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RESUMO

A familia Rutaceae compreende 150 géneros e 2000 espécies, no Brasil
ocorrem 32 géneros e cerca de 150 espécies. Sao pertencentes a familia
géneros gque se destacam do ponto de vista econdmico, a exemplo de Citrus
e diversas espécies produtoras de madeira de boa qualidade como
Zanthoxylum. Espécies medicinais também fazem parte de Rutaceae como
Ruta graveolens, Pilocarpus e Zanthoxylum. O trabalho tem o objetivo de
realizar estudos anatéomicos e histoquimicos em foliolos de Zanthoxylum
rhoifolium e Z. minutiflorum ocorrentes na Mata Atlantica. Os materiais foram
coletados na Serra da Jibdia, mais precisamente na area do grupo
ambientalista GAMBA, municipio de Santa Teresinha, Bahia. Os foliolos
coletados foram fixados ainda em campo, desidratados, incluidos e
seccionados em micrétomo rotativo, corados com Safranina e Azul de Astra.
A diafanizacdo foi realizada seguindo uma série etandlica, imersa em
hidroxido de sodio e clarificada com hipoclorito de soédio, corado com
Safranina e montados em resina sintética. Os testes histoquimicos foram
realizados para a identificacdo das seguintes classes de metabdlitos
secundarios: polissacarideos gerais, compostos fendlicos, taninos, lipidios
totais, Oleos essenciais e oleoresinas. Z. rhoifolium possui epiderme
mucilaginosa unisseriada, cavidades secretoras, tricomas tectores. Z.
minutiflorum possui epiderme unisseriada, cavidades secretoras e nectario
extrafloral. Os testes histoquimicos dos tricomas glandulares foram positivos
para a presenca de polissacarideos e compostos fendlicos, sendo
considerados como coléteres.

Palavra-chave: Zanthoxylum, histoquimica, estruturas secretoras



ABSTRACT

The Rutaceae family comprising 150 genera and 2000 species in Brazil are 32
genera and about 150 species. Belonging to the family are genres that stand out
from the economic point of view, the example of several Citrus species and
producing good quality wood as Zanthoxylum. Medicinal plants are also part of
Rutaceae such as Ruta graveolens, Pilocarpus and Zanthoxylum. The work aims to
anatomical and histochemical studies on leaves of Zanthoxylum rhoifolium and Z.
minutiflorum occurring in the Atlantic. The materials were collected in the Serra da
Jiboia, more precisely in the area of environmental group GAMBA, Santa Teresinha,
Bahia. The leaflets were collected in the field yet fixed, dehydrated, included and
sectioned on a rotary microtome, stained with Safranin and Astra Blue. The
diaphanization was performed following an ethanol series, steeped in sodium
hydroxide and clarified with sodium hypochlorite, stained with Safranin mounted in
synthetic resin. Histochemical tests were performed to identify the following classes
of secondary metabolites: general polysaccharides, phenolic compounds, tannins,
lipids, essential oils and oleoresins. Z. rhoifolium has mucilaginous uniseriate
epidermis, secretory cavities, trichomes. Z. minutiflorum has uniseriate epidermis,
secretory cavities and extrafloral nectary. Histochemical tests of glandular trichomes
were positive for the presence of polysaccharides and phenolic compounds, are
considered colleters.

Keyword: Zanthoxylum, histochemistry, secretory structures



1. INTRODUCAO

O género Zanthoxylum pertence a familia Rutaceae Juss. que esta incluida
na ordem Sapindales, juntamente com as familias Sapindaceae Jussieu,
Anacardiaceae R. Brown, Burseraceae Kunth, Meliaceae Jussieu e Simaburaceae
Candolle (CRONQUIST, 1988; JUDD et al 2008).

A familia Rutaceae estda amplamente distribuida nas regides tropicais,
subtropicais e temperada do mundo com grande ocorréncia na Australia, América e
Africa (BARROSO et al,1986 apud MELO 2004). Rutaceae inclui 150 géneros e
2000 espécies. No Brasil, a familia esta representada por cerca de 32 géneros e 150
espécies ( SOUZA, 2005).

Os representantes da familia podem ser arbustos ou arvores, raramente
ervas ou lianas, frequentemente com aculeos; folhas alternas ou menos
frequentemente opostas, compostas ou raramente simples, sem estipulas, margem
inteira ou serreada, com pontoacdes translicidas. A inflorescéncia cimosa,
raramente racemosa, as vezes reduzidas a uma unica flor; flores geralmente pouco
vistosas, bissexuadas ou unissexuadas (SOUZA, 2005).

Os géneros Zanthoxylum L. e Fagara L. apresentam varios problemas
conceituais. A conceituacao foi discutida por muitos autores, desde a época Lineana,
guando tratou Zanthoxylum como género distinto de Fagara. Nessa época, as
diferencas baseavam-se no perianto monoclamideo, no primeiro género, e
diclamideo, no segundo (MELO, 2004).

Contudo, para as espécies monoclamideas, a problemética estava
relacionada a estrutura do perianto, se sépala ou pétala. Assim, o arranjo dos
verticilos do perianto foi para ENGLER (1931) e REEDER & CHEO (1951) apud
MELO, 2004 um carater relevante para separar Zanthoxylum de Fagara. A
ocorréncia de espécies que exibem estrutura intermediaria entre Zanthoxylum e
Fagara foi mencionada por HARTLEY (1966) e BRIZICKY (1962) apud MELO, 2004
gue consideraram Zanthoxylum uma condic&o derivada do tipo Fagara por aborto de
algumas ou todas as sépalas (MELO, 2004).

As espécies brasileiras de Zanthoxylum apresentam perianto diclamideo,
enquanto os espécimes de regifes temperadas da América Central e leste da Asia

apresentam perianto mono e diclamideo (MELO, 2004).



Dentre os caracteres anatbmicos diagnésticos, destaca-se a presenca de
cavidades secretoras, células resiniferas, tricomas glandulares, idioblastos
geralmente taniferos, células epidérmicas mucilaginosas (METCALFE & CHALK,
1957).

As diversas substancias que as plantas possuem sdo originadas
principalmente nas estruturas secretoras. Essas substancias exercem diferentes
funcdes no corpo vegetal, como defesa contra herbivoria, atracdo de polinizadores e
adaptacao as diversas condicdes ambientais (ESAU, 1976; FAHN, 1979).

