usados para calcular SUC
(gm), como a diferenca entre a massa saturada (SLM) e seca dividida pela area do disco, e
LMA (gm-2) (KLUGE; TING, 2012). Os valores de densidade (DEN) (mg cm-3) foram
determinados a partir da razdo entre a massa seca do disco por area e a espessura da folha
hidratada: DEN = LMA / HLT (WITKOWSKI; LAMONT, 1991).

Para analise anatdmica, amostras da regido mediana das folhas do terceiro né foram
fixadas em solugdo aquosa de glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4,0% e tampao cacodilato de
sodio 0,05 M em pH 7,2, desidratado em série alcoolica ascendente e incluido no Historesin®
(FEDER; O'BRIEN, 1968). As amostras foram seccionadas em micrétomo rotativo de 8-9um
de espessura, coradas com Toluidina O-Blue (O'BRIEN et al., 1964), montadas em Entellan®
e observadas em microscopio Optico Olympus BX 41. As imagens foram obtidas com o auxilio

de uma camera de video Q Collor R3 acoplada ao microscopio.
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A frequéncia e distribui¢do de glandulas e cristais foram medidas em 10 folhas
diafanizadas (STRITTMATTER, 1973), obtidas do terceiro n6 de cada uma das plantas
individuais selecionadas. As folhas das plantas da 4rea florestal foram deixadas em hipoclorito
de sodio a 50% por 12 horas a mais do que as folhas da &rea urbana para atingir o
branqueamento total.

A ultraestrutura e a frequéncia estomatica foram avaliadas em amostras da area mediana
das folhas, as quais foram desidratadas em série alcodlica e submetidas a secagem do ponto
critico com CO2 liquido em secador Bal-Tec CPD 030 Ponto Critico. Os fragmentos secos
resultantes foram aderidos a suportes com fita de carbono e recobertos com uma camada de
ouro de 20nm (Bal-Tec SCD 050 Sputter Coater). As imagens foram obtidas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) com aparelho ZEISS - DSEM 962 na tensdo de 25 kV.

Em vinte e cinco campos de cada folha foram examinados para avaliar as seguintes
variaveis foliares: espessura da epiderme adaxial e abaxial (um), espessura do parénquima da
palicada (um), espessura do parénquima esponjoso (um), espessura da lamina foliar (um),
comprimento dos estomatos ( um), e frequéncia de estomatos, cristais e glandulas secretoras
por mm?. As andlises foram realizadas usando o sistema de processamento de imagem digital
Image-Pro Express 6.0.

As principais classes de compostos quimicos presentes na lamina foliar e na secre¢ao
de estruturas secretoras foram investigadas em cortes transversais feitos a mao livre de material
coletado recentemente ou incluido no Historesin®. Foram realizados os seguintes testes
histoquimicos: Suddo IV (PEARSE, 1980); Vermelho de Ruténio; Cloreto férrico III e Lugol
(Johansen 1940). Os procedimentos de controle padrdo foram realizados simultaneamente.

indices de plasticidade fenotipica foram calculados para dados quantitativos (PPI;
VALLADARES et al., 2000). Caracteristicas com valores de PPI > 0,7 foram consideradas
fenotipicamente plésticas, conforme estabelecido por Vasconcellos et al. (2017).

Todos os resultados quantitativos foram testados para normalidade e homocedasticidade
usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os resultados paramétricos dos
dois locais foram comparados pelo teste t de Student, enquanto os resultados ndo paramétricos
foram comparados pelo teste de Mann-Whitney, com nivel de significancia de 95%. Os testes

estatisticos foram realizados com o software STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc., EUA).

3.3 Resultados
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Os parametros quantitativos nas folhas de Fugenia uniflora avaliados foram LA, SLM,
DLM, HLT, LMA, SUC e DEN e nao diferiram significativamente entre os locais de estudo
(Tabela 2). As folhas de E. uniflora sao glabras, com epiderme unisseriada (Figura 2A-B). O
mesofilo ¢ dorsiventral (Figura 2A-B), com uma ou duas camadas de parénquima palicadico e
seis a dez camadas de parénquima esponjoso. Cristais de oxalato de célcio estdo presentes em
todo o mesofilo (Figura 2A-D) e na veia central (Figura 2E-F). Com relagdo aos estdmatos, as
folhas sao hipoestomaticas (Figura 2G-H). As glandulas secretoras estdo presentes no mesofilo,
onde estdo posicionadas proximas as superficies adaxial (Figura 2B) ou abaxial. O sistema
vascular da nervura principal possui esclerénquima associado ao xilema e floema (Figura 2F).

O tamanho médio das folhas dos individuos de E. uniflora amostrados no sitio urbano
apresentou maior varia¢do do que no sitio florestal (Tabela 2). Embora diferencas possam ser
identificadas entre os parametros medidos, apenas a frequéncia estomatica, comprimento
estomatico, frequéncia de cristal e frequéncia de glandulas secretoras diferiram
significativamente entre os dois locais (Tabela 2). Destacamos a relacdo inversa entre a
frequéncia e o tamanho dos estomatos, com um maior nimero de estdmatos para garantir a

diminui¢do do tamanho no sitio urbano (Figura 3).
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Tabela 2 - Parametros medidos de Eugenia uniflora na floresta e sitio urbano e os resultados dos testes estatisticos; Student t (t) e Mann-Whitney
(V).

Pardmetros Sitio Florestal Sitio Urbano t U p
Min. Meédio Max. DP Min. Médio  Max. DP

LA (cm?) 4351  9.638 18.833 +3.467 3.637 8322 15.868 +£2.861 1.270 0.251

SLM (mg) 0.4 7.3 6.2 +0.8 3.6 5.7 7.4 +0.9 6.000000 0.564

DLM (mg) 0.1 1.9 2.7 +0.3 0.9 0.2 2.9 +0.5 -0.402 0.702

HLT (mm) 0.19 0280 039 +£0.048 0.2 0.2805  0.39 +0.048 -0.026 0.980

SUC (g/m?) 17.834 68.758 7643 +114.2 20.382 47.484 64.968 +10.44 2.000000 0.083

LMA (g/m?) 14.013 23.726 3439 +£449 11465 25.032 36943 +6.42 -0.402 0.702

DEN (mg/mm?) 52.262 87.170 12739 +£21.2 33.720 91.141 139.521 +25.06 -0.342 0.744

Espessura da lamina da folha (um) 166.320 235.705 318.28 +35.81 132.663 237.696 317.250 +43.88 -0.172 0.869

Espessura do parénquima em paligadico (um) 32.979 51.025 72.58 +891 35477 71.996 98.400 +16.89 3.000000 0.149

Espessura do parénquima lacunar (um) 91.846 155.642 210,75 +£27.85 74915 139.664 191.410 +£28.23 1.329 0.232

Espessura da epiderme adaxial (pm) 9.801 14.612 1881 +1.908 8477 14.015 18.280 +1.72 2.373 0.055

Espessura da epiderme abaxial (pum) 8.742 15.080 23.07 +£3.55 8216 11.841 16.469 =+1.50 3.000000 0.149
Frequéncia de glandulas secretoras (n°/mm?) 0 1.167 4  +1.114 1 2.583 4 +1.083 -3.300 0.016 *
Frequéncia de cristais (n°/mm?) 0 2.25 4  +£1.602 5 10.083 18 +3.52 0.000000 0.0209 *
Frequéncia de estdmatos (n°/mm?) 88 105 120 +£16.09 152 181.75 216  +26.78 -5.108 0.002 *
Comprimento dos estomatos (Lm) 1.203  1.558 2.006 +0.211 1.032 1327 1.805 +0.172 3.778 0.009 *

Nota: valores referentes ao valor minimo (Min.) - valor médio (Médio) - valor maximo (Max) + desvio padrdo (DP). * Representa uma diferenca significativa com um intervalo
de confianga de 95% (p). LA: area foliar; SLM: Massa foliar saturada; DLM: massa de folha seca; HLT: Espessura foliar hidratada; SUC: Suculéncia; LMA: Massa da folha
por unidade de area; DEN: Densidade.
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Figura 2 - Cortes transversais de folhas de Eugenia uniflora de ambos os locais.

Legenda: Sitio florestal (A, C e E) e sitio urbano (B, D, F). AD. lamina foliar. EF. veia central. CF. analise sob luz
polarizada, destacando a presenca de cristais. G-H. Face abaxial de folhas de Eugenia uniflora do sitio
florestal (G) e do sitio urbano (H), sob microscopia eletronica de varredura. pp: parénquima em pali¢ada;
sp: parénquima esponjoso; ada: epiderme adaxial; aba: epiderme abaxial; c: cristal; x: xilema; p: floema;
sb: glandulas secretoras; sto: stomata. Barra A-F = 50 um; G-H =20 um.
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Figura 3 - Relacdo entre comprimento estomatico e densidade estomatica em folhas de Eugenia
uniflora dos dois locais de estudo.
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Comparando os dois locais de estudo, as folhas dos individuos do sitio urbano
apresentaram maior abundancia de cristais de oxalato de calcio (Figura 4), além disso,
ocorreram maiores frequéncias de glandulas secretoras (Figura 4A-B). Testes histoquimicos
das folhas de E. uniflora do sitio urbano revelaram aumento na produgdo de metabolitos
secundarios (Figura 5). As secre¢des na glandula do sitio urbano mostraram uma reagao positiva
ao amido (Figura 5B), lipidio (Figura 5C) e mucilagem (Figura 5E). Além disso, os testes
histoquimicos detectaram o actimulo de lipidios no mesofilo para plantas do meio urbano
(Figura 5C). Na face abaxial da veia central dos individuos da zona urbana, foram observadas

células com acumulo de mucilagem (Figura 5G).
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Figura 4 - Folhas diafanizadas de Eugenia uniflora a microscopia de luz.

Legenda: As imagens mostram a diferenca na densidade do cristal entre os dois locais e detalham mais a estrutura
do cristal. A, C. sitio florestal; B, D-F. sitio urbano. C, D e F. visualizagdo sob luz polarizada, destacando
a presenga de cristais. c: cristal; sb: glandulas secretoras. Barras A-D = 50 um; E-F =20 um.
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Figura 5 - Secdo transversal da lamina foliar de Eugenia uniflora.

Legenda: Lamina foliar em microscopia de luz, com diferentes testes histoquimicos. A, D, F. Sitio florestal.
B, C, E, G. Sitio urbano. Testes histoquimicos: AB. Lugol; C. Sudan IV; D-G. Vermelho de ruténio.
x: xilema; p: floema; sb: glandulas secretoras sc: esclerénquima. Barras A-E = 20 pm; F-G = 50 um.

Folhas de Eugenia uniflora do ambiente urbano exibiram sintomas como necrose €
brotacdo de folhas novas completamente avermelhadas (Figura 6A-C). Na face abaxial de
algumas folhas de E. uniflora do sitio urbano, foram observadas ao redor da regido necrotica
células cheias de metabolitos secundarios (Figura 6D-E). Essas caracteristicas ndo foram
observadas nas folhas do sitio florestal. Observou-se a presenca de células com compostos

fenolicos no parénquima do xilema (Figura 6F) e na face adaxial da nervura (Figura 6G).
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Figura 6 - Folhas de diferentes exemplares de Eugenia uniflora no ambiente urbano.
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Legenda: Secdo transversal de folhas do sitio urbano (A, B e C). Corte transversal, em microscopia de
luz, corado com azul de toluidina (D, E, F ¢ G). Notar em diferentes regidoes da nervura central
a presenga de células com substancias fendlicas e células com aspecto de morte celular (seta).

x: xilema; p: floema; sc: esclerénquima; c: cristal; ps: substancias fendlicas. Barra D = 100 pum;
E =50 pm; FG =20 pum.
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Os indices de plasticidade revelaram que os parametros com maior plasticidade
fenotipica (Tabela 3) foram: LA, SUC, LMA, DEN, espessura do parénquima palicadico e

frequéncias de cristais e secretor glandulas.

Tabela 3 - Indices de plasticidade fenotipica para os pardmetros quantitativos avaliados.

Parametros Plasticidade Fenotipica
LA 0.8
SLM 0.5
DLM 0.6
HLT 0.5
SucC 0.8
LMA 0.7
DEN 0.8
Espessura da ldmina da folha 0.6
Espessura do parénquima em paligadico 0.7
Espessura do parénquima esponjoso 0.6
Espessura da epiderme adaxial 0.5
Espessura da epiderme abaxial 0.6
Frequéncia de glandulas secretoras 0.8
Frequéncia de cristais 1.0
Densidade de estomatos 0.6
Comprimento estomatico 0.5

Legenda: LA: area foliar, SLM: Massa saturada da folha; DLM: massa de folha seca; HLT: Espessura da Folha
Hidratada; SUC: Suculéncia; LMA: Massa da folha por unidade de area; DEN: Densidade.

3.4 Discussao
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A emissdao de poluentes atmosféricos pode afetar desde individuos isolados até
populacdes inteiras de varias espécies (KUKI et al., 2008). Nesse sentido, o tamanho médio das
folhas dos individuos de E. uniflora amostrados no sitio urbano exibiu maior variagdo do que
os do sitio florestal, onde algumas folhas apresentam maior desenvolvimento da segunda
camada do parénquima da palicada e encurtamento do parénquima esponjoso. A variagdo da
espessura do parénquima paligadico geralmente esta relacionada as respostas da radiagdo
luminosa (FERNANDES et al., 2014). De acordo com Khosropour et al. (2018), a propor¢ao
de tecido mesofilico em plantas em um ambiente urbano ¢ influenciada por cloroplastos usados
na fotossintese localizada no parénquima da palicada. O parénquima esponjoso pode ser
decisivo na quantidade de poluentes que penetram no interior das folhas, devido ao numero de
espacos intercelulares, e de estdmatos que permitem o acesso dos gases. Assim, mais células
em palicada permitem mais fotossintese e reduzem a espessura do parénquima esponjoso,
enquanto os estdmatos diminuem a absorcao de polui¢do e também de CO2. Em tltima analise,
¢ necessario haver um equilibrio entre esses tecidos, pois a diminui¢cdo da absor¢do de CO2
limitara a fotossintese.

As modifica¢des que levam a um ajuste 6timo entre o controle das trocas gasosas € a
consequente entrada de poluentes pelos estomatos podem seguir dois caminhos: (1) as plantas
reduzem a absor¢ao de poluentes pela diminui¢ao da densidade estomatica (KULSHRESHTHA
etal., 1994); ou (2) as plantas aumentam a densidade estomatica (ALVES et al., 2008; GOSTIN,
2009) e concomitantemente reduzem o tamanho estomatico (RASHIDI et al., 2012). No
presente estudo, a densidade estomatica e o comprimento estomatico diferiram
significativamente entre os dois ambientes. Individuos de E. uniflora que se desenvolveram em
meio urbano apresentaram maior niimero de estomatos para contrabalangar sua diminuicao de
tamanho, permitindo um ajuste ideal para o controle das trocas gasosas e diminui¢cdo da
captagdo de poluentes. Bettarini et al. (1998) consideraram mudangas na densidade, distribui¢ao
e morfologia dos estdmatos como caracteristicas importantes para adaptacdo/tolerancia a
poluicdo do ar. Esses atributos sdo frequentemente usados em biomonitoramento ambiental por
meio de plantas (WUYTACK et al., 2010).

A maior densidade estomatica também pode estar relacionada ao estresse causado pela
reduzida disponibilidade de agua e pelas altas temperaturas do ambiente urbano (tab. 1). A
relacdo entre densidade estomatica e estresse hidrico tem sido abordada por diversos estudos
com diferentes tipos de plantas (GAN et al., 2010; PETERSON et al., 2012).