O género Zanthoxylum possui espécies de interesse terapéutico e tem sido
utilizado na medicina tradicional. O conhecimento tradicional sobre o uso,
composicdo e efeito das plantas medicinais tem sido pesquisados para atender a
demanda por plantas possuidoras de principios ativos de interesse das industrias
guimicas, farmacéutica e cosmética. Por isso, faz-se necessario a utilizagdo de
técnicas anatbmicas e histoquimicas que séo ferramentas eficazes na identificacao

da espécie vegetal, assim como as classes de metabdlitos presentes nas plantas.



2. JUSTIFICATIVA

O género Zanthoxylum é empregado especialmente na Asia, Africa e América
na medicina tradicional, sendo utilizado como analgésico, fungicida, bactericida e no
controle de parasitos. Para isso, estudos fitoquimicos identificaram os metabdlitos
secundarios mais representativos, a exemplo de alcaldides, cumarinas, terpenos,
flavonodides (VILLAMIZAR, 2007).

A espécie Zanthoxylum minutiflorum Lam. apresenta acdo antiparasitaria
contra Trypanosoma cruzi. Estudos fitoquimicos do género demonstraram a
presenca de diversos tipos de substancias ativas nos extratos obtidos destes
vegetais, bem como varios grupos quimicos, apresentando uma grande variedade
de efeitos biol6gicos. Zanthoxylum minutiflorum (mama-de-porca, mamica de cadela)
com sua rigueza de principios ativos e diversidade de acfes biologicas pode
representar uma importante fonte de substancias com potencial antiparasitario
contra o T. cruzi (CUNHA, 1993 apud MAEDA, 2010).

A atividade de alcaldides presentes na casca do tronco de Zanthoxylum
rhoifolium Lam. contra bactérias gram negativas foi relatada por GONZAGA et al.
2003 apud PENELUC,2007 . O d6leo essencial das folhas e frutos da Zanthoxylum
rhoifolium foi ativo contra Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e
Salmonella setubal, enquanto o 6Oleo essencial das flores foi inativo para estes

microrganismos .

No estudo in vitro, JULLIAN et al. 2006 apud PENELUC, 2007 demonstraram
a atividade antiplasmodial do composto alcaldide nitidina, extraido do tronco do
Zanthoxylum rhoifolium por sua acg&o inibidora da DNA topoisomerase | do
Plasmodium falciparum. O éleo essencial das folhas de Zanthoxylum rhoifolium, bem
Como seus constituintes terpenos, b-cariofileno, apresentaram eficacia antitumoral e
acao imunomodulatoria (SILVA et al., 2007 apud PENELUC, 2007).

As espécies Z. rhoifolium e Z. minutiflorum séo arb6reas com altura variando
de 6 a 12 m, com caule aculeado, folhas compostas, sendo que Z. rhoifolium
apresenta aculeo em alguns foliolos. Devido a forma e densidade da copa e o fato
de seus frutos serem consumidos por algumas espécies de passaros sao
empregadas com sucesso no paisagismo, em plantios visando a recomposi¢cédo de
vegetacao e recuperacao de areas degradadas. Além disso, sua madeira é indicada



para construcdo civil, marcenaria e carpintaria, na confeccdo de ferramentas e
outros instrumentos agricolas (LORENZI, 1992 apud SILVA, 2000).

As estruturas secretoras sao responsaveis pela producdo de um grande
namero de substancias que desempenham diferentes fungdes nas plantas como
defesa contra a herbivoria, atragdo de polinizadores e na interacdo das plantas com
outras plantas e das plantas com o ambiente. A presenca de metabdlitos
secundéarios em plantas tem estimulado o interesse comercial e medicinal (FAHN,
1988). Desta forma, a caracterizagdo das estruturas secretoras, bem como a
compreensao da biologia das secregbes vegetais tem recebido atencdo dos

pesquisadores de diferentes areas.

A exsudacdo das substancias é exercida por células individualizadas ou por
agrupamentos celulares. A natureza do exsudado € varidvel, assim como a
localizag&do da estrutura secretora no corpo da planta (FAHN, 1988). Vérios tipos de
estruturas secretoras podem ser identificadas em um mesmo 6rgdo, ou o
aprisionamento de determinadas estruturas a um unico 6rgdo (SOLEREDER, 1908).
A constancia desses caracteres pode ser um parametro de distingcdo taxonémico

(SOLEREDER, 1908; METCALFE & CHALK, 1950, FAHN, 1979, 1988).

A morfologia, localizagdo, fungéo, anatomia e natureza do exsudado séo
caracteristicas que variam de acordo com a estrutura secretora (FAHN, 1979). A
caracterizacdo anatdbmica e a natureza quimica do exsudado auxilia no
entendimento da funcéo do secretado para a planta (ESAU, 1974; FAHN, 1979).

Os estudos estruturais e histoquimicos do género Zanthoxylum L. justificam-
se devido a importancia econdmica, ecolégica e paisagistica de Zanthoxylum
rhoifolium Lam. e Zanthoxylum minutiflorum Lam. O estudo visa fornecer subsidios
para posteriores estudos estruturais e histoquimicos, principalmente por serem
escassos os trabalhos desenvolvidos com as referidas espécies e com o0 género,

necessitando de mais estudos na area.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Caracteristicas taxonémicas do género Zanthoxylum L.

7z

O género é constituido por arbustos ou arvores, raramente escandentes,
troncos e galhos, muitas vezes com aculeos, a casca e a madeira sdo aromaticas.
Folhas alternas, impar ou par-pinada, foliolada 1-3, persistente ou deciduo; peciolo e
raque angular, geralmente alados, desarmado ou espinhoso; foliolos crenado,
freqUentemente inequilateral, ponteada pellcida pelo menos marginalmente, muitas
vezes apresentam pontoacdes glandulares. Inflorescéncias paniculas axilares e/ou
terminal,corimbosa, racemos (WOODSON, 1979).

As flores sdo pequenas, regulares, brancas a esverdeado amarelo ou
vermelhas. As plantas séo dibicas, raramente mondicas ou poligamo; sépalas 3-5 ou
aparentemente ausente, livre persistente ou deciduos; pétalas 3-8, livre, imbricado
ou valvar; estames 3-5, opostos as sépalas, rudimentares ou ausentes em flores
carpeladas, os filetes livres, as anteras elipticas a ovadas, disco intraestaminal
pequeno e anular ou obscuro; gineceu de 1-5, livres ou conados, rudimentar ou
ausentes nas flores estaminadas, ovario 1-5-l6culos, os dois 6vulos por
|6culo,colaterais,pendentes, os estilos sublateral, conados para libertar, os estigmas
capitados, livre ou conados (WOODSON, 1979).

Frutos de 1-5 para sésseis, coridceas para carnuda, 2-valvulado, 1-semeado,
livre para conado, foliculos glandulares-punctados; sementes ovéides, subgloboso,
obovdide, ou lenticular, muitas vezes ainda ligado a placenta através do funiculo na
maturidade, testa, preto, castanho ou avermelhado, brilhante, o endosperma
carnudo, o embrido axial, retas ou curvas, os cotilédones plano, a radicula curta.
Zanthoxylum L. é um género de mais de 200 espécies, principalmente pantropical,
mas se estendendo até a regido temperada, Zona Norte da Asia Oriental e América
do Norte (WOODSON, 1979).

O género como aqui circunscrito € considerado por alguns como dois géneros
distintos, Zanthoxylum L. e Fagara L. O nome Zanthoxylum L. é aplicado a espécie
com um unico giro de segmentos de perianto, enquanto Fagara L. € utilizado para
agueles com duas voltas de segmentos de perianto. No entanto, h& a ocorréncia de

espécimes e espécie de condicdo intermediaria que indicam uma separacao natural.



As espécies americanas de Zanthoxylum L. tem necessidade de revisao.
(BRIZICKY,1962; HARTLEY,1966 apud WOODSON,1979).

3.2. Caracteristicas anatomicas dos foliolos de Rutaceae

A familia tem como caracteristicas anatdémicas dos foliolos a presenca de
cavidades secretoras que a olho nu tem a aparéncia de pontos transparentes,
células resiniferas sdo comuns na nervura central. As células epidérmicas foliares
sdo compostas frequentemente de paredes mucilaginosas, possuem estdmatos de
todos os tipos e cristais de oxalato de calcio sdo abundantes; rafides e cristais de
areia sdo incomuns; apresentam xilema e floema fechados (METCALFE & CHALK,
1957).

A cuticula grossa, epiderme uniestratificada em ambas as faces, compostas
de células de paredes grossas, pentagonais e hexagonais, mesofilo bifacial
composto por um parénquima em palicada biestratificado e parénquima esponjoso
bem desenvolvido, cavidade secretora formada por células que contém 6leos,
resinas e alcaldides, presenca de tricomas unicelulares, estdmatos tetraciticos foram
encontrados na espécie Pilocarpus goudotianus Tul. por GALLARDO (2002). A
epiderme pode ser glabra, o parénquima palicadico as vezes € interrompido por
cavidades secretoras (CANIZARES, 2005).

3.3. Caracteristicas anatémicas dos foliolos de Zanthoxylum L.

A epiderme apresenta-se com células poligonais, isodiamétricas, largas,
parede anticlinais, estbmatos actinociticos sado frequentes, mas podendo ser
encontrados estdmatos paraciticos, tetraciticos, hexaciticos e policiticos, a cuticula
pode ser espessa ou fina, tricomas tectores ou glandulares, podendo ser
unicelulares, mesofilo dorsiventral, palicadico com células alongadas e cilindricas,
parénquima lacunoso composto por células irregulares e ramificadas, tecido vascular
bem desenvolvido, inclusdes celulares ocorrem no parénquima palicadico e no
lacunoso, idioblastos geralmente taniferos, drusas de oxalato de calcio sdo comuns
e glandulas secretoras de 6leo sdo abundantes (OGUNDIPE, 2002).

Na nervura central, das folhas observam-se fibras esclerenquimaticas e

células com contetdo denso que podem ser células oleiferas ou resiniferas. Estas



células foram descritas para caules jovens dos géneros Adenandra, Agathosma,
Citrus e em folhas estas células resiniferas foram descritas para o género
Cneoridium (METCALFE & CHALK, 1957).

3.4. Estruturas secretoras

As estruturas ou tecidos secretores definem-se como células Unicas
especializadas ou estruturas multicelulares de formas variadas que eliminam
substancias especificas (FAHN, 2000).

A classificacdo tem sido estudada por diferentes autores como FAHN (2000),
ESAU (1974), METCALFE & CHALK (1957). De acordo com estes autores, as
estruturas secretoras de forma geral classificam-se em externas ou internas. As
estruturas secretoras externas se subdividem em: tricomas ou papilas, tricomas
glandulares (glandulas), coléteres, nectarios, hidatédios e estigmas; enquanto que
as estruturas de secrecdo interna sao representadas por idioblastos, cavidades,
canais secretores e laticiferos (sistema de tecido laticifero).

Os idioblastos secretores caracterizam-se por serem células mais volumosas
gue as vizinhas, podendo em alguns casos confundirem-se com as demais células
de parénquima. Apresentam consideravel diversidade estrutural e de componentes,
contendo variedade de 6leos, mucilagens, e outras substancias. A sua distribuicao
se da por todo o corpo da planta, e nas Rutdceas observam-se o0s tipos cristalifero e
mucilaginosos (SOLEREDER, 1908).

Os tricomas secretores sdo mencionados como presentes em representantes
da familia Rutaceae em obras de compilacdo sobre anatomia (SOLEREDER, 1908;
METCALFE & CHALK, 1957). Entretanto, ndo foram encontradas referéncias quanto
a caracterizagdo funcional e histoquimica para Zanthoxylum.

Os tricomas secretores ou glandulares sdo apéndices epidérmicos que podem
apresentar as mais variadas formas e numero variado de células e, além disso,
secretam substancias da natureza quimica diversa e complexa. A funcdo dos
tricomas secretores estd relacionada com o carater quimico da substancia
secretada. Eles podem proporcionar defesa e protecdo para as plantas, além de
atuar na atracao de polinizadores ou secretar excesso de sal em plantas haldfitas,
dentre outras fungdes (ESAU, 1974).



Segundo DELL & McCOMB, 1978 secrecbes resinosas externas
proporcionam resisténcia foliar e protecdo as gemas vegetativas axilares e apicais,
em regibes aridas, ja as secrecdes internas parecem estar relacionadas a defesa
contra o ataque de insetos.