O aumento na quantidade de cristais, como aconteceu com os individuos analisados do

sitio urbano, ¢ uma resposta que tem sido observada em uma variedade de espécies submetidas
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a poluentes gasosos (ALVES et al., 2008). Segundo a literatura, as plantas podem atuar como
filtros bioldgicos, removendo grandes quantidades de poluentes do ambiente urbano
(TOMASEVIC et al., 2008). Essa estratégia permite que as plantas mantenham o equilibrio
i0nico, que ¢ afetado quando a carga poluente ¢ elevada, bem como favorece a incorporagdo de
metais pesados em cristais de oxalato nos tecidos vegetais (CHOI et al., 2001; TOMASEVIC
et al., 2008). Os poluentes aumentam a permeabilidade das membranas celulares, promovendo
um influxo de Ca ++ do apoplasto para as células. Portanto, a formagao de cristais serviria como
reacdo de defesa para encapsular o excesso de calcio dentro da célula (FINK, 1991). O oxalato
pode ter impactos negativos na satide de um individuo que consome plantas que o contenham,
pois pode causar complicagdes renais (HOLMES et al., 2001). Na verdade, mais de 75% de
todas as pedras nos rins contém oxalato de célcio como o principal componente (NORDIN et
al., 1979).

Conforme visto em nossa pesquisa, Alves et al. (2008) também observaram maior
numero de estdmatos e cristais de oxalato de célcio ao avaliar a influéncia da polui¢do urbana
na cidade de Sao Paulo sobre E. uniflora. Esses autores observaram apenas uma camada de
parénquima pali¢adico, o que difere do presente estudo em que vérias folhas do sitio urbano
apresentavam uma segunda camada de parénquima palicadico. Outra novidade em nosso estudo
foi a observacao do aumento do nimero de glandulas secretoras em areas urbanas. Esses dados
sdo consistentes com o conceito de aumento do desenvolvimento de defesas quando as plantas
sdo submetidas a condi¢des de estresse, como poluicdo (COLEY et al., 1985). Deve-se observar
que alteracdes nos metabolitos secundarios influenciam diretamente na qualidade de uma planta
para fins medicinais (SANTOS et al., 2006). Testes histoquimicos nas folhas e na estrutura
secretora de E. unmiflora do sitio urbano revelaram aumento na producdo de metabolitos
secunddrios, o que corrobora com os resultados observados para plantas sob exposi¢cao
prolongada a poluentes atmosféricos (GOSTIN, 2009). Em relacdo a detec¢do do acumulo de
lipidios e amido em individuos do sitio urbano, esse resultado esté realacionado a uma resposta
de defesa em plantas sob estresse (BERKEY et al., 2012; GUO et al., 2017). A presenca de
mucopolissacarideos, como a mucilagem, na secrecdo de glandulas secretoras presentes na
nervura central das folhas de E. unmiflora do sitio urbano pode estar relacionada ao
armazenamento de agua (SOUZA et al., 2015). Além disso, essas substancias podem proteger
contra as altas temperaturas desse local, funcionando como osmoprotetores (RIZHSKY et al.,
2004).

Danos visiveis as folhas, como necrose e clorose, observados nas folhas de E. uniflora

do sitio urbano, podem ser induzidos por particulas transportadas pelo ar, o que ¢ indicativo de
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poluicdo atmosférica (SILVA et al., 2017). Silva et al. (2017) observaram que as emissdes de
uma fabrica de pelotizagdo também causaram danos visuais a E. uniflora, incluindo abscisio
foliar, necrose e coloragdo arroxeada das folhas jovens. Silva et al. (2015), anteriormente,
também observaram que individuos de E. wuniflora cultivados nas mesmas condi¢des
acumulavam ferro e enxofre nas folhas.

Algumas folhas do sitio urbano do presente estudo exibiram uma coloragdo
avermelhada, indicando a presenc¢a de pigmentos fotoprotetores, que podem ser um mecanismo
compensatorio em condicdes de estresse ambiental (ASHRAFUZZAMAN et al., 2017). O
sistema de defesa antioxidante das plantas pode atuar aumentando os niveis de metabdlitos nao
enzimaticos de baixo peso molecular, como antocianinas e outras substancias fenolicas
(SYTAR et al., 2013). Esse sistema de defesa desempenha um papel fundamental na
desintoxica¢do das células e pode melhorar a tolerancia a diversos tipos de estresse (GILL;
TUTEIJA, 2010).

A observacao de células com evidéncias de morte celular na nervura central das folhas
de E. uniflora do sitio urbano sugere que existe um sistema de defesa formado pelo acimulo de
metabolitos secundarios que desenvolvem uma barreira protetora para evitar a progressao da
necrose em direcdo aos tecidos sauddveis, como também observado por Sant'anna-Santos et al.
(2012) e Silva et al. (2017). As caracteristicas do sitio urbano do presente estudo foram
suficientes para causar danos as folhas de E. uniflora, semelhante ao encontrado para a
influéncia de poluentes emitidos por uma fabrica de pelotas de ferro (SILVA et al., 2017). Esses
achados fornecem mais informacdes para a descricdo de E. uniflora como uma espécie
bioindicadora do meio ambiente.

Os tracos anatomicos de E. uniflora com indices de plasticidade fenotipica iguais ou
superiores a 0,6 reforcam o impacto de um dos sitios sobre certos tragos foliares. O acimulo de
cristais observado apresentou alto indice de plasticidade com grande potencial para ser um
bioindicador anatomico. Nesse sentido, podemos sugerir tragos variaveis no fendtipo de E.
uniflora que auxiliam na avalia¢do dos efeitos exercidos pelas condigdes urbanas, incluindo
interagdes com poluentes ou condi¢des climaticas (TRIPATHI; GAUTAM, 2007).

Este estudo destaca a importancia de realizar estudos mais abrangentes sobre a
interferéncia de ambientes urbanos com metabolitos secundérios. Como consequéncia, envolve
a atividade bioldgica das plantas no meio urbano e sua viabilidade para uso, como por exemplo,
para fins medicinais. Concluimos que os sintomas visuais e anatdmicos foram eficientes no
diagnéstico de estresse em E. uniflora. Acredita-se que as caracteristicas do sitio urbano possam

ser responsaveis pela variagdo observada. As alteragdes analisadas, como o aumento da
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frequéncia e diminuicao do tamanho dos estomatos e a maior frequéncia de glandulas secretoras
e cristais podem ter contribuido para a aclimatagdo de E. uniflora na condi¢ao urbana e podem

ser uteis para biomonitoramento ambiental.
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4 ALTERACOES QUIMICAS E CITOTOXICAS NAS FOLHAS DE EUGENIA
UNIFLORA L., PLANTA MEDICINAL QUE CRESCE NO QUARTO MAIOR
CENTRO URBANO DA AMERICA LATINA

Resumo: A maioria das pessoas em ambientes urbanos obtém plantas medicinais por meio de
seu proprio cultivo. Eugenia uniflora L. ¢ um arbusto nativo da restinga brasileira comum em
areas urbanas e cujas folhas sdo comumente utilizadas pela populagdo no tratamento de diversas
doengas. Além disso, o uso medicinal de E. uniflora é recomendado pelo Servico Nacional de
Saude do Brasil. Assim, pesquisas sdo necessarias para avaliar a toxicidade de medicamentos
derivados dessa planta cultivados em ambientes urbanos e determinar sua confiabilidade para
uso pela populagdo. Portanto, este estudo avaliou folhas de E. uniflora cultivadas em ambiente
urbano para identificar possiveis alteragdes quimicas e citotoxicas. Este estudo apresenta uma
analise integrada das condi¢des ambientais, fisiologia e fitoquimica de E. uniflora, além de
experimentos que avaliam o potencial toxico de seu extrato. A analise quimica do solo e das
folhas revelou grande variagdo na capacidade da planta de acumular elementos quimicos.
Dentre os elementos quimicos analisados, destaca-se o chumbo por ter sido detectado no limite
de concentragdo permitido pela Organizacdo Mundial da Satide em folhas de meio urbano. Os
resultados da analise de citotoxicidade revelaram diferencas significativas quanto a viabilidade
das células VERO submetidas ao extrato. Sugerimos que as caracteristicas ambientais e do solo
do sitio urbano sdo responsaveis, pelo menos em parte, pela caracteristica citotoxica do extrato
de folhas de E. uniflora.

Palavras-chave: Pitangueira. Cereja brasileira. Planta nativa. Plantas urbanas. Mata Atlantica.

4.1 Introducao

A urbanizagdo ¢ quase sempre acompanhada de mudangas tipicas do ambiente natural,
como aumento da temperatura devido ao efeito das ilhas de calor, polui¢do do ar, contaminagao
do solo, mudancgas nos niveis de emissdo de carbono, entre outros problemas, que acabam
impactando o desenvolvimento das plantas e satide humana e do ecossistema (GURJAR et al.,
2008; ROY et al., 2012).

No geral, o estresse ambiental aumenta o acimulo de metabdlitos secundérios em plantas
medicinais (ELZAAWELY et al., 2007; SINHA et al., 2010; ZHELJAZKOV et al., 2006), o
que causa mudangas significativas em sua quantidade e qualidade (LAJAYER et al., 2017).
Esses metabolitos secundarios estdo diretamente relacionados as propriedades medicinais das
plantas (OKEM et al., 2015) e véarios estudos tém indicado contaminagdo de plantas medicinais

e aromaticas e potencialmente alta absorcdo e translocacdo de metais pesados. (BAYE;
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HYMETE, 2010; EBRAHIM et al., 2012; GLAVAC et al., 2017; ZHELJAZKOV et al., 2006;
2008a, b).

Altas concentracdes de metais traco ja foram documentadas na biomassa de diferentes
plantas medicinais, como a salsa (Petroselinum crispum L., Apiaceae) e o manjericao (Ocimum
basilicum L., Lamiaceae), cultivado no centro da cidade de Berlim, Alemanha (SAUMEL et
al., 2012). As altas concentragdes desses metais estdo diretamente relacionadas ao trafego local,
as espécies cultivadas e a forma de plantio. Na cidade de Sdo Paulo, segunda maior metropole
da América Latina, constatou-se que a polui¢do do ar decorrente do trafego de automoveis
influenciava indiretamente a absor¢do de elementos quimicos potencialmente toxicos pelas
plantas, com valores superiores aos recomendados para consumo (AMATO-LOURENCO et
al., 2016).

O uso de plantas medicinais estd associado ao nivel socioecondmico de uma populagao,
com maior utilizacdo pelas classes de renda mais baixa devido a auséncia de alternativas
econdmicas vidveis ou simplesmente devido a perpetuagdo da medicina popular (VEIGA
JUNIOR et al., 2005). Um aumento no uso de fitomedicamentos também tem sido observado
em paises mais desenvolvidos, o que ¢ influenciado pela tendéncia popular de consumo de
produtos naturais. O problema com essa realidade ¢ a forma como a populacdo passa a enxergar
o uso das plantas para o tratamento de doengas, sem levar em conta os riscos a satde por serem
considerados naturais (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

A maioria da populagdo urbana obtém plantas medicinais por meio do compartilhamento
ou de plantas de seu proprio cultivo (BRASILEIRO et al., 2008; VEIGA JUNIOR et al., 2005).
Assim, ¢ importante enfatizar o monitoramento dos elementos quimicos nessas plantas
(ECHEM; KABARI 2013; BARIMA et al., 2014) por meio de experimentos que mostram o
efeito dos poluentes in situ. Varios estudos t€ém demonstrado os efeitos negativos dos poluentes
nas plantas por meio do método de biomonitoramento passivo com o uso de organismos
residentes em dreas sob polui¢io (ex .. VASCONCELLOS et al., 2017; LUTTGE;
BUCKERIDGE, 2020; SILVA et al., 2021).

O Rio de Janeiro ¢ a quarta maior cidade da América Latina e tem a maior taxa de
urbaniza¢do do Brasil, chegando a 99,5% (IBGE, 2015). Paradoxalmente, a cidade possui a
maior floresta urbana do planeta, o Parque Estadual da Pedra Branca, uma floresta de 12.500
hectares (10% da extensdo da cidade), com areas preservadas e vegetacdo em bom estado de
conservagao (PASSOS et al., 2020).

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) foi uma das dez espécies mais citadas em um

levantamento de arvores plantadas para consumo na cidade do Rio de Janeiro (SARTORI et al.,
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2019). Comumente conhecida como pitangueira ou cereja brasileira, E. uniflora ¢ uma das
espécies nativas mais cultivadas nos centros urbanos brasileiros, principalmente por seus
saborosos frutos e folhas medicinais (LORENZI; MATOS, 2002). Segundo a medicina popular,
a infusdo e o extrato alcoolico das folhas dessa espécie sdo utilizados no tratamento de diversas
doengas (QUEIROZ et al., 2015). O potencial da espécie como bioindicador de polui¢ao
também foi investigado na ultima década, revelando mudancas fisiologicas e estruturais em
resposta as condi¢des urbanas ou exposi¢do a poluentes atmosféricos (ALVES et al., 2008;
SILVA etal., 2017; BEZERRA et al., 2020)

Eugenia uniflora também ¢ uma das espécies citadas na Lista Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse do Sistema Unico de Saude (sigla em portugués: RENISUS),
implementada pelo Ministério da Satde do Brasil em 2008 (SAUDE, 2009). Portanto, é
importante avaliar a toxicidade desta espécie quando cultivada em um ambiente urbano e
determinar sua confiabilidade para uso pela populagdo.

Testes com extrato etanolico de E. uniflora cultivada fora de grandes centros urbanos ndo
apresentaram potencial toxico (CUNHA et al., 2016). No entanto, em estudo anterior, Bezerra
et al. (2020) descreveram mudancas na estrutura foliar induzidas pela exposi¢do de E. uniflora
a um ambiente urbano. Assim, € necessario investigar se as altera¢des estruturais observadas
nas folhas de E. uniflora cultivadas em ambiente urbano (BEZERRA et al., 2020) sao
acompanhadas por alteracdes em seu perfil quimico e citotoxicidade do extrato foliar que
consequentemente interfeririam na seguranca do uso medicinal desta planta. Considerando esse
contexto, este estudo teve como objetivo detectar possiveis alteragdes quimicas e citotoxicas
em plantas de E. uniflora induzidas pela exposi¢cdo a um ambiente urbano, comparando plantas
cultivadas em dois locais na cidade do Rio de Janeiro - uma regido periurbana e o centro

metropolitano.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Locais de estudo e condi¢Ges de coleta

O estudo foi realizado com plantas em dois sitios no dominio da Mata Atlantica da cidade
do Rio de Janeiro, Estado do Rio de Janeiro, Brasil: (1) sitio urbano, localizado na Fundagao

Manguinhos Oswaldo Cruz - Fiocruz Manguinhos, na Avenida Brasil , principal via urbana da
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cidade, cujo trafego ¢ intenso, onde ja foram verificados poluentes citotoxicos € mutagénicos
(INEA, 2020; RAINHO et al., 2013); e (2) sitio florestal, localizado na Fundagdo Mata
Atlantica Oswaldo Cruz - Fiocruz Mata Atlantica, nos limites do Parque Estadual da Pedra
Branca (Fig. 1, Tabela 4).

No sitio florestal, a espécie era cultivada na cole¢do de plantas medicinais da Fiocruz
Mata Atlantica, enquanto no sitio urbano a espécie era cultivada em jardins que fazem parte do
setor administrativo da Fiocruz Manguinhos. Os dados climaticos de cada localidade foram
obtidos para o ano do estudo (2019), nas estagdes meteorologicas do Sistema Rio Alerta, na
cidade do Rio de Janeiro, mais proximas a cada um dos locais de estudo: Estagdo Meteoroldgica
de Sdo Cristévao para o sitio urbano (-22,981289, -43,405075) e Estacdo Meteorologica Rio
Centro para o sitio florestal (-22,981289, -43,405075). A Tabela 4 mostra as caracteristicas

ambientais de ambos os locais.