Os nectarios séo estruturas que secretam néctar e podem estar presentes em
diferentes partes do corpo vegetal. Os componentes principais do néctar sdo
sacarose, glicose e frutose nas mais variadas concentragdes, entretanto, diversas
outras substancias e ions podem estar presentes (FAHN, 1988; BAKER & BAKER,
1983). Os nectérios extraflorais sdo comumente visitados por insetos que conferem
protecdo a planta contra o ataque de herbivoros (JANZEN, 1966; OLIVEIRA, 1997).

3.5. Histoquimica vegetal

Os métodos histoquimicos de identificacdo de compostos presentes em
vegetais sdo baseados no uso de reagentes cito ou quimico-histolégicos
previamente estabelecidos. Visa identificar compostos do metabolismo primario e
secundéario de plantas presentes nos tecidos vegetais, tais como: compostos
fenolicos, ligninas, taninos, flavondides, cumarinas, alcaloides, acucares,
aminoécidos (DORES, 2007 apud CONCEICAO, 2009).

Esses métodos auxiliam também na determinacdo da composicéo e idade de
materiais fossilizados e ainda na composicdo botanica de misturas vegetais e
farmacéuticas. O reconhecimento de estruturas histoquimicas nos vegetais
possibilita e facilita 0 manejo ecolégico e mais econémico das doencas propiciando
maior producdo e qualidade dos produtos vegetais (DORES, 2007 apud
CONCEICAO, 2009).

Os compostos produzidos pelo metabolismo secundario das plantas sao
sintetizados com maior freqiéncia quando em situacdes de estresse. Plantas
defendem-se de patégenos e insetos por meio de mudancas bioquimicas. A célula
vegetal pode reagir com inUmeras estratégias de defesa, dentre elas as estruturais
como cutina, suberina, lignina, celulose, e proteinas da parede celular, ou ainda
barreiras bioquimicas (AGRIOS, 2005 apud CONCEICAOQ, 2009).

Os metabdlitos secundarios sdo expressdes da individualidade quimica dos

organismos, diferindo qualitativa e quantitativamente de espécie para espécie. As



reacdes histoquimicas nas plantas permitem detectar a presenca desses
metabolitos, que poderdo ser quantificados, em funcdo da intensidade observada.
Muitos desses compostos, como a antocianina, carotendides e 0Oleos essenciais
podem influenciar na polinizacédo, na dispersao de frutos e sementes e na simbiose
radicular com bactérias (MARTINS et al. 1994 apud SANTOS, 2009).

Os métodos histoquimicos estao fundamentados nas reacdes cromaticas para
o reconhecimento de substancias de membranas e conteudo celular. A histoquimica
vegetal distingue dois grupos de compostos, os lipofilicos (polares) formados por
lipidios totais e insaturados, acidos graxos e terpendides (6leos, resinas e lactonas
sesquiterpénicas) e o grupo compostos por substancias hidrofilicos (apolares),
sendo estes os fendlicos, amidos, taninos, alcal6ides, entre outros (PEARSE, 1960;
GERSBACH, 2002; DORES, 2007 apud CONCEICAO, 2009).
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4. OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia econbmica, ecoldgica e paisagistica das
espécies Zanthoxylum rhoifolium Lam e Z. minutiflorum Tul. Os objetivos do trabalho

foram:

e Descrever a anatomia foliolar de Zanthoxylum rhoifolium e Zanthoxylum

minutiflorum.

e Caracterizar as estruturas secretoras de Zanthoxylum rhoifolium e

Zanthoxylum minutiflorum.

e |dentificar as principais classes de compostos quimicos presentes nas

estruturas secretoras.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Area de coleta

As espécies estudadas foram Zanthoxylum minutiflorum Tul. e Zanthoxylum
rhoifolium Lam. coletadas na area do grupo ambientalista Gamba, localizada na
Serra da Jibdia, pertencente ao municipio de Elisio Medrado/ Bahia.

A serra da Jibdia localiza-se na latitude 12°51’S e longitude 39°28'W, tem
extensdo de 6 km. E um macico serrano situado na por¢éo sul do Reconcavo Baiano
do Estado da Bahia entre os municipios de Castro Alves, Sdo Miguel das Matas,
Varzedo, Elisio Medrado e Santa Terezinha. Esta serra possui sentido norte/sul e
area total de aproximadamente 23.000 hectares ainda cobertos por remanescentes
de Mata Atlantica, sendo que cerca de 7.000 hectares s&o considerados Mata
Atlantica em estagio avancado de regeneracao (FREITAS, 2009).

A precipitacdo pluviométrica na area possivelmente € superior a referida
para o municipio de Santa Teresinha (568 mm anuais), devendo atingir pelo menos
1.100 mm anuais, que é o minimo registrado para a mata higrofila sul-baiana
(GOUVEA et al. 1976 apud VALENTE, 2006). O fato de estar inserida no semi-arido
baiano faz da mata higrofila da Serra da Jibdia, um local singular, ja que esté isolada
de outros fragmentos florestais do litoral pela caatinga que a circunda (QUEIROZ et
al. 1996 apud VALENTE, 2006).

5. 2. Anélise Estrutural

Os materiais coletados foram fixados em FAA (formalina, acido acético, alcool
etilico 50% 1:1:18 v/v) onde permaneceram por um periodo de 24h. Depois foram
lavados em alcool etilico 50% por 12h. Apds esse processo foram estocados em
alcool etilico a 70% (JOHANSEN,1940). As pecas foram desidratadas em série
butilica e incluidas em parafina histolégicas (Merck) (Johansen 1940). As amostras

foram seccionadas em micrétomo rotativo com espessura de 14um, 0S cortes
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corados com Safranina e Azul de Astra (JOHANSEN, 1940) e as laminas montadas

em resina sintética (Permount; Fisher).

5.3. Diafanizacao

Os foliolos foram colocados em &lcool etilico por 20 min, depois em agua
destilada por 20 min, hidréxido de sédio a 5% por 30 min, feita a lavagem das folhas
em agua destilada (4 a 5 vezes) por 30 min cada lavagem, hipoclorito de sodio até o
completo clareamento das folhas, lavagem do material em agua destilada (4 a 5
vezes) 30 min cada lavagem, seguindo para série etilica por 10 min, alcool/ xilol (1:1)
por 10 min, solugcdo corante Safranina 1 %, &alcool/xilol (1:1) por 10 min, xilol por 10
min e montagem com resina sintética (SHOBE & LERSTEN, 1967).

5.4. Testes Histoquimicos

Os metabdlitos secundéarios foram identificados utilizando foliolos em
diferentes estadios de desenvolvimento. Os testes histoquimicos foram realizados
apenas na espécie Z. minutiflorum, pois a espécie Z. rhoifolium foi fixada e
preservada em etanol, ndo sendo possivel a utilizacdo deste material fresco.

A utilizacdo do material fresco € a mais recomendada para que ndo haja
interferéncia do fixador com as substancias secretadas pelas estruturas, pois pode
ocorrer a extracdo de determinadas substancias que compdem o exsudado e as
classes dos metabdlitos secundarios podem néo ser reveladas quando aplicados os
testes, como também pode ocorrer resultados falso-positivo.

Os cortes foram realizados em criomicrétomo utilizando o fluido de
congelamento (Cryo Glue, Slee Mainz) com espessura aproximada de 50um a uma
temperatura de -20°C. Os cortes foram submetidos aos testes histoquimicos

descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Testes histoquimicos aplicados aos cortes foliolares de Zanthoxylum
minutiflorum Tul.

Grupos de Luz visivel
metabdlitos
Lipidios Lipidios totais Sudan Black (Pearse,1985)

Sudan Red (Pearse, 1985)

Terpenoides Oleos essenciais e Reagente de NADI (David e
oleorresinas Carde, 1964)
Compostos Compostos fendlicos Dicromato de potassio
fendlicos gerais (Gabe,1968)
Fendis simples Cloreto férrico (Johansen, 1940)
Taninos Vanilina cloridrica (Mace e
Howell, 1974)

Polissacarideos Polissacarideo neutro PAS (McManus, 1948)
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6. RESULTADOS

Zanthoxylum rhoifolium apresenta na face adaxial, em vista frontal células
epidérmicas que apresentam formato irregular e contornos retos a levemente
sinuosos (fig 1. A). Em vista frontal, Zanthoxylum minutiflorum apresenta na face
abaxial, epiderme com células de formato irregular, contornos retos e levemente
ondulados (fig 1.B).

Os estdbmatos actinociticos estdo presentes apenas na face abaxial de Z.
rhoifolium, sendo caracterizada como hipoestomatica (fig 1.C). Em seccao
paradérmica de Z. minutiflorum observa-se estdmatos presentes apenas na face
abaxial sendo hipoestomética, com estdmatos do tipo actinocitico, estando envolvido
por um namero variavel de células subsidiarias que estdo dispostas radialmente em
relacdo as células guardas e diferem pouco em formato e tamanho das demais
células epidérmicas (fig 1. D).

O mesofilo de Z. rhoifolium é dorsiventral sendo composto por uma a duas
camadas de parénquima palicadico, o qual possui células bastante alongadas (fig 2.
A). Enquanto que em Z. minutiflorum o mesofilo € dorsiventral e composto apenas
por uma camada de células no parénquima palicadico, sendo as células de pequeno
tamanho. As células do parénquima lacunoso possuem tamanho e forma variavel
com grandes espacos intercelulares, ocorre no mesofilo a presenca de pequenos
feixes vasculares com presenca de muitas fibras esclerenquimaticas (fig 2.B).

Observou-se em Z. rhoifolium entre o parénquima palicadico cavidades
secretoras de origem lisigenas que possuem muitas drusas em seu tecido secretor,
pequenos feixes de fibras estdo presentes em todo o mesofilo. As células do
parénquima lacunoso sdo de tamanho varidvel e com espacos intercelulares
relativamente grandes (fig 2.C). Ha presenca de cavidades secretoras lisigenas no
mesofilo de Z. minutiflorum (fig 2.D). Na porcéo inferior da nervura central de Z.
rhoifolium também foram observadas cavidades lisigenas (fig.2.E). Em
Z.minutiflorum as cavidades estdo presentes também no bordo foliar (fig 2.F)

Em vista transversal de Z. rhoifolium, a epiderme € unisseriada com células
gue variam em tamanho, apresentam idioblastos cristaliferos e células contendo
mucilagem (fig 3. A). A epiderme Z. minutiflorum €& unisseriada, possui pouca
variagdo de tamanho entre as células, possui idioblastos cristaliferos, sendo

frequente a presenca de drusas por todo o foliolo (fig 3.B).
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Os tricomas estrelados ndo pedunculado sdo observados em ambas as faces
de Z. rhoifolium (fig 3. C). Na face abaxial de Z. minutiflorum pode-se observar
tricomas glandulares pedunculados presentes em depressdes epidérmicas. S&o
formados por células basais que variam de 6 a 8 células. As células apicais do
tricoma variam em forma e tamanho apresentando-se algumas vezes unisseriadas
ou bisseriadas. Esses tricomas também estdo presentes na face adaxial (fig 3. D).
Em seccao paradérmica, pode-se observar vascularizacdo proxima as cavidades
secretoras (fig 3.E). Nectérios extraflorais foliolares do tipo embutido foram
observados na face adaxial e na abaxial. As células do tecido secretor sdo globosas,
pequenas, citoplasma denso e ndcleo evidente. Algumas vezes sdo observados
pequenos feixes vasculares proximo ao nectario (fig 3. F).

A nervura de Zanthoxylum rhoifolium em corte transversal tem formato
concavo-convexo (fig 4.A). Ocorrem cavidades na face abaxial da nervura central. O
mesmo formato da nervura € observado em Zanthoxylum minutiflorum (fig 4.B).

O feixe vascular € do tipo colateral em Z. rhoifolium. Apresenta fibras em
torno de todo feixe (fig 4.C). Em Z. minutiflorum o feixe vascular é do tipo colateral
ocorrendo ao redor fibras esclerenquimaticas (fig 4.D).

No centro da nervura de Z. rhoifolium notam-se células que em seccao
transversal apresentam-se como células com contetddo denso que aparentam conter
resinas (fig 4.E). As fibras presentes em torno do feixe vascular de Z. rhoifolium
apresentam parede bem espessa com lume reduzido (fig4.F). As células com
conteudo aparentando resina, em corte longitudinal, apresentam- se delimitadas,
com paredes bem definida (fig 4. G).

A presenca dos compostos quimicos no tricoma glandular foi evidenciada
através da coloracédo diferencial da cor natural do secretado (fig 5.A) e a coloracéo
obtida por meio dos testes.