Tabela 4 - Caracteristicas ambientais dos sitios florestal e urbano para o ano de 2019.

Sitio Florestal Sitio Urbano
Localizagdo geografica (-22.939889, -43.404424) (-22.878639, -43.246621)
Altitude (m.a.s.]) 24 30
Precipitagdo anual acumulada (mm) 1595 1206
Precipitagdo no més de amostragem (mm) 47.8 6.4
Umidade relativa do ar - média anual (%) 81.09 70.33
Temperatura maxima - anual (° C) 36.2 37.5
Temperatura média - anual (° C) 25.1 25.7
Temperatura minima - anual (° C) 17.7 19.1
Cobertura do solo superficial serapilheira cascalho / pedras

Os dados de qualidade do ar foram obtidos no site do Instituto Estadual do Meio
Ambiente (INEA) para o ano de 2018. O sitio urbano apresentou as maiores concentragdes
médias de ozonio (577 pg/m3) na regido metropolitana do Rio de Janeiro, violando o padrao
estabelecido pela legislagdo (140 pg/m3) 38 vezes durante o ano (INEA 2020). O sitio florestal,
por outro lado, ndo apresentou concentracdes médias de o0zOnio superiores ao padrdo

estabelecido.
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Figura 7 - Mapas destacando os locais de estudo na cidade do Rio de Janeiro, Estado do Rio de

Janeiro, Brasil.
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Cinco individuos de Eugenia uniflora foram amostrados em cada local de estudo. A

caracterizacdo quimica elementar das folhas e a aquisi¢do do extrato hidroalcodlico foram

realizadas para cada planta utilizando folhas sadias da regido nodal mais desenvolvida do ramo

e expostas ao sol. Esta amostragem foi realizada simultaneamente nos dois locais estudados as

9h do dia 23 de julho de 2019, uma semana de dias ensolarados. Apds a coleta, as folhas foram

acondicionadas em sacos em recipientes térmicos com gelo e processadas simultaneamente em

laboratorio.

4.2.2 Fluorescéncia de raios-x (XRF)
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A identificagdo elementar de solo e folhas foi realizada contextualizando as
caracteristicas ambientais especificas de cada local. As caracterizagdes quimicas elementares
das folhas de E. uniflora e amostras de solo dos dois locais de estudo foram realizadas usando
analise de fluorescéncia de raios-X (XRF). Semelhante ao nimero de amostras analisadas para
as folhas, cinco amostras de solo em cinco pontos de amostragem foram coletadas a uma
profundidade de aproximadamente 10,0 cm, totalizando 25 amostras em cada local de estudo.
A serapilheira ou camada de pedra foi removida antes da coleta do solo. Os pontos de
amostragem de solo foram proximos aos espécimes de E. uniflora avaliados. As amostras de
solo foram homogeneizadas em laboratdrio usando a técnica de fileiras (HORWITZ, 1990).

As amostras de solo e folhas foram secas em estufa a temperatura de aproximadamente
60 °C por 48 h. Os materiais secos foram entdo triturados - o solo mecanicamente em um
moinho de dgata, as folhas por meio do moinho analitico Ika A11 Basic - e peneirado com tela
de nailon (75 pm). Aliquotas de 500 mg de cada amostra foram compactadas a uma pressao de
2,32 x 108 Pa, por aproximadamente 15 minutos, a fim de se obter pastilhas finas com diametro
de 2,54 ¢cm e densidade superficial de 100 mg/cm? (ANJOS et al.. 2000; SANTOS et al., 2019).

A analise de XRF de pastilhas de solo e folhas foi realizada em equipamento comercial
Epsilon 1 (Malvern Panalytical) com anodo de prata (Ag) e detector de deriva de silicio
(resolucdo de energia <135 eV para Mn-Ka). Duas condi¢des experimentais diferentes foram
utilizadas na analise das amostras. A primeira condi¢do experimental foi usada para melhor
excitagdo de elementos de baixo Z usando 10 kV, 336 nA e um tempo de aquisi¢ao de 600 s. A
segunda condi¢do experimental para excitacdo de elementos de Z alto utilizou 50 kV, 100 pA,
300 s e um filtro de Cu (500 um). A anélise quantitativa foi realizada pelo software Epsilon 1.
A precisdo e exatiddo do sistema XRF foram determinadas por meio de medidas da amostra
certificada BCS-CRM-353, que encontraram erros relativos inferiores a 23%. Os elementos
com 0s menores numeros atdmicos apresentaram maior erro relativo devido a dificuldade de
andlise dos elementos leves em experimentos realizados a temperatura ambiente. Dados
relacionados a bioconcentracdo nos permitem relacionar a concentragdo de elementos foliares
e as diferentes vias de absor¢do. A capacidade de acumulagdo de uma planta, também conhecida
como Fator de Bioconcentragdo, foi medida como a razio entre a concentracao de um elemento
quimico detectado na planta e a concentragdo detectada no solo (WANG et al. 2004; RAZIC;
DOGO, 2009).

O mapeamento elementar para amostras de folhas foi realizado usando a técnica de
micro fluorescéncia de raios-X (micro-XRF). As medi¢des de Micro-XRF foram feitas usando

o sistema M4 Tornado (Bruker), composto por um tubo de raios-X de alvo Rh com optica
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polcapilar (tamanho de ponto de 25 pm) e um detector de desvio de silicio XFlash (resolugdo
de energia <142 eV para Mn-Ka). O mapeamento da amostra foi realizado com uma tensao de
40 kV, uma corrente de 600 pA, um filtro de Al de 12,5 pm, tamanho de pixel de 50 um e um

tempo de medi¢do de 120 ms por pixel sob uma condi¢do de vacuo de 20 mbar.

4.3.3 Espectroscopia de dispersio de energia de raios-X (EDS)

A andlise e o registro espacial dos elementos quimicos depositados na superficie foliar
foram realizados por espectroscopia de dispersdo de energia de raios-X (EDS). As analises
foram realizadas em microscopio eletronico de varredura (MEV) ZEISS - DSEM 962. As
avaliagdes das folhas frescas de cada um dos cinco espécimes de E. uniflora nos dois locais
foram realizadas em quatro areas aleatorias das duas faces das folhas. Os elementos quimicos

presentes nas superficies foliares foram identificados e quantificados.

4.3.4 Extrato hidroalcodlico

O extrato foi obtido das folhas de E. uniflora coletadas nos dois locais. As folhas foram
secas em estufa a 45 °C e posteriormente moidas mecanicamente com auxilio de moinho de
agata. Uma amostra de 1g do material vegetal seco e em p6 foi submetida a extragdo em 50 mL
de solucdo hidroalcoodlica (etanol / dgua ultrapura 9: 1 v, v) em banho ultrassonico (Unique
USC1400, 25 °C, 40 kHz, 120 W) por 30 minutos. O extrato foi entdo filtrado e a solucao

hidroalcoolica remanescente foi deixada evaporar até a obtencao do extrato puro.

4.3.5 Andlise HPLC-DAD-UV

Para comparar o perfil quimico dos extratos dos dois locais, a cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC) com um detector de matriz de diodo acoplado (DAD) foi realizada
usando um sistema de HPLC Shimadzu® Nexera XR equipado com SPDM20A UV-Vis DAD,
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Controlador CBM20A, desgaseificador DGU20A, bombas binarias LC20AD, forno CTO20A
e amostrador automatico SILA20A. Os extratos foram solubilizados em metanol (10 mg/mL) e
filtrados com filtro Millipore de 0,45 pm. A andlise qualitativa foi realizada em coluna analitica
C18 do tipo Thermo modificado (250 mm x 4,6 mm D.I. x 5 um, tamanho de particula), mantida
a 50 ° C, com volume de inje¢ao de amostra de 20 pl. O sistema solvente foi composto por dgua
ultrapura (Milig-Millipore) (pH 3,0 com 4cido acético anidro) (A), acetonitrila (B) em gradiente
de eluicao de 95% (A) a 5% (B), depois 95% (B)) e 5% (A) em 80 min, e entdo a composi¢ao
inicial de (A) / (B) por 10 min para reequilibrar o sistema, a uma taxa de fluxo constante de 0,8
mL/min. A absor¢do de UV foi monitorada a 270 nm e 340 nm. Os cromatogramas foram

manipulados usando o software Shimadzu LabSolutions.

4.3.6 Teste de citotoxicidade de extrato hidroalcodlico

O teste de citotoxicidade foi realizado para avaliar o potencial citotoxico de extratos
etandlicos de folhas e observar uma possivel diferenca no nivel de citotoxicidade induzida por
extratos vegetais cultivados em areas urbanas e florestais. Para andlise quantitativa, células
VERO, uma linhagem nao tumorigénica, foram cultivadas até atingirem 80% de confluéncia
em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 1% de antibidticos
(penicilina / estreptomicina com antimicoticos - Vitrocell) e 1% glutamina, com 5% de CO2 a
37 °C. Uma amostra de células foi subsequentemente submetida a tripsinizagdo e contada com
azul de Tripan 0,2% (Sigma-Aldrich) em cdmara de Neubauer para obtengdo da densidade
celular. Em seguida, 1x104 células por poco foram colocadas em microplacas de fundo plano
de 96 pogos contendo meio suplementado e incubadas a 37 °C por 24 horas antes do tratamento,
nas condi¢des ja mencionadas.

As células foram entdo testadas por 24 horas com diferentes concentragdes de extrato
hidroalcoodlico (250, 500 e 750 pg / mL). Controles de crescimento também foram incluidos. A
viabilidade celular ap6s a incubagdo com extrato hidroalcoolico foi avaliada pela adi¢do de 10
pL de solugdo WST-1 (2 pL de reagente WST-1 mais 8 pL. de meio DMEM) a cada pogo e, em
seguida, retornando as placas para a incubadora por mais 1h. As células com metabolismo ativo
sdo capazes de converter o reagente WST-1 em um produto colorido com absorbancia maxima
de 550 nm. Como as células mortas perdem essa capacidade, a formac¢do de cor serve como
uma maneira conveniente de avaliar a viabilidade celular. A redu¢do de WST-1 foi determinada

por medic¢des de absorbancia de comprimento de onda a 450 nm. Cada concentracao foi testada



68

trés vezes, com cinco repeticdes em cada teste. A citotoxicidade foi estimada pelo célculo da

porcentagem citotoxica (C%).

4.3.7 Transientes de fluorescéncia de clorofila a

Foi realizada uma anélise da fluorescéncia da clorofila para detectar o grau de estresse ao
nivel fisiologico dos estudos, servindo como dados complementares para caracterizar o estado
das plantas nos dois locais. Os parametros relacionados a fluorescéncia da clorofila a foram
medidos usando um fluorimetro portatil Pocket PEA (Hansatech Instruments, Reino Unido).
Sem nenhum dano aparente e ambos os lados completamente expostos ao sol, cinco folhas
completamente expandidas foram coletadas de cada um dos quatro espécimes usados nos
experimentos anteriores. As medi¢des foram feitas no final da manha em dois dias consecutivos
em ambos os locais. Todas as folhas foram adaptadas ao escuro por um periodo de 20 minutos
por meio de clipes fornecidos com o equipamento. As folhas foram entdo expostas a um pulso
de satura¢do de luz (3000 umol fotons m=2s™!, comprimento de onda 650 nm, por 1 s), € 0s sinais
de emissao de fluorescéncia foram registrados pelo sistema de aquisi¢ao de dados Pocket PEA
conforme descrito por Strasser et al. (2004). Dentre os parametros gerados automaticamente
pelo fluorimetro, foram selecionados os seguintes: 4rea da curva OJIP (Area); tempo para
atingir Fm (tFm); eficiéncia quantica maxima do fotossistema II (Fv/Fm); Indice de
desempenho (Plabs); vitalidade total (PI total); eficiéncia maxima de excita¢do ndo fotoquimica

(¢ Do); densidade do centro de reacdo da clorofila (RC/ABS).

4.3.8 Anadlise estatistica

Todos os resultados quantitativos foram analisados estatisticamente com o software
STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc., EUA). Os dados foram testados quanto a normalidade e
homocedasticidade pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os resultados
obtidos para o crescimento de E. uniflora nos dois locais foram comparados usando o teste t de
Student para dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney para dados ndo paramétricos,

ambos ao nivel de significancia de 95% (ZAR, 2010).
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4.3 Resultados

Nas amostras de solo de ambos os locais de estudo foram detectados dezenove elementos
quimicos: Aluminio (Al), Silicio (Si), Fosforo (P), Enxofre (S), Cloro (Cl), Potassio (K), Célcio
(Ca), Titanio (Ti), Cromo (Cr), Manganés (Mn), Ferro (Fe), Niquel (Ni), Cobre (Cu), Zinco
(Zn), Gélio (Ga), Rubidio (Rb), Estroncio (Sr), Zirconio (Zr), Chumbo (Pb). O bromo (Br) foi
detectado apenas em amostras de solo do ambiente florestal.

Os elementos P, S, Cl e Zn nao diferiram estatisticamente entre as amostras de solo dos
dois locais de estudo. Os elementos Al, Ti, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Ga e Rb apresentaram
concentragdes significativamente maiores nas amostras de solo da floresta, enquanto os
elementos Si, K, Ca, Sr, Zr e Pb apresentaram concentracdes significativamente maiores em o
sitio urbano (Tabela 5). Quinze elementos quimicos foram detectados nas amostras de folhas
de ambos os locais de estudo: Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, Mn, Fe, Cu, Zn, Br, Rb, Sr ¢ Pb (Tabela
5). Embora os elementos Al, Cr, Ni, Ga ¢ Zr tenham sido detectados em amostras de solo de
ambos os locais de estudo, esses elementos ndo foram detectados em amostras de folhas. As
concentragdes de todos os elementos observados nas folhas diferiram estatisticamente entre os
dois locais. Os dados e os resultados da analise estatistica para todos os elementos identificados
no solo e nas folhas sdo apresentados como material complementar (Tabela 7). Os elementos
Si, S, Ca e Pb estiveram em maior concentracdo tanto nas amostras de solo quanto nas folhas
do sitio urbano. Os elementos Ti, Mn, Fe, Cu, Rb e Br estiveram em maior concentragao tanto
nas amostras de solo quanto nas folhas da floresta. Embora o Br nao tenha sido identificado no
solo do sitio urbano, esse elemento foi detectado nas amostras de folhas deste sitio. A
distribuicdo de Ca, Cl, Si e Zn foi identificada por analise micro-XRF no tecido das folhas de
E. uniflora do sitio urbano (Fig. 8). Os elementos Si e Fe apresentaram maior bioconcentragdo
nas folhas em ambos os locais de estudo (Tabela 5); no entanto, as amostras do sitio urbano

apresentaram valores mais elevados para esses elementos do que o sitio florestal.
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Tabela 5 - Concentragdes de elementos quimicos detectados em amostras de solo e folhas

analisadas por XRF e valores de bioconcentracdo dos elementos em folhas de

Eugenia uniflora de areas urbanas e florestais

Elementos quimicos registrados no solo e nas folhas de eEugenia uniflora

Florestal Urbano
Elementos Solo Folha Bioconcentracio Solo Folha Bioconcentragio
Si (%) 274 4796 175.04 32% 7036 219.88
P (ug/g) 4330 4050 1.07 4643 3360 0.72
S (ug/g) 703 2366 3.37 780 2966 3.80
Cl (ug/g) 2110 4863 2.30 2183 8130 3.72
K (%) 4 4.4 1.10 5.4% 3.4 0.63
Ca (%) 1.3 12 9.23 4.2% 15.5 3.69
Mn (ug/g) 2153 433 0.20 870%* 220 0.25
Fe (%) 11 6476 588.73 5* 4746 949.20
Cu (ug/g) 113 264 2.34 73%* 129.7 1.78
Zn (ug/g) 318 166.8 0.52 280 283 1.01
Br (ug/g) 30 40.4 1.35 - 12 -
Rb (ug/g) 401 93.8 0.23 266* 54,9 021
Sr (ug/g) 266 462 1.74 580%* 425 0.73
Pb (ug/g) 104 6 0.06 110* 10 0.09
Elementos quimicos encontrados apenas no solo
Elementos Florestal Urbano Elementos Florestal Urbano
Al (%) 12.98 7.70%* Ga (ug/g) 72.00 43.33%*
Ti (%) 1.58 0.98* Zr (ug/g) 679.33 970.00*
Cr (ug/g) 106.03 36.67*
Ni (ug/g) 109.23 60.00*
Elementos quimicos encontrados apenas nas folhas
Elementos Florestal Urbano
Ba (ug/g) 190 2990

Legenda: (*) Diferenca significativa com intervalo de confianga de 95% (p) comparado ao sitio florestal. Todos
os elementos analisados nas folhas diferiram estatisticamente entre os dois locais.
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Legenda: (A) do sitio urbano, mostrando as concentragdes de calcio (B), cloro (C), silicio (D) e zinco (E).