A caracterizacdo do coléter foi possibilitada devido a natureza hidrofilica da
secrecao e foi revelada por meio da reacdo de PAS (fig 5.B). Compostos fendlicos
foram detectados nos tricomas glandulares através das reacfes utilizando os
Reagentes Dicromato de Potéssio (fig 5. C) e Cloreto Férrico Il (fig 5. D), mas esses
compostos ndo foram detectados com o reagente Vanilina Cloridrica (reagente

especifico para taninos).
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A comprovacéo dos lipidios nao foi obtida por meio do reagente Sudan Black
e Sudan Red. Nao foram detectadas oleorresinas e 0leos essenciais por meio do
reagente de NADI.
A presenca de polissacarideos, lipidios e compostos fendlicos néo foi confirmada
para o nectario. Como também néo foi verificada a presenca de metabdlitos
secundarios na cavidade, como observado na Tabela 2.

Esse resultado pode ser decorrente da interferéncia entre o fluido de
congelamento e os reagentes aplicados, impedindo a revelacdo das substancias

presentes nas estruturas secretoras.
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Fig 1. Epiderme de Zanthoxylum rhoifolium e Zanthoxylum minutiflorum. Vista frontal. A.
Epiderme de Zanthoxylum rhoifolium e local de insercéo do tricoma tector (seta). B. Epiderme
Zanthoxylum minutiflorum. C. Estdmato actinocitico em Zanthoxylum rhoifolium. D. Estdmato
actinocitico Zanthoxylum minutiflorum. Barra: A, B =120um; C = 60um; D=100um
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Fig 2: Organizacao foliar de Zanthoxylum rhoifolium e Z. minutiflorum. Seccéo transversal. A. Mesofilo de Z.
rhoifolium. B. Mesofilo de Z. minutiflorum. C. Cavidade secretora entre o parénquima palicadico de
Z.rhoifolium. D. Cavidade no mesofilo de Z.minutiflorum. E. Cavidade na por¢ao inferior da nervura central
de Z.rhoifolium . F. Cavidade no bordo foliar de Z. minutiflorum. Abreviatura- epm: epiderme mucilaginosa,
ep: epiderme, pp: parénquima palicadico, pl: parénquima lacunoso, cs: cavidade secretora, fi: fibras, fv:
feixe vascular, fl: floema, dr: drusa. Barra: 120um.
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Fig 3: Organizagao foliar de Zanthoxylum rhoifolium e Z. minutiflorum. Secgdo transversal e
paradérmica A. Z. rhoifolium. B. Z.minutiflorum. C. Tricoma tector de Z. rhoifolium. D. Tricoma
glandular pedunculado Z. minutiflorum. E. Glandula do bordo de Z. minutiflorum. F. Nectario
extrafloral Z. minutiflorum. Abreviatura- ed: epiderme adaxial, cu: cuticula, cem: células
mucilaginosas, dr: drusa, eb: epiderme abaxial, tt: tricoma tector, fv: feixe vascular, tg: tricoma
glandular, cs: cavidade secretora, nc: nectéario. Barra: A,C,D,E,F =80um;B=120um.
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Fig 4: Nervura central de Zanthoxylum rhoifolium e Z. minutiflorum. Secc¢éo transversal e
longitudinal. A. Vista geral de Z. rhoifolium. B. Vista geral de Z. minutiflorum. C. Feixe vascular
Z. rhoifolium. D. Feixe vascular de Z. minutiflorum. E. Detalhe das células resiniferas em Z.
rhoifolium. F. Fibras esclerenquimaticas em Z. rhoifolium. G. Células resiniferas em Z.
rhoifolium. Abreviatura- fi: fibras, fl: floema, xi: xilema, cr: célula aparentando ser resinifera,
co: colénquima. Barra: A, B= 200um; C= 80um; D= 120um; E= 30um; F,G= 60um.
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Fig 5: Caracterizagdo histoquimica dos tricomas glandulares em Zanthoxylum
minutiflorum Tul. Seccéo transversal. A. Controle. B. Reacdo com o PAS. C. Reacédo
com o Dicromato de Potassio. D. Reagdo com o Cloreto Férrico. Legenda: Seta —
secregdo no meio externo. Barra: 100 pm.
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Tabela 2: Caracterizacdo histoquimica das cavidades, tricoma e nectario localizados

nos foliolos de Zanthoxylum minutiflorum Tul.

Grupo metabdlico  Reagente Cavidade Tricoma Nectario
Lipidio Sudan Black - - -
Sudan Red - - -
Terpendides Reagente de NADI - - -
Compostos fenolicos Dicromato de potassio - + -
Cloreto férrico - + -

Vanilina cloridrica - - .

Polissacarideos PAS - + -
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7. DISCUSSAO

Em Z. rhoifolium as caracteristicas encontradas como: epiderme unisseriada,
células arredondadas com paredes sinuosas de tamanho variavel, células
mucilaginosas, difere dos dados encontrados por OGUNDIPE, 2002 que verificou
em onze espécies de Zanthoxylum, epiderme com células mais longas que largas e,
possuindo células que apresentam formato retangular, sem a presenca de
mucilagem.

A leve sinuosidade observada nas espécies estudadas, segundo MENEZES
(2003) ocorre em razao, provavelmente, das tensdes ocorridas na folha e do
endurecimento da cuticula durante a diferenciagdo das células.

A presenca de mucilagem na epiderme foi explicada por SOLEREDER, 1908,
como formada por células de membranas mucilaginosas, tendo a funcédo de
protecdo e hidratacdo das membranas fotossintéticas.

Estdmatos paraciticos sdo descritos para a familia, no entanto as espécies
estudadas apresentam estdmatos actinociticos (METCALFE & CHALK 1957). Para o
género Zanthoxylum, o tipo de estdmato mais observado € o tipo actinocitico que
possui como caracteristica de 3-10 células subsidiarias dispostas perpendicular e
radialmente em torno das células guarda, mas outros tipos podem ocorrer menos
frequentemente como o0s paraciticos, tetraciticos, policiticos e ciclociticos. Ambas as
espécies sao hipoestomatica (OGUNDIPE, 2002).

Segundo KUNDU e TIGERSTEDT (1998), a distribuicdo dos estdbmatos na
face abaxial pode representar protecdo contra as condicdes microambientais, como
temperatura mais elevada na face adaxial e o grau de umidade, que € maior na face
abaxial.

SOLEREDER, 1908 descreve para familia variados tricomas, dentre eles, os
tricomas tectores estrelados e tricomas glandulares, ambos presentes nas espécies
estudadas neste trabalho.

METCALFE & CHALK, 1950 classificam como tricoma estrelado qualquer
tricoma ndo glandular e ramificado. Muitas vezes, os tipos fasciculados,
multiradiados e dendriticos sdo denominados indistintamente como estrelados. De
acordo com LARCHER (2001), a densa cobertura de tricomas sobre a superficie da
folna age como um filtro capaz de modificar a radiacdo direta em luz difusa e
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aumentar a reflexdo da mesma, minimizando assim o efeito da radiacédo intensa nos
tecidos fotossintetizantes.

Segundo WERKER (2000), os tricomas tectores densamente distribuidos em
folhas podem servir como uma barreira mecanica contra temperaturas extremas, alta
intensidade luminosa, perda excessiva de agua, entre outros fatores.

Os tricomas glandulares sédo descritos para os 0rgdos vegetativos como
predominante em folhas, havendo poucas espécies que possui esse tipo de tricoma
em caule (PAULA & ALVES, 1973).

Folhas dorsiventrais sdo comuns em Rutaceae (METCALFE & CHALK 1957).
No mesofilo, a presenca de fibras e da bainha vascular pode indicar participacado nos
processos de conducdo, ampliando, assim, o contato entre as células do mesofilo e
do sistema vascular; a presenca de parénquima clorofiliano palicadico, com células
grandes, alongadas perpendicularmente e unidas, também contribui para formar
barreira de protecdo contra a perda de agua (DENGLER, 1994).

Segundo DENGLER 1994, o alongamento perpendicular das células do
parénquima palicadico a custa do paréngquima lacunoso € o que altera notavelmente
a relacdo superficie/volume da folha e favorece a transferéncia perpendicular de
carboidratos e nutrientes na folha.

As cavidades secretoras encontradas nas espécies estudadas sdo do tipo
lisigena, pois existe rompimento das células que compdem a estrutura para a
formacdo do lume. Os dados encontrados no presente trabalho contrariam as
informacdes encontradas na literatura referente a familia e ao género, como néo
corroboram com os dados encontrados por OGUNDIPE, 2002 que verificou a
presenca de cavidades secretoras de 0Oleo de origem esquizdgena, presentes no
mesofilo e foi observada nas onze espécies estudadas pelo referido pesquisador. As
cavidades secretoras sdo referidas na literatura como manchas translicidas em
folhas de rutaceas.

Inclusdes celulares foram identificadas por OGUNDIPE, 2002, nas espécies
estudadas pelo autor apresentaram-se como substancias taniferas, fato néo
observado no presente estudo.

As drusas normalmente sao formadas por oxalato de calcio e sao
abundantes em Rutaceas. Adicionalmente, os cristais podem refletir uniformemente
a radiacao solar entre as células do mesofilo, devido as suas propriedades reflexivas
(LARCHER, 2001).
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Os nectarios, segundo ROSHCHINA & ROSHCHINA, 1993 sdo estruturas
secretoras de néctar que ocorrem na superficie de varios 0rgdos vegetais.
Desempenham diferentes fungdes ecoldgicas dependendo da sua posicéao,
estrutura, composi¢ao quimica do néctar, entre outros fatores. Fisiologicamente, séo
considerados como estruturas responsaveis pela secrecdo de excesso dos
fotoassimilados.

O néctar € uma solu¢do composta basicamente por glicose, frutose, sacarose,
nas mais variadas concentracdes, podendo conter ainda mucilagem, aminoacidos,
proteinas entre outros. A composicdo do néctar pode variar dependendo da posicao
e do tipo de nectario (ROSHCHINA & ROSHCHINA, 1993).

No presente trabalho foi observado o nectario extrafloral embutido que
segundo ELIAS, 1980 é uma categoria adicional de nectario extrafloral, que se
apresenta totalmente imerso nos tecidos do érgdo no qual ocorre.

A citacdo de nectario extrafloral foliolar é descrito pela primeira vez no
presente trabalho. Segundo METCALFE & CHALK, 1950 a familia possui registro de
nectario floral para o género Citrus. BERNARDELLO, 2007 cita a presenca de
nectario intraestaminal, préximo a base do ovéario modificado em ginoforo
nectarifero, mas nédo especifica 0 género. Nao ha relatos da presenca de nectario
extrafloral para o género Zanthoxylum, assim como para Rutaceae.

A presenca de nectarios extraflorais pode estar distribuida pela extensao do
mesofilo e pode ser justificada pelo patrulhamento de formigas que cobrem uma
porcdo da folha enquanto buscam por néctar, o que pode resultar em maiores taxas
de herbivoros descobertos pelas formigas, aumentando as taxas de predacéo
(PAIVA, 2006). O mesmo autor encontrou para Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae)
nectarios extraflorais localizados na face abaxial e atribuiu a localizagdo, a
diminuicdo da evaporacao do néctar, aumentando a disponibilidade para os agentes
protetores.

PAIVA, 2006 observou em outros estudos que o inicio da secrecéo se da com
a folha ainda jovem, a observacdo do exsudado em maior quantidade no inicio da
fase secretora, mostra que a planta oferece recompensa em uma forma mais
energética no momento de maior suscetibilidade ao ataque de herbivoros, ou seja,
guando as folhas estdo em processo de expansao e diferenciacdo, no caso das
Fabaceas, tem inicio por ocasido da ruptura das estipulas, quando a folha jovem é

exposta e estende-se apdés a completa expansdo da folha. Este padrdo de
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funcionalidade é freqlente em nectarios extraflorais e foi observado também em
outras familias (ELIAS et al. 1975; DURKEE 1982 apud PAIVA 2006).0 fim da
secrecdo do nectario estd associado ao fim da vida util na planta podendo essa
relagéo néo ser observada em outras plantas.

A presenca de vascularizagdo proxima as glandulas secretoras podem ser
indicio da participacdo dos tecidos vasculares na transferéncia de materiais para o
tecido secretor (PAIVA, 2006).

Segundo DELL & McCOMB, 1978 secrecbes resinosas externas
proporcionam resisténcia foliar e protecdo as gemas vegetativas axilares e apicais,
em regides aridas, ja as secrecfes internas parecem estar relacionadas a defesa
contra o ataque de insetos.