A analise quimica da superficie foliar por EDS identificou e quantificou oito elementos
quimicos: C, O, Mg, Al, Cl, K, Ca e Si. Dentre os identificados nas amostras foliares obtidas
nos dois sitios, o Si foi o tnico elemento a aparecer depositado apenas nas folhas do sitio urbano

(Fig. 9), ocorrendo em 60% das leituras foliares naquele sitio.
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Figure 9 - Leituras de espectroscopia de raios-X de dispersdo de energia (EDS).

Legenda: (A) regido da superficie abaxial de uma folha de Eugenia uniflora do sitio urbano onde foi realizada uma

das leituras; (B) Mapeamento de Si. O aglomerado de pontos mais escuros representa a presenca do
elemento. Bar 20 um

Nao houve diferengas significativas entre os locais estudados nos parametros

relacionados a fluorescéncia da clorofila a nas folhas de E. uniflora (Tabela 6).

Tabela 6 - Parametros da fluorescéncia da clorofila @ medidos em folhas de Eugenia uniflora
crescendo nos sitios florestal e urbano.

Variaveis Sitio Florestal Sitio Urbano t p

Area 412951 +69411 374562 +90363 0.67 0.52
tFm 414.00 +90.08 446.00 + 85.94 -0.51 0.63
Fv/Fm 0.74 +0.04 0.78 +0.016 -1.36 0.22
Plabs 1.28 +0.60 2.12 +0.66 -1.85 0.11
PI total 0.66 +0.30 0.84 +0.30 -0.88 0.41
Do 0.26 +0.04 0.22 +0.01 1.37 0.22
RC/ABC 2.22 +0.38 2.09 +0.28 0.58 0.59

Legenda: Area da curva OJIP (Area); tempo para atingir Fm (tFm); eficiéncia quantica maxima do fotossistema
II (Fv/Fm); Indice de desempenho (Plabs); vitalidade total (PI total); eficiéncia méaxima de excitagdo
ndo fotoquimica (¢ Do); densidade do centro de reacdo da clorofila (RC/ABS).

O perfil fitoquimico do extrato hidroalcodlico obtido pela andlise HPLC-DAD-UV (Fig.
10) ndo revelou diferencas qualitativas nos componentes principais dos extratos analisados (270
nm e 340 nm). Dois compostos principais foram registrados nos extratos das amostras de ambos
os locais com espectros de UV compativeis com flavona, flavonol ou chalcona. A variagdo nos

perfis fitoquimicos deveu-se a compostos em concentragdes abaixo de 1%.
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Figura 10 — HPLC-DAD-UYV do extrato hidroalcodlico de Eugenia uniflora.
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Legenda: Extrato hidroalcodlico de Eugenia uniflora do sitio florestal (a) e sitio urbano (b) a 340 nm. As setas
indicam os dois compostos principais.

O efeito do extrato hidroalcoolico de folhas de E. uniflora nas células VERO ¢é mostrado
na Figura 11. Apenas a amostra contendo 500 pg/mL de extrato hidroalcoolico de folhas de
sitio urbano apresentou uma diminuicdo significativa (p <0,05) na viabilidade celular, em
comparagdo com o ao controle. Extratos hidroalcoolicos de folhas de areas florestais e urbanas
induziram diferentes efeitos na viabilidade celular (p <0,05) nas concentragdes mais altas

avaliadas (500 e 750 pg/mL).
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Figura 11 - Efeitos do extrato hidroalcodlico da folha de Eugenia uniflora de ambos os locais

de estudo em células VERO.
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Legenda: Sitio urbano (U) e sitio florestal (F), em comparagdo com o controle (C). Percentual de citotoxicidade
do extrato nas concentragdes de 250 pg/mL (U1; F1), 500 pg/mL (U2; F2) e 750 pg/mL (U3; F3). * Difere
significativamente do controle; ** Difere significativamente da concentragdo no sitio florestal. Os valores
sdo a média de cinco repeti¢cdes, com um nivel de significancia de p <0,05

4.4 Discussao

As condigdes climaticas e a topografia de uma determinada regido podem maximizar os
efeitos da poluicio (ABIKO; MORAES, 2009; MASSON et al., 2020), assim como a
urbanizacdo pode ter grandes impactos nas condi¢cdes ambientais e climaticas (REN et al.,
2020). Além da grande oferta de poluentes comumente observada nos centros urbanos
(CARVALHO et al., 2020; LEIRAO et al., 2020), tais locais apresentam uma dinimica
climatica particular, com temperaturas mais elevadas e mudancas na evolucdo e direcdo das
chuvas (MASSON et al., 2020). O sitio urbano do presente estudo seguiu essa dinadmica
climatica. Oliveira et al. (2017) observaram o fendmeno das ilhas de calor nas regides centrais
do Rio de Janeiro e uma diferenca de até 5 °C com as regides florestais. As diferencas de
temperatura e precipitagdo afetam diretamente os metabdlitos secundarios, como observado
para Mercurialis tomentosa L. (Euphorbiaceae), cujo conteido de compostos fendlicos nas
folhas foi influenciado por fatores ambientais, como a precipitacio (BORGES et al., 2013). As
condi¢des experimentais das amostras de solo obtidas na floresta e locais urbanos durante o
processamento para analise de XRF mostraram que o ambiente urbano era mais seco do que o

ambiente florestal.
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Em estudo realizado nos mesmos locais do presente estudo, Bezerra et al. (2020)
encontraram um aumento significativo na quantidade de cristais de oxalato de calcio em folhas
de E. uniflora crescendo em meio urbano. A maior concentracao de calcio (Ca) nas folhas para
o sitio urbano pode estar relacionada a maior concentragdo de Ca observada no solo daquele
sitio. O aumento na quantidade de cristais de oxalato de calcio também ¢ uma resposta que tem
sido observada para as espécies quando as plantas sdo expostas a gases poluentes (ALVES et
al., 2008). O célcio ¢ comumente encontrado no material particulado emitido na atmosfera pelos
canteiros de obras (RESENDE, 2007), pratica comum na regido onde se localiza o canteiro de
obras. As plantas podem atuar como filtros biologicos removendo grandes quantidades de
poluentes de ambientes urbanos (TOMASEVIC et al., 2008, SOREANU et al., 2013). Esta
estratégia envolve um equilibrio i6nico que favorece a incorpora¢do de metais pesados em
cristais de oxalato presentes em tecidos vegetais (CHOI et al., 2001; TOMASEVIC etal., 2008).
Os poluentes aumentam a permeabilidade da membrana celular, promovendo um influxo de Ca
++ do apoplasto para as células. Fink (1991) sugere que a formacao de cristais serviria como
uma reagdo de defesa para encapsular o excesso de Ca dentro da célula. Isso também serve
como um alerta porque o consumo de oxalato de calcio pode causar complicagdes para a satide
humana (HOLMES et al., 2001). Na verdade, mais de 75% de todas as pedras nos rins contém
oxalato de célcio como o componente principal (NORDIN et al., 1979).

O cobre (Cu) ¢ um micronutriente para as plantas, mas em altas concentragdes pode ser
toxico para elas e para os animais que as consomem. A maior concentra¢do de Cu no solo do
sitio florestal pode ser responséavel pelo dobro da concentragdo de Cu presente nas folhas das
plantas daquele sitio em compara¢do com a concentra¢ao nas folhas das plantas do sitio urbano.
Apesar de ser utilizado na construgdo, produtos eletronicos e produtos de consumo em geral, o
Cu também ¢ utilizado na agricultura, principalmente em fertilizantes e pesticidas, e como
aditivo forrageiro na nutri¢do de gado e aves (KABATA-PENDIAS; SZTEKE, 2015). Esses
fatores podem explicar a concentra¢do encontrada desse elemento no sitio florestal, uma vez
que o substrato era caracteristico do cultivo de hortaligas, onde o solo recebe uma cobertura de
matéria organica e fertilizantes durante as etapas do cultivo.

Apesar da concentragdo de potassio (K) ser maior no solo urbano, a concentracio
observada nas folhas das plantas de E. uniflora deste local foi menor do que a observada nas
folhas das plantas de E. uniflora do local da floresta. O transporte de metais pesados em
sistemas solo-planta pode ser influenciado pelo K (ZAHEDIFAR et al., 2016). Os fertilizantes
a base de K afetaram significativamente o acimulo de cadmio (Cd) em Ocimum basilicum L.

(Lamiaceae) crescendo em uma estufa com solo contaminado com este metal (ZAHEDIFAR et
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al., 2016). Os autores observaram um actimulo de Cd na presenca de K. Assim, € possivel que
as interacdes entre o K e outros elementos quimicos estejam influenciando seu grau de absor¢ao
pelas plantas nos ambientes estudados. Nesse sentido, a importancia do pH, temperatura, forca
i0nica, potencial redox, capacidade de troca catidnica e teor de matéria organica da solugdo do
solo também nao podem ser desconsiderados, pois sdo fatores que afetam a liberagcdo de
elementos quimicos e influenciam sua disponibilidade para as plantas (GREGER, 2004). Dentre
os elementos quimicos detectados nas folhas de E. uniflora, o bario (Ba) foi o tnico ndo
detectado nas amostras de solo. A concentracao observada deste elemento nas folhas do sitio
urbano foi muito maior do que nas folhas do sitio florestal, o que requer atengdo. Vale ressaltar
que ha enorme uso industrial de Ba (KABATA-PENDIAS; SZTEKE, 2015), e tem potencial
poluente atmosférico (GODDARD et al., 2019; LIMA et al., 2021), especialmente em locais
com alto trafego de veiculos (SCHAUER et al., 2006). O sitio urbano esté localizado as margens
da avenida principal da cidade, que deve ter relacdo direta com as concentragdes superiores de
Ba observados neste sitio. Por exemplo, um estudo de biomonitoramento usando 7illandsia
usneoides L. (Bromeliaceae) na cidade de Sao Paulo encontrou os maiores requerimentos de
Ba em individuos cultivados proximos a avenida com trafego intenso (FIGUEIREDO et al.,
2007). Esses resultados também foram visualizados em outros estudos comparando o acumulo
de Ba e outros elementos em plantas a diferentes distancias das rodovias (MOREIRA et al.,
2016, AMATO-LOURENCO et al., 2019).

A fitotoxicidade induzida por Ba em Glycine max (L.) Merr (Fabaceae) foi investigada
em condigdes de cultivo hidroponico por Suwa et al. (2008). A absorcdo de K pelas raizes da
soja foi reduzida nos tratamentos com Ba. Essa diminuicdo na absor¢do de K reduziu sua
concentragdo nas células estomaticas. O acimulo de Ba nas células guarda também inibiu o
transporte de K das células epidérmicas para as células estomaticas, o que resultou no
fechamento estomatico (SUWA et al., 2008). Sabendo disso, ¢ possivel que Ba também tenha
desempenhado um papel na menor concentracdo de K observada em amostras de folhas de E.
uniflora crescendo no sitio urbano.

Estroncio (Sr) ¢ um elemento metalico macio e prateado geralmente encontrado em
rochas, solo, poeira, combustivel fossil, dgua e 6leo (GUPTA; WALTHER, 2018). O Sr de
ocorréncia natural ndo € radioativo. As concentragdes foliares de Sr foram semelhantes entre o
sitio florestal e o sitio urbano, mas a concentragao deste elemento no solo foi significativamente
maior para o sitio urbano. O Sr e o Ca sdo homoélogos - ambos sdo metais alcalino-terrosos que

se comportam de maneira semelhante no ambiente. Assim, o estroncio estéd altamente disponivel
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para as plantas, entra facilmente na cadeia alimentar e pode representar um risco radiolégico
para os humanos, dependendo de sua origem (GUPTA; WALTHER, 2018).

O cloro (Cl) ¢ um micronutriente essencial das plantas superiores e participa de diversos
processos do metabolismo fisiologico. Em niveis adequados, o cloro atua no crescimento e
desenvolvimento da planta, incluindo regulacdo osmotica e estomatica, producao de oxigénio
pela fotossintese e resisténcia e tolerancia a doencas (CHEN et al., 2010). Embora a
concentragdo de Cl no solo dos dois locais de estudo ndo tenha diferido significativamente, as
folhas de E. uniflora do local urbano tiveram quase o dobro da concentracdo das folhas dos
espécimes do sitio florestal. Cl é também um dos principais residuos gasosos toxicos liberados
por processos industriais, e altamente volatil (WANG et al., 2015; MORIM et al., 2020) e, em
excesso, pode ser um dos principais componentes do estresse salino para as plantas e pode até
mesmo ser toxico (CHEN et al., 2010). O zinco (Zn) foi acumulado principalmente em pontos
especificos das folhas de E. uniflora do sitio urbano, onde o padrao de distribui¢ao sugere que
se trata de glandulas secretoras. Esse elemento parece afetar a capacidade das plantas de captar
e transportar agua e de reduzir os efeitos adversos do estresse (TSONEV; CEBOLA LIDON,
2012).

Embora a diferenca na concentracdo de silicio (Si) ndo tenha sido alta entre as amostras
de solo dos dois sitios de estudo, a concentragdo nas amostras de folhas de E. uniflora do local
urbano foi 30% maior do que a encontrada nas amostras de folhas do sitio florestal. Esta elevada
concentragdo pode estar relacionada com outra via de absor¢ao, nomeadamente aérea, indicada
principalmente pela distribui¢do deste elemento nos tecidos sugerindo deposi¢ao na superficie
foliar. Além disso, existem varias industrias no local urbano, sendo o Si um elemento muito
utilizado em processos industriais. O elemento ¢ importante para inimeras industrias e e estao
envolvidos na producao de ligas metalicas e cimento, na preparacao de silicones e de interesse
para a industria eletronica e microeletronica (LEHMANN, 2002). Embora o Si seja o segundo
elemento mais abundante na superficie da crosta terrestre e em seus solos, ele nao esté listado
entre os elementos essenciais para plantas superiores (LIANG et al., 2007). O silicio ¢
conhecido por aliviar com eficicia varios estresses abidticos, mas esses mecanismos
permanecem pouco conhecidos. Um dos principais mecanismos de atenuac¢do de estresses
abidticos mediados por Si em plantas superiores inclui a estimulagdo de sistemas antioxidantes
(LIANG et al., 2007). Um agravante quando se fala em poluicao do ar € a sua capacidade de se
dispersar no meio ambiente. Esse tipo de contaminacao ¢ percebido em nivel local, regional e
global, podendo ser sentido também em d4reas vizinhas, que muitas vezes nao abrigam as

proprias fontes de emissdo (DANTAS et al., 2020). Assim, a dispersao desses elementos pelo
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ar pode explicar a presenca de certos elementos resultantes de atividades antropicas no sitio
florestal estudado.