LANGENHEIM, 1990 sugeriu que a complexidade quimica das resinas faz
dela um versétil componente defensivo das plantas, os compostos individuais tem
potencial para serem téxicos ou dissuasivos em varias concentracfes e as fracdes
volateis influenciam na viscosidade da resina e a capacidade de envolver os
organismos que atacam as plantas. A variacdo na concentracdo dos compostos é
uma propriedade defensiva, pois 0s insetos sdo capazes de se adaptar a qualquer
composto simples e algumas espécies podem utiliza-lo como atrativo para o
acasalamento ou utiliza-lo em sua propria defesa.

As substancias exsudadas pelos vegetais tem sido foco de estudos de varios
pesquisadores que tem tentado explicar sua natureza quimica e a funcao que elas
desempenham no vegetal (PYYKKO, 1966; METCALFE,1983; FAHN,1988 e 2000;
OLIVEIRA et al 1996; GONZALEZ et al 1997; NOGUEIRA et al 2001 apud
FERNANDES, 2007). METCALFE 1983 apud FERNADES, 2007 ressalta que
algumas dessas substancias fornecem subsidios para estudos estruturais e podem
auxiliar na identificacao taxonoémica.

Os métodos de coloragdo histoquimica com controle adequado podem ser
utilizados para qualificacdo de compostos de interesse nos tecidos vegetais. Dois ou
mais testes devem ser aplicados para caracterizar a mesma substancia (JENSEN,
1962 apud FERNANDES, 2007). Essa indicacdo é relevante porque a maioria dos
testes usados para reconhecimento de metabdlitos celulares ndo apresentam
especificidade para apenas uma substancia (KRAUS & ARDUIN,1997).
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O resultado positivo do tricoma glandular para as reacées com Dicromato de
potassio, Cloreto férrico e com o PAS indicam que o secretado € uma substancia
complexa, ou seja, ndo é formada por apenas uma classe de metabdlito secundario.

A nao identificacdo de substancias lipidicas nos tricomas pode ser um indicio
de que os coléteres estivessem em uma fase pOs secretora, assim como as
cavidades e o0 nectario, ou pode ser o resultado da interacdo entre o fluido de
congelamento e os testes aplicados, 0 que pode ter impossibilitado a correta
verificagdo do exsudado. Segundo THOMAS, 1991 os lipidios e amido s&o
predominantes em células epiteliais e centrais em estagios pré secretor.

Em relacdo ao tecido secretor FAHN (1982, 1988, 2000) afirmou que os
mesmos sdo usualmente classificados de acordo com as substancias produzidas,
mas como 0 mesmo tecido pode produzir um numero diferente de substancias, a
classificagao torna-se complexa.

A identificacdo de polissacarideos no tricoma glandular indica que essa
estrutura € um coléter devido a sua secrecao hidrofilica. Segundo FAHN (1988), os
coléteres podem estar presentes em 6rgaos vegetativos ou reprodutivos, liberando
uma secrecao viscosa (mucilaginosa ou resinosa) que protege e lubrifica meristemas
em inicio de desenvolvimento.

Através do estudo histoquimico, detectou-se a presenca de compostos
fendlicos que tem a capacidade de inibir o crescimento de alguns fungos
(DEMARCO, 2005). Os coléteres em Zanthoxylum tem a funcdo de proteger e
lubrificar os meristemas. A presenca de fendis nessa estrutura diminui a proliferacédo
de fungos.

A presenca de coléter para o género e para a familia € citada pela primeira
vez no presente trabalho. Os coléteres apresentam muitas semelhancas com outras
estruturas secretoras 0 que levou muitos pesquisadores a denomina-los
errbneamente como nectérios e glandulas de resina. Por isso, a caracterizacao
histoquimica possui grande relevancia para a identificacdo da mucilagem e
caracterizar a estrutura como coléter (MARTINS, 2012).

Entre as substancias armazenadas e secretadas pelas plantas os compostos
fendlicos, principalmente os taninos sao muito frequente nas xeréfitas (PYYKKO,
1966). ESAU (1974) e FAHN (1988 e 2000) mencionaram a possibilidade das
substancias tanicas estarem relacionadas com a protecdo contra a dessecacdao,

apodrecimento e ataque por fungos e bactérias.
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Os compostos fendlicos sdo considerados substancias de efeito adstringente,
sendo que o tanino é conhecido pela sua acdo contra herbivoros e patdégenos
(KOPTUR ,1992). Os fenois atuam também na prote¢do das estruturas celulares
contra 0 excesso de radiagao ultravioleta e na manutencdo da integridade do
protoplasto em situacfes de estresse hidrico (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Embora os testes histoquimicos ndo possam identificar inequivocamente as
principais classes de metabdlitos secundarios, eles podem ser Gteis para um estudo
preliminar da localizacdo da secrecdo nas estruturas secretoras (ASCENSAO &
PAIS, 1988).
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8. CONCLUSOES

Zanthoxylum rhoifolium e Z. minutiflorum apresentam caracteristicas que sao
comuns a familia como estruturas secretoras, tricomas tectores e glandulares,
glandulas e cavidades secretoras, mas também possuem caracteristicas nao
relatadas a exemplo do nectéario extrafloral e do coléter localizado na folha.

Algumas das caracteristicas encontradas em Zanthoxylum rhoifolium podem
ser fatores de protecdo a intensidade de radiacdo a que a planta esta exposta como
leves sinuosidades epidérmicas, presenca de mucilagem na epiderme, parénquima
palicadico alongado, como também a presenca de muitos tricomas estrelados em
ambas as faces.

Ambas as espécies, possuem caracteres que conferem caracteristicas
adaptativas, embora pertencam ao ambiente de Mata Atlantica, jA que as espécies
sdo encontradas comumente em areas de clareiras.

A revelacdo de grupos metabdlitos distintos, por meio dos testes
histoquimicos para a mesma estrutura, indica uma constituigdo complexa do material
exsudado pelo tricoma glandular em Z. minutiflorum.

S&0 necessarios mais estudos com as espécies, principalmente no que se
refere a caracterizacdo dos grupos metabdlicos que possam revelar quais classes
de metabdlitos secundarios estdo presentes nas espécies, principalmente porque
sdo plantas de uso medicinal tradicional e que desperta interesse pela industria

farmacéutica e pela medicina veterinaria.
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