A contaminag¢do do solo e da 4gua por chumbo (Pb) aumenta a cada dia devido a diversas
atividades ligadas a industrializa¢io e urbanizagdo (CANDIDO et al., 2020). Este metal pesado
ndo ¢ essencial as plantas e sem atividade aparente em seus processos metabolicos, mas ¢
facilmente absorvido e acumulado em diferentes partes (NAS; ALI, 2018). A deposi¢ao
atmosférica de Pb constitui uma das principais vias de absor¢io das plantas (TOMASEVIC;
ANICIC, 2010; HROTKO, 2020). A Organizagdo Mundial da Saade (OMS, 2005; 2007)
regulamenta os limites maximos permitidos para metais toxicos em plantas medicinais e
estabeleceu limites de Pb para matérias-primas em 10 pg/g!. Observamos exatamente essa
concentragdo de Pb, limite maximo permitido pela OMS, em amostras de folhas do local urbano
do estudo. No entanto, essas concentragdes ndo ultrapassam o limite (30 pg/g™!) permitido pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (sigla: ANVISA). E importante notar que na Malasia,
22% de 100 diferentes preparagdes de ervas de Eugenia dyeriana King (Myrtaceae) analisadas
para contaminagao por Pb usando espectrofotometria de absor¢do atdmica tinham 10,15-13,20
ppm de Pb (10 ppm sendo o limite maximo permitido) (ANG, 2008). Embora esses dados
indiquem que espécies do género Eugenia podem ter potencial de fitorremediagdo, eles também
sugerem que essas espécies podem ser potenciais acumuladoras de Pb, o que requer atencdo no
que diz respeito ao consumo dessas espécies. A vegetacdo urbana estd sujeita a fatores
microclimaticos, mas também executa servigos importantes no ecossistema urbano (LUTTGE;
BUCKERIDGE, 2020). As plantas medicinais apresentam caracteristicas anatdmicas e
fisiologicas importantes para uma fitoextragdo eficaz, como alta producdo de biomassa e
metabolitos secundérios, que garantem certa resisténcia ao estresse ambiental (ZHELJAZKOV
et al., 2008a, b; STREET, 2012).

A analise de fluorescéncia da clorofila a ¢ uma metodologia nao destrutiva que permite
fazer inferéncias sobre as condi¢des ideais para o desenvolvimento da planta e avaliar situagdes
de estresse (THACH et al., 2007; KALAJI et al., 2016). A diminui¢ao significativa em Fv/Fm,
assim como em Plabs, indica os efeitos da fotoinibigdo e tais mudangas representam uma perda
de eficiéncia fotoquimica e aumento do estresse nas plantas (STRASSER et al., 2004). ¢D,
representa o quanto esta sendo dissipado por fluorescéncia ou calor, enquanto a razdo ABS/RC
indica a densidade dos centros de reagao ativos (STRASSER et al., 2004). No presente estudo,
nenhum dos pardmetros de fluorescéncia da clorofila a analisados diferiram significativamente
entre plantas de E. uniflora de éareas urbanas e florestais. Ajustes aos danos fotoinibitorios

observados em ambientes com alta irradiancia estdo associados a mudangas morfofisiologicas
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para adaptacdo ao novo ambiente (GONCALVES et al., 2010). Eugenia uniflora é considerada
um bioindicador (ALVES et al., 2008; NEVES et al., 2009; SILVA et al., 2017; BEZERRA et
al., 2020) e exibe diferengas quando cultivada em um ambiente urbano (BEZERRA et al.,
2020). Portanto, o aparato fotossintético de E. uniflora pode ter permanecido intacto devido a
uma barreira protetora possibilitada pelo acimulo de metabdlitos secundérios nas regides
danificadas (BEZERRA et al., 2020).

Lajayer et al. (2017) mostraram que as plantas medicinais tolerantes a urbanizacdo
podem ser uma boa alternativa de cultivo nesses ambientes, com uma abordagem de manejo e
explora¢do de solos moderadamente poluidos por metais pesados, principalmente quando a
matéria-prima a ser utilizada € o 6leo essencial. Porém, devido a maior capacidade de algumas
plantas em acumular contaminantes nas partes comestiveis, o uso dessas plantas medicinais
para consumo deve seguir rigorosamente as regulamentagdes baseadas nos limites maximos
permitidos pela OMS (2005). O perfil fitoquimico do extrato hidroalcodlico de E. uniflora do
presente estudo revelou a presenca de acidos fendlicos e flavonodides, o que esta de acordo com
o relatado por Cunha et al. (2016). Estudos anteriores indicaram que E. uniflora ¢é rica em
compostos com capacidade antioxidante (CUNHA et al., 2016; FIGUEIROA et al., 2013), os
quais podem ser, pelo menos em parte, responsaveis pela sua agdo terapéutica na medicina
popular.

O perfil quimico do extrato obtido das folhas de E. unmiflora nao diferenciou
efetivamente entre os locais de estudo. Lajayer et al. (2017) sugeriram que, para plantas
medicinais comumente utilizadas para o preparo de infusdo e decoc¢do, como no presente caso,
a concentracdo de elementos toxicos nas preparacdes provavelmente seria muito pequena ou
inexistente e, portanto, ndo ameagaria consumidores (LAJAYER et al., 2017). Porém, devido a
bioacumula¢do de metais no corpo humano, os riscos potenciais do uso continuo de produtos
vegetais para a saide dos consumidores precisam ser determinados (LAJAYER et al., 2017).

O impacto que os ambientes urbanos t€ém no crescimento de plantas medicinais tem sido
extensivamente investigado (ALVES et al., 2008; BEZERRA et al., 2020; FIGUEIREDO et
al., 2008; RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011). No entanto, ha pouca informagao
disponivel sobre os efeitos dessas condi¢cdes na agdo fitoterapica/biologica de produtos
terapéuticos feitos de material vegetal cultivado em condi¢des urbanas. Os resultados da andlise
de citotoxicidade do presente estudo revelaram diferencas significativas na viabilidade das
células VERO submetidas aos extratos. Isso mostra que caracteristicas do meio urbano foram

responsaveis, pelo menos em parte, pela caracteristica citotoxica do extrato.
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Cunha et al. (2016) sugeriram que o consumo de concentragdes relativamente altas de
extrato etandlico de E. uniflora pode ndo resultar em toxicidade. Eles observaram que o extrato
etandlico (1-480 mg/mL) ndo causou citotoxicidade ou dano ao DNA, conforme avaliado pelo
azul de Tripan e pelo Ensaio Cometa, respectivamente. Esses dados sdo consistentes com os do
presente estudo quanto a auséncia de citotoxicidade do extrato do sitio florestal, mas diferem
dos resultados do extrato do sitio urbano.

A diferenca observada na citotoxicidade induzida pela floresta e pelos extratos urbanos
pode estar ligada a variagdo de compostos minoritarios, que podem ter sofrido interferéncia da
composi¢do quimica do solo (KABATA-PENDIAS; SZTEKE, 2011) e dos poluentes
atmosféricos presentes com maior. intensidade no sitio urbano (INEA, 2020; RAINHO et al.,
2013). Embora a concentragdo do extrato de 500 pg / mL diferisse significativamente do
controle para a viabilidade celular, este ndo foi o caso para a concentracdo mais alta (750
ug/mL). As propriedades antioxidantes (CUNHA et al., 2016) do extrato podem explicar esse
resultado, uma vez que essa mesma concentragdo do extrato da floresta foi favoravel as células.

Do exposto, constatamos que E. uniflora possui estratégias eficientes de sobrevivéncia,
que o tornam tolerante ao estresse do ambiente urbano, incluindo a integridade do aparato
fotossintético. Embora a quimica dos extratos produzidos a partir de plantas nos dois locais nao
diferisse significativamente, a citotoxicidade diferiu. Este estudo destaca a importancia de
investigagdes mais abrangentes sobre os impactos e desafios das plantas medicinais cultivadas

em meio urbano, que possam subsidiar politicas publicas que garantam seu uso seguro.
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Tabela 7 - Concentragdo de elementos quimicos encontrados em amostras de solo e folhas
detectadas por XRF e os resultados da analise estatistica comparativa entre os dois
locais. t-Student (t) e Mann-Whitney (U).

SOLO

Elementos Florestal Urbano t value U P

Al (%) 12.98 7.70 18.61 0.00
Si (%) 27.42 32.12 -8.28 0.00
P (ug/g) 4330.00 4643.33 -2.65 0.06
S (ug/g) 702.90 780.00 -1.47 0.21
Cl (ug/g) 2110.00 2183.33 -0.76 0.49
K (%) 4.10 5.40 -24.31 0.00
Ca (%) 1.32 4.20 -19.61 0.00
Ti (%) 1.58 0.98 25.17 0.00
Cr (ug/g) 106.03 36.67 9.45 0.00
Mn (ug/g) 2153.33 870.00 0,000000 0.04
Fe (%) 11.12 4.97 17.38 0.00
Ni (ug/g) 109.23 60.00 9.61 0.00
Cu (ug/g) 113.13 73.33 8.70 0.00
Zn (ug/g) 317.97 280.00 1.04 0.36
Ga (ug/g) 72.00 43.33 7.37 0.00
Br (ug/g) 30.37 0 3,000,000  0.51
Rb (ug/g) 401.63 266.67 13.72 0.00
Sr (ug/g) 266.00 580.00 -10.37 0.00
Zr (ug/g) 679.33 970.00 -11.67 0.00
Pb (ug/g) 104.90 110.00 -0.40 0.71

FOLHA

Elementos Florestal Urbano t value U P

Si (%) 4796 7036 -4.39 0.01
P (ug/g) 4050 3360 4.21 0.01
S (ug/g) 2366 2966 -9.54 0.00
ClI (ug/g) 4863 8130 -10.57 0.00
K (%) 4.4 34 12.84 0.00
Ca (%) 12 15.5 -30.08 0.00
Mn (ug/g) 433 220 36.04 0.00
Fe (%) 6476 4746 13.56 0.00
Cu (ug/g) 264 129.7 40.49 0.00
Zn (ug/g) 166,8 283 -18.95 0.00
Br (ug/g) 40.4 12 29.63 0.00
Rb (ug/g) 93.8 54.9 15.00 0.00
Sr (ug/g) 462 425 0,000000  0.04
Pb (ug/g) 6 10 -4.53 0.01
Ba (ug/g) 190 2990 -9.75 0.00
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5 ESTUDO ANATOMICO COMPARATIVO DAS FOLHAS DE DUAS PLANTAS
MEDICINAIS EM EXPOSICAO AO AMBIENTE URBANO

Resumo - A suscetibilidade das plantas as condi¢des especificas do ambiente ¢ variavel,
levantando muitas questdes sobre o comportamento das plantas medicinais quando cultivadas
em meio urbano. Este trabalho visa detectar alteragdes na estrutura externa e interna das folhas
de Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.Wilson e Plectranthus barbatus Andr. induzidas
por interacdes com poluentes e fatores abidticos do ambiente urbano. As folhas foram coletadas
e processadas de acordo com o padrdo de técnicas para anatomia vegetal e diagnose quimica
elementar do solo a partir da analise de fluorescéncia por energia de dispersao de raios X (XRF)
em dois sitios com diferentes niveis de urbanizagdo. Com relagdo a estrutura externa das duas
espécies, os resultados revelaram diferencas com relacdo a densidade de estomatos, tricomas
tectores e glandulares. Além disso, as dimensdes dessas estruturas também apresentaram
diferengas entre os dois sitios. Com relacdo a histologia das folhas no sitio urbano, os
parametros aferidos em P. barbatus mostraram que a dimensdo do parénquima pali¢adico
aumentou estatisticamente e em L. alba o parénquima clorofiliano se mostra menos
desenvolvido e compactado, demonstrando uma maior sensibilidade dessa espécie as condigdes
ambientais urbanas. Os resultados visualizados, indicam uma maior concentracdo dos
estdmatos na face abaxial da folha das plantas do sitio urbano, reduzindo o seu tamanho nessa
face. A maior concentracdo do chumbo no solo, altos indices de O3, a polui¢do atmosférica, a
temperatura elevada e menores indices de pluviosidade observados, no sitio urbano, podem ter
influenciado na variacdo desses caracteres anatomicos. Este estudo sugere que determinadas
caracteristicas anatomicas de L. alba e P. barbatus sofrem alteragdes quando as espécies
ocorrem em ambiente urbano poluido. Assim, € necessario investigar se as mudangas estruturais
observadas nos individuos do sitio urbano sdo acompanhadas por mudancas no seu perfil
quimico e na citotoxicidade do extrato foliar, interferindo consequentemente na seguranga do

uso medicinal destas plantas.

Palavras-chave: Estrutura secretoras. Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.Wilson.

Plectranthus barbatus Andr. Cidreira. Boldo brasileiro. Caracteres bioindicadores.
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5.1 Introducio

Ainda nos dias atuais, a utilizagdo de plantas medicinais ¢ uma pratica muito comum
entre os brasileiros (IBGE, 2014; SAUDE, 2012). O habito de cultivar plantas em quintais
domésticos se manteve mesmo com a intensa urbanizacdo dos ultimos anos (BOTELHO et al.,
2014). No Rio de Janeiro, segunda maior cidade do Brasil, a maioria da popula¢do urbana obtém
plantas medicinais compartilhando ou coletando plantas de seu proprio cultivo (SILVA et al.,
2014; SARTORI et al., 2019). O compartilhamento e uso de plantas medicinais pela
comunidade valoriza o conhecimento tradicional, mas também chama a atengdo para uma
questdo associada a essa pratica, que ¢ a possibilidade de contaminacdo e alteragdo da
composicao quimica de preparos provenientes de cultivos urbanos, interferindo no consumo de
forma segura (CHRISTO et al., 2010).

No centro de grandes metropoles, o clima local ¢ influenciado pelo desenvolvimento
urbano, através do aquecimento conhecido como efeito de ilha de calor (MASSON et al., 2020).
A constru¢ao de edificios exerce influéncia sobre o vento e temperatura das cidades,
modificando a dire¢do das tempestades e, portanto, o padrao de precipitagdo (MASSON et al.,
2020). Além disso, a urbanizagdo quase sempre ¢ acompanhada por polui¢do do ar,
contaminac¢do do solo, mudangas nos niveis de emissao de carbono, entre outras dificuldades
(GURJAR et al., 2008; ROY et al., 2012).

As respostas das plantas aos poluentes podem ser notadas em niveis bioquimicos,
microscopicos ou macroscopicos (KHOSROPOUR et al., 2019; CALI; KARAVIN, 2020;
GUERRERO et al., 2020; PETROVA, 2020). Analises estruturais sdo esclarecedoras quando
se trata de estudos sobre estresse (ALVES et al., 2008; SANT’ANNA-SANTOS et al., 2012;
SILVA etal., 2017, VASCONCELLOS et al., 2017; SILVA et al., 2021). Os diferentes niveis
de mudangas estruturais podem definir graus de tolerancia da planta a um determinado poluente
(GRANTZ et al., 2003; GUERRERO et al., 2020). Portanto, uma comparacao de perfis de
caracteristicas anatomicas pode revelar diferencas nas habilidades para lidar com as condigdes
e recursos entre plantas sob diferentes formas de crescimento (GUERRERO et al., 2020). As
espécies selecionadas para este estudo sdo listadas como plantas medicinais muito utilizadas
pela populacdo. Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.Wilson (Verbenaceae) ¢ espécie
nativa conhecida popularmente como erva cidreira (LORENZI; MATOS, 2002). Suas folhas
sdo usadas como antiespasmodicas, estomaquicas, calmante, digestivas, no combate a insonia,

asma e em doencas bucais devido as suas propriedades bactericidas, antissépticas e
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adstringentes (OLIVEIRA et al., 2006). Lippia alba ¢é a espécie mais estudada dentro do género,
exibindo alta plasticidade fenotipica e gendmica (TORRES; LOPEZ, 2007; REIS et al., 2014).
Plectranthus barbatus Andr. (Lamiaceae) ¢ uma espécie cultivada, conhecida popularmente
como falso boldo ou boldo brasileiro (LORENZI; MATOS, 2002). E uma planta com grande
variedade de usos na medicina tradicional hindu e ayurvédica, bem como na medicina popular
do Brasil, da Africa tropical ¢ da China (ALASBAHI; MELZIG, 2010). Os principais usos
etnobotanicos sdo para distirbios intestinais e fadiga hepatica, distirbios respiratorios, doengas
cardiacas e certos distirbios do sistema nervoso (LUKHOBA et al., 2006; ALASBAHI,
MELZIG, 2010). Além disso, P. barbatus ¢ uma das espécies citadas na Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS) implementada pelo
Ministério da Satde do Brasil em 2008 (SAUDE, 2009).

Os estudos etnobotanicos geralmente buscam identificar e avaliar as espécies de plantas
relacionadas a uma determinada cultura (ALBUQUERQUE et al., 2006; DUDNEY et al.,
2015). Alguns trabalhos etnobotanicos realizados no Rio de Janeiro ao serem revisados
revelaram que a L. alba e o P. barbatus estdo entre as 10 plantas medicinais mais utilizadas
pela populacdo (MAIOLI-AZEVEDO; FONSECA-KRUEL, 2007; CHRISTO et al., 2010;
BOCHNER et al., 2012; SILVA et al., 2014). Cabe destacar que, embora a sociedade utilize
comumente plantas cultivadas em meio urbano para consumo, ainda ndo ¢ conhecido como
essas plantas podem ser afetadas por condi¢des tdo diferentes do seu ambiente natural.
Atualmente, diversos estudos tém demonstrado os efeitos negativos dos poluentes nas plantas
por meio do método de biomonitoramento passivo, com a utilizagdo de organismos residentes
em 4reas sob polui¢io (ex.: VASCONCELLOS et al., 2017; LUTTGE; BUCKERIDGE, 2020;
SILVA et al., 2021).

De modo geral, as estruturas secretoras e os metabodlitos secundarios produzidos nestas
plantas estdo diretamente relacionados as propriedades medicinais (OKEM et al., 2015). Em
estudos prévios foram observadas alteragdes na estrutura foliar externa e interna de Eugenia
uniflora L. (Myrtaceae) induzidas pela exposi¢ao ao ambiente urbano (BEZERRA et al., 2020).
Além disso, essas condigdes de desenvolvimento foram suficientes para alterar o potencial
toxicologico do extrato alcoolico das folhas (BEZERRA et al., 2021). Apos essas observagdes,
surgiu a pergunta sobre quais respostas seriam encontradas ao realizar estudos comparativos de
espécies com habitos diferentes, encontradas nos mesmos sitios de estudo. Por conta de
apresentarem estruturas secretoras externas, este estudo também buscou investigar a

sensibilidade/plasticidade dessas estruturas as condi¢cdes do ambiente urbano.
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Pelo exposto, este trabalho objetivou investigar possiveis variagdes na estrutura externa
e interna das folhas de L. alba e P. barbatus, desenvolvidas na cidade do Rio de Janeiro e

detectar possiveis alteracdes diretamente relacionadas a exposicdo ao meio urbano.

5.2 Metodologia

5.2.1 Sitios de estudo e condi¢cGes de coleta

A cidade do Rio de Janeiro, situada no sudeste do Brasil, apresenta a maior taxa de
urbanizagdo do Pais, chegando a 99,5% (IBGE, 2015). De forma paradoxal, a cidade apresenta
a maior floresta urbana do planeta, o Parque Estadual da Pedra Branca, uma floresta com 12.500
hectares de extensdo, compreendendo 10% da extensdo do municipio de areas preservadas e
vegetacdo em bom estado de conservagdo (PASSOS et al., 2020).

O estudo foi desenvolvido em dois sitios no dominio da Mata Atlantica, na cidade do
Rio de Janeiro/RJ, Brasil: (1) sitio urbano, localizado na Fundacao Oswaldo Cruz Manguinhos,
a margem da principal via urbana da cidade, a Avenida Brasil. Nesta via urbana foi constatada
a acdo de poluentes variados, citotoxicos e mutagénicos (INEA 2014, 2017; RAINHO et al.,
2013) e (2) sitio florestal, localizado na Fundagdo Oswaldo Cruz Mata Atlantica, nos limites do
Parque Estadual da Pedra Branca (Figura 12). No sitio florestal, as espécies foram cultivadas
no horto do Campus da Fiocruz Mata Atlantica e no sitio urbano, os espécimes amostrados
foram cultivados no horto do Campus da Fiocruz Manguinhos. A superficie do solo, nos dois
sitios, apresentava serapilheira.

A amostragem das folhas foi realizada em 2018 nos dois sitios, em dias seguidos, as 9
horas, seguindo os seguintes critérios de amostragem: data da coleta em uma semana com dias
ensolarados; selecdo de 5 individuos de Lippia alba e Plectranthus barbatus em cada sitio de
estudo; folhas sadias, expostas ao sol e da regido nodal mais desenvolvida do ramo.

Os dados climéticos de cada sitio foram obtidos a partir das estagdes meteorologicas do
Sistema Alerta Rio, da Prefeitura do Rio de Janeiro mais proximas a cada um dos sitios de
estudo: Estacdo Meteoroldgica Sao Cristovao para o sitio urbano (-22,981289 -43,405075) e
Estacdo Meteorologica Rio Centro para o sitio florestal (-22,981289 -43,405075). A Tabela 8

mostra as caracteristicas ambientais nos sitios florestal e urbano.
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Figura 12 - Mapa destacando os sitios de estudo na cidade do Rio de Janeiro, Brasil.
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Fonte: BEZERRA et al., 2020.

Tabela 8 - Caracteristicas ambientais dos sitios florestal e urbano e variaveis climaticas no

periodo de estudo.

Florestal

Urbano

Localizagao geografica

(-22.939889, -43.404424)

(-22.878639, -43.246621)

Altitude (m.a.s.]) 24 30
Precipitacdo anual acumulada (mm) 1523,8 1088,8
Umidade relativa do ar — média anual (%) 82 72
Temperatura média — anual (°C) 24 24.5
Cobertura superficial do solo Serapilheira Serapilheira

Os dados de qualidade do ar foram obtidos no site do Instituto Estadual do Ambiente

(INEA). No relatério referente ao ano 2018, a regido do sitio urbano apresentou as maiores

concentragdes médias de Ozonio (577 pg/m?) da regido metropolitana do Rio de Janeiro,
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violando o padrio estabelecido pela legislagdo (140 ug/m?) por 38 vezes durante o ano (INEA,
2020). Ja a regido do sitio florestal ndo apresentou concentragdes médias de Ozonio que

ultrapassem o permitido.

5.2.2 Fluorescéncia de raios X (XRF)

Andlise quimica elementar de amostras do solo dos dois sitios de estudo foi realizada a
partir da anélise de fluorescéncia de raios X (XRF). Cinco amostras de solo em cinco pontos de
amostragem foram coletadas a uma profundidade de aproximadamente 10,0 cm, totalizando 25
amostras em cada sitio de estudo. A camada de serapilheira foi removida antes da coleta de
solo. Os pontos de amostragem do solo eram proximos aos espécimes avaliados no estudo. As
amostras de solo foram homogeneizadas em laboratério usando a técnica de fileiras
(HORWITZ, 1990).

As amostras foram secas em estufa a uma temperatura de aproximadamente 60 °C (48h).
Em seguida, as amostras secas foram trituradas mecanicamente, usando um moinho de 4gata e
peneiradas com malha em nylon (75 pum). Aliquotas de 500 mg de cada amostra foram
compactadas a uma pressio de 2,32 x10® Pa, por, aproximadamente, 15 minutos, a fim de obter
pastilhas finas com didmetro de 2,54 cm e densidade superficial de 100 mg/cm? (ANJOS et al.,
2000; SANTOS et al., 2019).

As analises de XRF das pastilhas foram realizadas utilizando o equipamento comercial
Epsilon 1 (Malvern Panalytical) com anodo de Prata (Ag) e detector SDD (Silicon Drift
Detector) (resolugdo de energia <135 eV para Mn-Ka). Duas condigdes experimentais
diferentes foram utilizadas na andlise das amostras. A primeira condi¢do experimental foi
utilizada para uma melhor excitacao dos elementos de baixo Z, utilizando 10 kV, 336 pA e um
tempo de aquisicao de 600 s. A segunda condigdo experimental para excitagdo dos elementos
de Z alto, usando 50 kV, 100 pA, 300 s e um filtro de Cu (500 um). As anélises quantitativas
foram realizadas pelo proprio software da Epsilon 1.

A precisdo e a acuracia do sistema de XRF foram realizadas com as medidas da amostra
certificada BCS-CRM-353. Os erros relativos encontrados foram inferiores a 23%. Os
elementos de nlimero atomico mais baixos apresentaram um erro relativo maior, devido a
dificuldade de se analisar elementos leves em experimentos realizados em temperatura

ambiente.
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5.2.3 Analise AnatOmica

Para analise anatomica das superficies foliares, amostras da regido mediana das folhas
do terceiro n6 foram fixadas em solugdo aquosa de 2,5% de glutaraldeido, 4,0% de formaldeido
e tampao de cacodilato de s6dio a 0,05 M e pH 7,2 (KARNOVSKY, 1965, modificado por DA
CUNHA et al., 2000, desidratadas em série alcoolica ascendente (JOHANSEN, 1940) ¢
submetidas ao ponto critico de CO? liquido, com o auxilio do aparelho Bal-Tec Critical Point
Dryer CPD 030. Em seguida, os fragmentos secos foram aderidos com fita adesiva de carbono
em suportes proprios e cobertos com uma fina camada de ouro de 20 nm (Bal-Tec Sputer Coater
SCD 050). As imagens foram obtidas no microscopio eletronico de varredura (MEV) (ZEISS -
DSEM 962) a uma voltagem de 15 KV.

Para analise anatdmica, amostras da regido mediana das folhas do terceiro né foram
fixadas de acordo Karnovsky (1965), modificado por Da Cunha et al. (2000) como descrito
acima, lavadas em tampao cacodilato 0,05 M pH 7,2 e pds-fixado em 1% de tetroxido de 6smio.
As amostras foram entdo desidratadas em uma gradagdo série de acetona. Posteriormente, o
material foi infiltrado com Resina sintética Epon®. As amostras foram seccionadas em
micrétomo rotativo, nas espessuras de 5 pm. Os cortes histologicos foram corados por Azul de
Toluidina O (O'BRIEN et al., 1964), montados em Entellan® e observados sob microscopia de
luz. A anélise foi realizada com o auxilio do microscopio 6ptico Olympus BX 41 e as imagens
foram obtidas com o auxilio de uma camera de video Q Collor R3 acoplada ao mesmo
microscopio.

Os seguintes parametros foliares foram avaliados: espessura da epiderme nas faces
adaxial e abaxial (em um), do parénquima pali¢adico (em pum), do parénquima lacunoso (em
pum) e do mesofilo (em pm); comprimento dos estomatos e tricomas tectores (em pm);
frequéncia/mm? de estdmatos e de tricomas tectores e glandulares; e area dos tricomas
glandulares (em um). Vinte e cinco campos foram examinados para cada folha investigada. As
andlises foram feitas utilizando sistema digital de processamento de imagens Image-Pro

Express 6.0.

5.2.4 Analise estatistica
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Todos os resultados quantitativos foram analisados estatisticamente por meio do
software STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc., USA). Os dados foram testados quanto a
normalidade e homocedasticidade através dos testes Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente.
A comparacdo dos resultados obtidos para os dois sitios foi feita, para dados paramétricos,
através do teste t de Student e para dados ndo-paramétricos, através do teste Mann-Whitney,

em nivel de significancia de 95% (ZAR, 2010).

5.3 Resultados

Nas amostras dos dois sitios foram detectados 20 elementos quimicos: Aluminio (Al),
Silicio (Si), Fésforo (P), Enxofre (S), Cloro (Cl), Potassio (K), Calcio (Ca), Titanio (Ti), Cromio
(Cr), Manganés (Mn), Ferro (Fe), Niquel (Ni), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Galio (Ga), Bromo (Br),
Rubidio (Rb), Estroncio (Sr), Zirconio (Zr), Chumbo (Pb). A Tabela 9 apresenta as
concentragdes de todos os elementos encontrados nas amostras. A composicao elementar do

solo proximo a cada espécie de estudo possui perfil quimico parecido.

Tabela 9 - Concentragdes elementares das amostras do solo proéximo a cada espécie de Lippia
alba e de Plectranthus barbatus, coletadas nos sitios urbano e florestal.

Lippia alba Plectranthus barbatus

Elementos Florestal Urbano  tvalue U P Florestal Urbano t value P

Al (%) 13,315 6,479 34,5764 0,00 12,636 11,255 28,6093 0,00
Si (%) 27,597 25,445 0,000000 0,05 26,047 22,712 11,8304 0,00
P (ug/g) 3960 6710 -7,9010 0,00 3970 6780 -14,7482 0,00
S (ug/g) 620 3090 -14,4293 0,00 980 3000 -9,3569 0,00
Cl (ug/g) 2040 2310 -0,3311 0,76 2130 2110 -0,0588 0,96
K (%) 3,981 4,276 -4,2257 0,01 4.1 2,305 27,3308 0,00
Ca (%) 0,992 5,903 -17,2898 0,00 1,53 5,696 -30,1604 0,00
Ti (%) 1,545 0,727 18,8904 0,00 1,63 1,177 18,9924 0,00
Cr (ug/g) 100 90 0,2132 0,84 100 169,5 -12,6568 0,00
Mn (ug/g) 2470 690 14,7009 0,00 1930 809,5 109,9938 0,00
Fe (%) 11,356 4,347 28,2494 0,00 11,372 8,87 15,0764 0,00
Ni (ug/g) 110 60 12,0208 0,00 118,7 90 6,6086 0,00
Cu (ug/g) 120 150 0,000000 0,05 118,2 218,5 -5,9333 0,00
Zn (ug/g) 330 480 -6,1713 0,00 3254 643,1 -9,9603 0,00

Ga (ug/g) 70 40 0,000000 0,05 80 61.6 7,1533 0,00
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Br (ug/g) 20 30 1,500000 0,19 40 4.1 1,6811 0,17
Rb (ug/g) 390 200 14,9666 0,00 430 1552 20,5731 0,00
Sr (ug/g) 240 320 -6,1470 0,00 290 3157 -1,0268 0,36
Zr (ug/g) 610 740 0,000000 0,05 8231 8495  -0,5747 0,60
Pb (ug/g) 100 180  -4,8020 0,01 100 170 -5,6856 0,00

Com relagdo a amostra de solo proximo a espécie Lippia alba, os elementos Si, Cl, Cr,
Cu, Ga, Br, ¢ Zr nao diferiram estatisticamente entre as amostras dos dois sitios. Os elementos
Al, Ti, Mn, Fe, Ni e Rb apresentaram maior concentra¢do nas amostras do sitio florestal. Com
relagdo as amostras do sitio urbano, foi observada maior concentragdao dos elementos P, S, K,
Ca, Zn, Sr e Pb.

Com relag@o a amostra de solo proximo a espécie Plectranthus barbatus, os elementos
Cl, Br, Sr e Zr ndo diferiram estatisticamente entre as amostras dos dois sitios. Os elementos
Al Si, K, Ti, Mn, Fe, Ni, Ga e Rb apresentaram maior concentracdo nas amostras do sitio
florestal. Com relagdo as amostras de solo do sitio urbano, foi observado maior concentragao
dos elementos P, S, Ca, Cr, Cu, Zn ¢ Pb.

As folhas de Lippia alba caracterizam-se por apresentar epiderme simples (Figura 13G-
H), revestida por cuticula relativamente espessa; estbmatos com camara subestomatica ampla
(Figura 13G-H), situados em ambas as faces (Figura 15); tricomas tectores (Figura 13A-B) e
trés tipos de tricomas glandulares: Tipo 1 - tricoma glandular peltado: formado por uma célula
basal estreita e uma porg¢do capitada globosa (Figura 13C); Tipo 2 - formado por uma célula
basal, uma célula intermedidria e uma porg¢ao capitada bicelular (Figura 13D); Tipo 3 - formado
uma célula basal, um pedinculo alongado e uma porg¢ao capitada bicelular (Figura 13E-F). O
tricoma do tipo 1 s estd presente na face abaxial. Os tricomas dos tipos 2 e 3 encontram-se
distribuidos nas faces adaxiais e abaxiais.

Plectranthus barbatus possui folhas com estdmatos na face adaxial e abaxial, tricomas
tectores e glandulares e mesofilo dorsiventral (Figura 14). Os tricomas tectores sao
unisseriados, multicelulares, pontiagudos, eretos ou inclinados, e possuem muitas células na
base (Fig 14A). Os tricomas glandulares sdo de trés tipos principais: Tipo 1 - tricoma glandular
peltado: com porg¢do capitada globosa (Fig 14C); Tipo 2 - tricoma glandular capitado-curto:
com uma ou duas células basais, uma ou duas células pedunculares ¢ uma ou duas células
apicais secretoras (Fig 14D); Tipo 3 - tricoma glandular captado-longo: com duas ou mais

células basais, duas ou trés pedunculares e uma célula apical secretora (Fig 14B).
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Os parametros quantitativos aferidos de Lippia alba e Plectranthus barbatus no sitio
florestal e no sitio urbano e os resultados dos testes estatisticos estdo apresentados na Tabela
10. Todos parametros referentes a ldmina foliar de L. alba diferiram estatisticamente entre os
dois sitios. No geral, a lamina foliar das amostras do sitio urbano era mais achatada,
apresentando o parénquima clorofiliano mais compactado. O parénquima pali¢adico das folhas
do sitio florestal era constituido por duas camadas de células em varias amostras analisadas. Ja
as amostras do sitio urbano apresentaram constancia com relacdo a presen¢a de uma Unica
camada de células. A ampla camara subestomatica se manteve mesmo com essas caracteristicas
de compactacao foliar, aparentando um aumento em profundidade. De todos os parametros
analisados referentes a lamina foliar de P. barbatus, somente diferiu estatisticamente a

dimensao do parénquima pali¢adico entre os dois sitios.



Figura 13 — Folha de Lippia alba.
-
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Legenda: Epiderme abaxial.(A; B) Tricoma tector; (C) Estdmato e tricoma glandular tipo 1; (D) Tricoma glandular
tipo 2; (E;F) Tricoma glandular tipo 3. Comparagao entre as folhas do sitio florestal (G) e urbano (H).
Barra = 50pm.
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Figura 14 — Folha de Plectranthus barbatus.

Legenda: (A, B, C - MEV)(A) Face adaxial da folha, evidenciando estdmatos e numerosos tricomas tectores com
células volumosas na base; (B) Tricomas glandulares do tipo 2 e 3 (captado-curto e captado-longo); (C)
Tricoma glandular tipo 1 e 2 (peltado e captado-curto); (D, E, F, G, H, | - MO)(D) Tricomas glandulares;

(E) Estomatos; Comparagao entre as folhas do sitio florestal (F; H) ¢ urbano (G; I). Barra: 50um.
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A comparagdo da estrutura externa das folhas de L. alba demonstrou que existem
diferencas com relacao a densidade de: (1) estomatos; (2) tricomas tectores e (3) tricomas do
tipo 1 entre as folhas dos dois sitios. Com relagdo aos pardmetros que avaliaram as medidas
desses atributos, diferiram: (1) estomatos; (2) tricomas tectores e (3) tricomas do tipo 1 e 2
(Tabela 10; Figura 15). As folhas que se desenvolveram em sitio urbano apresentaram na face
adaxial menor densidade de estomatos, com um tamanho maior do que o observado no sitio
florestal. Em contrapartida, os tricomas tectores apresentam maior densidade e menor tamanho.
Visualmente era perceptivel que os tricomas tectores na face adaxial do sitio urbano eram em
sua maioria menores, € alguns isolados possuiam tamanho muito superior a média visualizada.
O tricoma glandular do Tipo 2 apresentou menor area (Tabela 10; Figura 15A, C). Na face
abaxial das folhas do sitio urbano observamos estomatos menores € em maior densidade, o
oposto do que foi observado na face adaxial das folhas do mesmo sitio. Com relagdo aos
tricomas, observamos menor densidade de tricomas tectores e glandulares do tipo 1, € menor
area dos tricomas glandulares do tipo 1 e 2 (Tabela 10; Figura 15B, D).

A comparacdo da estrutura externa das folhas de P. barbatus demonstrou que existem
diferengas com relacdo a densidade e dimensdo de: (1) estdmatos e (2) tricomas glandulares
entre as folhas dos dois sitios (Figura 16). As folhas que se desenvolveram no sitio urbano
apresentaram na face adaxial menor densidade de estdmatos, com um tamanho menor do que o
observado no sitio florestal (Tabela 10; Figura 16A, C). A redu¢do no tamanho dos estdmatos
também foi observada na face abaxial das folhas do sitio urbano. Ainda na face abaxial das
folhas do sitio urbano, os tricomas do tipo 2 e 3 estavam em maior densidade, e o tricoma
glandular do tipo 1 apresentou menor densidade e area reduzida (Tabela 10; Figura 16B, D).
Assim, os resultados evidenciaram uma diversidade de variacdes nas propriedades

morfoanatdmicas de L. alba e P. barbatus desenvolvidas em ambiente urbano (Figura 17).
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Tabela 10- Parametros quantitativos aferidos de Lippia alba e Plectranthus barbatus no sitio
florestal e no sitio urbano e os resultados dos testes estatisticos t-Student (t) e Mann-

Whitney (U).
Lippia alba
Parametros Florestal (M) Urbano (M) t U p

Adaxial
TG tipo 2 (n°) 1,8 2,1 -0,7 0,49
TG tipo 2 (area) 855,25 616,91 2,8 0,04*
TG tipo 3 (n°) 0,9 0,8 0,4 0,67
TT (n°) 11,6 14,7 0.00000 0,04*
TT (um) 136,64 99 3,1 0,04*
Estomatos (n°) 26,2 1,5 0.000000 0,03*
Estomatos (um) 20,3 22 -3,5 0,03*

Abaxial
TG tipo 1 (n°) 9,1 2,08 6,5 0,001*
TG tipo 1 (area) 2555,9 1171,4 0.00000 0,02*
TG tipo 2 (n°) 2,3 0,7 2,3 0,05
TG tipo 2 (area) 563,5 3543 1.00000 0,04*
TG tipo 3 (n°) 1,9 1,7 0,2 0,80
TT (n°) 27,5 18,5 4,0 0,007*
TT (um) 164,2 101,1 1,2 0,28
Estomatos (n°) 434 62,2 -3,5 0,03*
Estomatos (um) 24,0 14,2 3,9 0,008*

Lamina Foliar (um)
Mesofilo 189,79 104,05 3,9 0,007*
Parénquima Pali¢adico 96,27 51,58 2,9 0,02%*
Parénquima Lacunoso 95,71 57,19 5,0 0,002*
Epiderme Adaxial 29,94 20,82 6,6 0,000%*
Epiderme Abaxial 17,76 13,81 4,1 0,006*
Plectranthus barbatus
Parametros Florestal (M) Urbano (M) t U P

Adaxial
TG tipo 1 (n°) 0,14 0,14 -0,99340 1,00
TG tipo 1 (area) 7887 8269 0,00000 1,00
TG tipo 2 (n°) 10,5 10,4 0,00000 0,85
TG tipo 3 (n°) 1,0 1,0 -0,19127 1,00
TT (n°) 8,8 8,1 0,00000 0,34
Estomatos (n°) 8,2 0,7 0,00000 0,00*
Estomatos (um) 36,1 21,8 0,00000 0,00*

Abaxial
TG tipo 1 (n°) 6,6 4,7 -3,29885 0,00*
TG tipo 1 (area) 10520 9442 -2,71720 0,01*
TG tipo 2 (n°) 0,5 1,7 3,12014 0,00%*

TG tipo 3 (n°) 2,25 481 3,25097 0,00*
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TT (n°) 11,8 12,1 0,33896 0,73
Estdmatos (n°) 50 53 0,70718 0,48
Estomatos (um) 41,47 36,1 -3,23933 0,00%*
Lamina Foliar (um)
Mesofilo 159,03 176,66 -2,09467 0,09
Parénquima Paligadico 96,34 127,49 -3,80754 0,01*
Parénquima Lacunoso 60,75 59,14 -0,40285 0,70
Epiderme Adaxial 22,98 24,57 -0,72113 0,50
Epiderme Abaxial 12,61 14,08 3.000000 0,28

Nota: valores referentes ao valor médio (M) - + desvio padrao (DP). * Representa uma diferenca significativa com
um intervalo de confianga de 95% (p). Abreviagdes: TG- tricoma glandular; TT- tricoma tector; Est.- estdmato;

Figura 15 - Superficies adaxial e abaxial de Lippia alba.

Legenda: Epiderme adaxial (A, C) e abaxial (B, D), comparando folhas do sitio florestal (A, B) e urbano (C, D).
Barra = 50pum
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Figura 16 - Superficies adaxial e abaxial de Plectranthus barbatus.

S

Legenda: Epiderme adaxial (A, C) e abaxial (B, D), comparando folhas do sitio florestal (A, B) e urbano (C, D).
Barra= 50pum
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Figure 17 — Esquema comparando as diferengas estruturais encontradas nas duas espécies de
estudo (Lippia alba e Plectranthus barbatus) se desenvolvendo no sitio urbano,
destacando as condi¢des do solo deste sitio.

Lippia alba Plectranthus barbatus
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5.4 Discussao

Andlises estruturais podem ser esclarecedoras em estudos sobre o impacto do ambiente
urbano nas plantas, possibilitando identificar diferentes estratégias adaptativas e diferentes
graus de tolerancia da planta (GRANTZ et al., 2003; SANT’ANNA-SANTOS et al., 2012). Os
resultados obtidos destacaram variagcdes nas propriedades morfoanatomicas das plantas
medicinais desenvolvidas em ambiente urbano, o que nos permite concluir que os fatores
ambientais desse local sdo suficientes para promover variagdes nas caracteristicas dos
organismos.

Diferencgas na temperatura, pluviosidade e umidade do ar interferem diretamente nas

estruturas foliares (KARDEL et al., 2010; KARABOURNIOTIS et al., 2020). O sitio urbano
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apresenta temperaturas mais elevadas, enquanto que no sitio florestal, os indices de umidade
relativa do ar e pluviosidade sdo maiores do que os observados no sitio urbano, especialmente
durante a estagdo chuvosa que coincide com o periodo mais quente do ano na regido em estudo.
O fendmeno de ilha de calor pode elevar em até 5 °C a temperatura nas regides centrais da
cidade do Rio de Janeiro, em comparacao com regides florestais (OLIVEIRA et al., 2017).

Anteriormente, foi hipotetizado que uma planta medicinal crescida em ambiente urbano,
com as caracteristicas climaticas descritas neste estudo, investiria em abundancia de
parénquima pali¢cadico e tricomas tectores, como uma barreira de protecao a evapotranspiracao
excessiva pelos estomatos (DICKISON, 2000), e maiores densidades e area de tricomas
glandulares por conta de uma maior demanda de metabolitos secundérios (PEREZ-ESTRADA
et al., 2000). Nossas observacdes refletem um cenario para L. alba menos previsivel, com
redu¢@o do numero de tricomas tectores e menor abundancia de parénquima pali¢adico. No sitio
urbano, as folhas de P. barbatus tiveram resposta semelhante ao observado em folhas de
Platanus orientalis L. (Platanaceae) coletadas em ambiente urbano, apresentando uma
diminuicdo significativa na densidade estomatica na face adaxial, redu¢do no tamanho dos
estdmatos, e um aumento significativo na abundancia de paligadico, possivelmente na tentativa
de tolerar os efeitos adversos dos poluentes (KHOSROPOUR et al., 2019).

Além das propriedades intrisecas da espécie, o ambiente urbano apresenta varios fatores
que vao interferir no desenvolvimento da planta, além da temperatura, como por exemplo, a
presenca de poluentes atmosféricos e contaminantes no solo (MASSON et al., 2020). Os solos
dos dois sitios possuem diferencas estatisticas em relagdo a maioria dos elementos e cabe
ressaltar o S, Ca e Pb no sitio urbano ¢ Mn e Fe no sitio florestal. Em locais com elevada agao
antropica e intenso trafego de veiculos, costuma ter uma maior dispersdo de metais toxicos
(LIMA etal., 2021), o que tem interferéncia direta na composi¢ao do solo e no desenvolvimento
da planta (PETROVA, 2020). Um agravante quando se fala de poluicao urbana ¢ a capacidade
de dispersdo atmosférica nesse ambiente. Esse tipo de contaminagdo ¢ percebido em niveis
locais, regionais e globais, podendo também ser sentido em areas vizinhas que, muitas vezes,
ndo abrigam as fontes de emissdo (DANTAS et al., 2020). Ou seja, a dispersao desses elementos
via atmosfera pode explicar a presenga de determinados elementos quimicos decorrentes de
atividades antrdpicas no sitio florestal.

Em climas mais secos, como costuma ser o ambiente urbano, a escolha entre ganho de
carbono e economia de agua precisa das modulacdes estruturais e metabolicas adequadas.
Assim, quando a economia de dgua ¢ escolhida, a prioridade ¢ dada a protecao, incluindo sintese

de substincias fendlicas, em vez de ganho de carbono e, portanto, crescimento
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(KARABOURNIOTIS et al., 2014). Em L. alba, foi observada uma diminui¢ao no crescimento
dos tecidos fotossintéticos das folhas do sitio urbano. Condi¢des estressantes inerentes a esse
sitio podem ter influenciado um menor investimento em abundancia de parénquima
clorofiliano. A baixa capacidade fotossintética e de crescimento esta relacionada ndo apenas a
restricdes bioquimicas, mas também a limitagdes estruturais da folha, como estdmatos menores
ou menor densidade estomadtica e alta massa foliar por area, levando a uma condutancia do
mesofilo reduzida (HIKOSAKA, 2010).

Nas condicdes do sitio urbano, os estobmatos mostraram uma plasticidade morfologica
(BEZERRA et al., 2020), sendo um atributo importante no biomonitoramento ambiental
(BALASOORIYA et al., 2009; KARDEL et al.,, 2010; WUYTACK et al., 2010). As
modifica¢des que levam a um ajuste ideal para controlar as trocas gasosas € a, consequente,
entrada de poluentes através de estomatos, podem seguir dois caminhos: (1) as plantas reduzem
a absorc¢do de poluentes diminuindo sua densidade estomética (KULSHRESHTHA et al., 1994)
e (2) pode haver aumento na densidade estomatica (ALVES et al., 2008; BALASOORIYA et
al., 2009; CRISPIM et al., 2012; GOSTIN, 2009; KARDEL et al., 2010). O presente estudo, a
frequéncia estomatica teve diferenga significativa entre os espécimes de L. alba e P. barbatus
nos dois sitios. Ambas as espécies apresentaram uma reducio na densidade de estomatos na
face adaxial no sitio urbano. Os resultados visualizados indicam uma estratégia de concentragao
dos estomatos na face abaxial da folha das plantas do sitio urbano, o que pode estar relacionado
com a tentativa de diminuir a perda de dgua pelos estomatos (KARABOURNIOTIS et al.,
2020). Essas observacdes podem indicar condi¢des desfavordveis ao desenvolvimento
fisiologico normal da planta, tendo em vista que a alteracdo do niimero de estdmatos ¢ comum
sob condi¢des adversas. Mudancas na densidade, distribuicdo e morfologia dos estdmatos sdao
caracteristicas importantes na adaptagao/tolerancia a polui¢do do ar (BETTARINI et al., 1998).
Um ajuste na densidade estomatica pode auxiliar no controle de trocas gasosas e na diminui¢ao
da entrada de poluentes (RASHIDI et al., 2012).

Ademais, elementos quimicos, como o chumbo, podem ter influenciado na densidade e
no tamanho dos estdmatos. Cyamposis tetragonoloba (L.) Taub. (Fabaceae) tratadas com
chumbo (Pb) exibiram maior frequéncia estomatica e diminui¢do no tamanho das células
estomaticas (KOUL; BHATNAGAR, 2017). Os resultados obtidos no presente trabalho
indicam uma maior concentracdo desse elemento no solo do sitio urbano, comparado ao sitio
florestal. Este fato se deve pela contaminagdo do solo e da 4gua por chumbo estar aumentando
dia a dia como resultado de diversas atividades, como a industrializagdo e a urbanizagdo

(CANDIDO et al., 2020). O Pb ¢ um metal toxico ndo essencial s plantas e nio apresenta
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qualquer fung¢do no processo de metabolismo celular vegetal, mas ¢ facilmente absorvido e
acumulado em diferentes partes de uma planta (NAS; ALI, 2018). A deposi¢ao atmosférica de
Pb ¢ uma das vias principais de absor¢ao (TOMASEVIC; ANICIC, 2010; HROTKO, 2020).
Além das interferéncias no desenvolvimento dos estomatos observadas, plantas tratadas com
Pb também exibiram nas suas folhas densidade de tricomas reduzida (KOUL; BHATNAGAR,
2017). Esses dados sugerem que a concentracdo de Pb observada no solo do sitio urbano
também pode ter interferido na diferenca estatistica da densidade de tricomas observadas nesse

estudo.

A estrutura e os constituintes quimicos dos tricomas podem mudar devido a diversos
fatores, como: niveis de radiagdo, herbivoria, estresse hidrico, salinidade e presenca de metais
pesados (LIU et al., 2017; KARABOURNIOTIS et al., 2020). Assim, os tricomas representam
estruturas de protecdo dinamicas, que participam de muitas interagdes planta-ambiente
(KARABOURNIOTIS et al., 2020), servindo como um caracter bioindicador. Além disso,
estudos mostram que os tricomas foliares de varias plantas participam da desintoxicacao de
metais toxicos (BROADHURST et al., 2004; DOMINGUEZ-SOLIS et al., 2004).

Os apéndices epidérmicos das folhas podem interagir com poluentes atmosféricos, como
0 0z6nio (O3). Os dados de qualidade do ar da regido do sitio urbano apresentaram elevadas
concentragdes médias de O3, violando o padrio estabelecido pela legislagio (INEA, 2020).
Altos niveis de O3 troposférico afetam negativamente o crescimento ¢ o desenvolvimento das
plantas (LI et al., 2018). Estudos sugerem que os tricomas glandulares constituem uma barreira
quimica que reduz a absor¢do e a toxicidade Os pela folha (JUD et al., 2016; LI et al., 2018;
OKSANEN, 2018). J& se sabe que espécies com menor densidade de tricomas glandulares se
demonstram mais sensiveis e vulneraveis ao estresse do Oz em comparagdo com as espécies
com alta densidade de tricomas glandulares (LI et al., 2018). Esses dados demonstram que os
tricomas glandulares da superficie da folha constituem um fator importante na reduc¢do da
toxicidade do O3 e funcionam como uma barreira quimica que neutraliza o O3 antes do mesmo
entrar na folha (LI et al., 2018). Esse aspecto pode ter influenciado na compactagdo do
parénquima clorofiliano em L. alba, levando em consideracdo que a reducdo na densidade de
tricomas provavelmente possui relagdo com o aumento da vulnerabilidade da folha a esse tipo
de poluente atmosférico.

Tricomas tectores em maior abundancia facilitam a deposi¢do de contaminantes nas
folhas. Neste sentido, foi demonstrado que as folhas pubescentes exibem maior capacidade de

aprisionamento de particulas do que as glabras (HU et al., 2019; HOWSAM et al., 2000), como
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¢ o caso da Tilia tomentosa Moench (Tiliaceae) que, com sua superficie foliar pubescente,
mostrou-se mais propensa em prender e reter poeira e metais toxicos (HROTKO et al., 2020).
Cho e colaboradores (2021) compararam o grau de deposicao de particulas na face abaxial e
adaxial das folhas, e a velocidade de deposicao das particulas foi maior no lado que apresentava
maior rugosidade superficial (CHO et al., 2021).

Camadas densas de tricomas podem evitar perda de 4agua, seja diretamente
influenciando a resisténcia a difusdo do vapor de agua pela superficie da folha, ou
indiretamente, regulando o balango de energia e, portanto, reduzindo a temperatura da ldmina
foliar (PSHENICHNIKOVA et al., 2019; KARABOURNIOTIS et al., 2020). Porém, nem
sempre € observado nas plantas uma resposta a menor disponibilidade de 4gua com o aumento
da densidade dessas estruturas. Artemisia annua L. (Asteraceae), sob condigdes de estresse
hidrico, teve a densidade e a area de tricomas glandulares, em ambas as superficies das folhas,
registrada mais baixa (YADAV et al., 2014).

Os resultados apontam uma relagdo entre a densidade dos estdmatos e dos tricomas
tectores nas epidermes de L. alba do sitio urbano. A face adaxial apresentou menor numero de
estdmatos, e maior numero de tectores. No entanto, na face abaxial o nimero de estomato
aumentou, enquanto o numero de tectores diminuiu. A proporcdo de tricomas para estdmatos
foi positivamente correlacionada em experimentos relacionados a estresse hidrico em tomate,
indicando um papel importante dessas estruturas na tolerancia a seca (GALDON-ARMERO et
al., 2018). Levando em consideragdo o observado nas folhas das espécies estudadas
desenvolvidas em ambiente urbano e o resultado de outros estudos (GALDON-ARMERO et
al., 2018; KHOSROPOUR et al., 2019; BEZERRA et al., 2020; GUERRERO et al., 2020;
CALI; KARAVIN, 2020), foi observada uma flexibilidade da planta em ajustar a densidade e
o tamanho de estomatos e tricomas, dependendo das condi¢des de desenvolvimento. Devido a
uma combinagdo de pressdes evolutivas e ecologicas, as caracteristicas de algumas espécies
tendem a variar em conjunto, servindo para aumentar a aptidao dentro de condi¢des ambientais
especificas (KLINGENBERG, 2014; MESSIER et al., 2017).

Plectranthus barbatus demostrou menor sensibilidade as condigdes do sitio urbano. A
maior densidade de alguns tipos de tricomas glandulares pode ter contribuido na resisténcia da
planta, favorecendo o desenvolvimento dos tecidos fotossintéticos. Essa diferenga pode ser
devido a maior fenotipoplasticidade em espécies exdticas, permitindo-lhes colonizar uma gama
mais ampla de ambientes (GUERRERO et al., 2020).

Os tricomas glandulares sdo geralmente os locais de biossintese de metabdlitos

secundarios e a varia¢cdo na sua abundancia ¢ considerada como tendo uma relagdo direta com
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a producdo de metabolitos constituintes (YADAV et al., 2014). O declinio na densidade,
comprimento e area de tricomas glandulares das folhas de Artemisia annua L. (Asteraceae) sob
estresse hidrico implicou seu efeito direto na artemisinina, bem como na biossintese de dleo
essencial, uma vez que esses metabolitos secundarios sdo sintetizados no tricomas glandulares
(YADAV et al., 2014). Esses resultados requerem aten¢do pois demonstra que a diferenca
significativa da densidade e 4area das estruturas secretoras vao interferir diretamente nos
metabolitos secundarios, e consequentemente, no uso popular dessa planta. Além disso, o
acimulo de moléculas toxicas dentro dos tricomas glandulares (PSARAS et al., 2000) pode
diminuir o valor nutricional da planta e, portanto, interferir na seguranca alimentar. Estudos
mais aprofundados na composi¢ao quimica destas estruturas nos dois sitios sdo necessarios para
a continuacao deste estudo.

Este estudo sugere que as propriedades morfoanatdmicas de L. alba e P. barbatus sdo
alteradas quando as espécies ocorrem em ambiente urbano poluido. Condi¢des estressantes
inerentes a esse sitio podem ter influenciado um menor investimento em abundancia de
parénquima clorofiliano em L. alba. A maior densidade de alguns tipos de tricomas glandulares
pode ter contribuido na resisténcia de P. barbatus nas condigdes do sitio urbano, favorecendo
o aumento dos tecidos fotossintéticos. A maior concentracdo do chumbo no solo, altos indices
de Os, poluicdo atmosférica, temperatura elevada e menores indices de pluviosidade
constatados no sitio urbano podem ter influenciado na variagcdo dos caracteres anatdmicos.
Alteragdes analisadas, como a variacdo no numero de estdmatos, tricomas tectores e tricomas
glandulares, podem ter colaborado para a adaptagdo dos espécimes de L. alba e P. barbatus nas
condig¢des urbanas, sendo caracteristicas com possivel uso para biomonitoramento no ambiente
urbano. Cabe destacar a relevancia da realizagao de investigacdes mais abrangentes com relacao
a interferéncia do meio urbano nas estruturas secretoras e, consequentemente, na sua atividade
bioldgica e potencial toxicoldgico, dando diretrizes de melhores praticas para a utilizacao

dessas espécies coletadas em ambiente urbano para fins medicinais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Andlises estruturais podem ser esclarecedoras em estudos sobre o impacto do ambiente
urbano nas plantas, possibilitando identificar diferentes estratégias adaptativas e diferentes
graus de tolerdncia das plantas. Os resultados destacam variagdes nas caracteristicas
morfoanatdmicas foliares e quimicas, e nos efeitos citotoxicos dos produtos obtidos do preparo
dessas plantas medicinais desenvolvidas em ambiente urbano. Os dados nos permitem concluir
que os fatores ambientais desse local sdo suficientes para promover variagdes nas caracteristicas
estruturais e metabodlicas dos organismos.

Nos trés anos de acompanhamento das condi¢cdes ambientais dos sitios de estudo, foi
observado que o sitio urbano apresenta temperaturas mais elevadas, enquanto que no sitio
florestal, os indices de pluviosidade sdo maiores, especialmente durante a estacdo chuvosa. Os
solos das trés espécies foram analisados e apresentaram perfis quimicos parecidos, no quais
alguns elementos como o Calcio, Enxofre (S) e Chumbo (Pb) apresentaram maior concentragao,
em comparagdo com o sitio florestal, em todas as amostras do sitio urbano.

As caracteristicas do sitio urbano do presente estudo foram suficientes para causar danos
visiveis, como necrose, as folhas de E. uniflora. No entanto, foram observadas estratégias de
defesa formadas pelo acimulo de metabolitos secundéarios que desenvolvem uma barreira
protetora para evitar a progressao da necrose em direcdo aos tecidos sauddveis das folhas. Em
Lippia alba e Plectranthus barbatus nenhum dano visual foi percebido. Porém, na espécie
Lippia alba foi mais evidente o impacto na estrutura interna das folhas do sitio urbano no
crescimento e abundéancia dos parénquima clorofiliano.

Este estudo forneceu mais informagdes que reforgcam a E. uniflora como uma espécie
bioindicadora do meio ambiente. O acimulo de cristais mostrou apresentar alto indice de
plasticidade com grande potencial para ser um bioindicador anatomico. J4 em Lippia alba e
Plectranthus barbatus, os tricomas se mostraram como caracteristicas mais eficientes para
deteccao de estresse.

Nas trés espécies foi evidente a influéncia do ambiente urbano nas propriedades dos
estomatos. Uma estratégia em comum foi a diminuicdo do tamanho dos estomatos. Em E.
uniflora foi constatada uma correlagdo de diminuicdo dos tamanhos dos estdmatos quando a
frequéncia estomatica era maior. Essa relagdo também foi observada em L. alba. Apesar de P.
barbatus também apresentar diminui¢cdo no tamanho dos estdmatos, a frequéncia estomatica

diminuiu na face adaxial e ndo teve diferenca estatistica na face abaxial. Esta espécie demostrou
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menor sensibilidade as condi¢cdes do ambiente urbano, provavelmente devido a maior
densidade de alguns tipos de tricomas glandulares e a maior fenotipoplasticidade em espécies
exoticas (GUERRERO et al., 2020).

Anteriormente, foi hipotetizado que uma planta medicinal se desenvolvendo em
ambiente urbano, com as caracteristicas climaticas descritas para este sitio de estudo, investiria
em maiores densidades de estruturas secretoras por conta de uma maior demanda de metabolitos
secundarios (PEREZ-ESTRADA et al., 2000). Porém essa resposta so foi visualizada em E.
uniflora, e com alguns tipos de tricomas glandulares de P. barbatus. Um fator que pode ter
influenciado esse resultado ¢ a localizagdo das estruturas secretoras, j4 que os tricomas estao
mais expostos a deposi¢ao de poluentes, e interfere no grau e na velocidade de deposi¢ao das
particulas (HU et al., 2019; HOWSAM et al., 2000; HROTKO et al., 2020; CHO et al., 2021).

Apesar de ndo ser expressiva a diferenga quimica entre os extratos produzidos a partir
das folhas de Eugenia uniflora cultivadas nos dois sitios, a citotoxidade dos extratos diferiu
entre as amostras dos sitios estudados. Assim, foi possivel constatar que mudancas induzidas
pela exposicdo de E. uniflora ao ambiente urbano, na estrutura e produgdo de seus principais
metabolitos foliares, foram suficientes para influenciar a sua seguranga para consumo. Assim,
¢ necessario investigar se as mudangas estruturais observadas nas folhas de Lippia alba e
Plectranthus barbatus cultivadas no sitio urbano sdo acompanhadas por mudancas no seu perfil
quimico e na citotoxicidade do extrato foliar, interferindo consequentemente na seguranca do
uso medicinal desta planta. As alteracdes analisadas, como o aumento da frequéncia e
diminui¢do do tamanho dos estdmatos e a maior frequéncia de glandulas secretoras, cristais,
tricomas tectores e tricomas glandulares podem ter contribuido para a aclimatagdo dessas
espécies na condi¢do urbana, sendo caracteristicas com possivel uso para biomonitoramento no
ambiente urbano.

Este estudo destaca a importancia de investigacdes mais abrangentes sobre os impactos
e os desafios observados em plantas medicinais cultivadas em ambientes urbanos, fornecendo
subsidios para a criagdo de politicas ptblicas que assegurem o seu uso. Alguns dados derivados
dessa pesquisa ainda serdo compilados para mais um artigo, tratando sobre a analise da
composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de Eugenia uniflora cultivadas nos sitios
florestal e urbano, fazendo comparagdo com a descri¢do quimica relatada na literatura. Por
conta da complexidade para identificagdo dos componentes quimicos dos Oleos essenciais
analisados nos dois sitios, a conclusdo desse capitulo precisou ser adiada.

Um aspecto muito importante ao se realizar pesquisas que envolvem questdes sociais, ¢

tentar passar de alguma forma os aprendizados conquistados com a tese para a populacao.
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Assim, inspirado na cartilha de Amato-Lourengo e Mauad (2018), € nossa pretensdo a criacao

de uma cartilha destacando boas praticas ao se utilizar plantas medicinais no ambiente urbano.
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