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1. INTRODUCAO

O Brasil é considerado o pais com maior biodiversidade do mundo, contando
com mais de 55.000 espécies vegetais catalogadas, distribuidas principalmente nas
florestas tropicais (Guerra & Nodari 2007, Laurance 2009, Metzger 2009). A Mata
Atlantica possui caracteristicas climaticas e edéaficas préprias, cujas peculiaridades
propiciam a ocorréncia de elevada diversidade de espécies. Entretanto, as intensas
atividades antropogénicas estéo transformando drasticamente esse bioma (Mantovani et
al. 2010, Ribeiro et al. 2009), cuja biodiversidade vem sendo ameagada sem nem
mesmo ter sido completamente conhecida (Laurance 2009).

Dentre os biomas brasileiros, 0 da Mata Atlantica (Coutinho 2009) detém
uma parcela significativa de plantas de interesse medicinal e como fornecedoras de
insumos para a inddstria farmacéutica (Reis et al. 2007). Por isso, ressalta-se a urgéncia
na preservacdo desse bioma e no estudo sistematico de seus remanescentes florestais
sob o ponto de vista quimico, pois nele poderdo ser identificadas fontes alternativas para
substancias ja conhecidas e, quem sabe, novos compostos cujas propriedades merecerao
estudo aprofundado (Reis et al. 2007, Guerra & Nodari 2007).

Diante do fato de que existem milhares de espécies e que estas, em sua
grande maioria, ndo foram avaliadas quanto aos componentes quimicos, uma das
estratégias é efetuar analise fitoquimica preliminar, por meio da qual sdo identificados
0s grupos de metabdlitos secundarios presentes na planta (Oliveira & Figueiredo 2007).
Para algumas substancias, podem-se realizar reacdes de caracterizacdo sobre os tecidos
vegetais, mas na maioria das vezes, a investigacdo fitoquimica requer a extragdo das
substancias com solventes adequados, viabilizando sua caracterizagdo no extrato,
através de reacdes cromaticas ou de precipitacdo (Falkenberg et al. 2007).

Outra abordagem pode ser via realizacdo de bioensaios (Marston et al. 2002,
Viegas Junior et al. 2004a, Gazoni 2009), adequada & deteccdo de compostos
especificos, como no caso de inibidores da enzima acetilcolinesterase que, segundo
Antai-Otong (2003) e Kunz (2002), constituem-se nos farmacos de eleicdo para o
tratamento da doenca de Alzheimer. A realizacdo de screening em extratos ou
substéncias isoladas de plantas (Marston et al. 2002, Viegas Junior et al. 2004a, Gazoni
2009) oferece bons resultados. Dessa forma, promove-se uma bioautografia em camada

delgada comparativa (CCDC), que rapidamente proporciona informacdes sobre a
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atividade das substancias encontradas na planta. Com esse método é possivel, tambem,
estabelecer o limite de detec¢do e comparéa-lo com padrBes pré-estabelecidos (Marston
et al. 2002, Viegas Junior et al. 2004a).

Serrano et al. (2009) empregaram o0 método da cromatografia em camada
delgada comparativa para Senna multijuga (Rich.) H.S Irwin & Barneby (Leguminosae
— Caesalpinioidae), buscando conhecer a capacidade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, utilizando como padrdes a galantamina e a eserina. Verificaram um
potencial comparavel com a eserina, mas inferior ao apresentado pela galantamina.
Além dessa atividade, Serrano (2006) observou moderada agdo contra certos fungos
fitopatdgenos, produzida pelo flavondide quercitina.

Usualmente sdo empregadas técnicas histoquimicas quando se deseja
conhecer a localizacdo de determinada substancia, ou grupo de substancias quimicas, no
interior dos tecidos vegetais, ou verificar em qual etapa do desenvolvimento de
determinados 6rgdos elas estdo presentes (Corréa et al. 2002, Albuquerque & Neves
2004, Bouzon 2006). Alguns reagentes, quando em contato com certas substancias,
produzem coloracdo ou precipitados importantes para a identificacdo de compostos
presentes na espécie vegetal que as contém (Jensen 1962, Pearse 1980, Farias 2007).

Por meio dos métodos histoquimicos € possivel localizar diferentes
substancias nas seccdes de tecidos com base em reacfes quimicas especificas, ou em
interacdes macromoleculares de alta afinidade (Jensen 1962, Pearse 1980). As reacoes
histoquimicas também sdo promovidas com o objetivo de caracterizar certos
constituintes quimicos auxiliares na identificacdo das estruturas microscépicas de
plantas com interesse medicinal (Farias 2007).

O conhecimento relacionado a estrutura anatbmica das plantas pode fornecer
informagBes Uteis em varias areas, desde sua identificacdo, producdo vegetal,
propagacdo vegetativa, qualidade de forrageiras, nutricdo vegetal, resisténcia a
organismos patogénicos e ao estresse hidrico e digestibilidade (Silva et al. 2005).

Nesse contexto e uma vez que 0s produtos naturais ndo se apresentam com
uma composicdo definida e padronizada (Lapa et al. 2007), considerou-se pertinente
promover uma abordagem de pesquisa multidisciplinar em Senna multijuga subsp.
lindleyana. Além da caracterizacdo fitoquimica da espécie, realizaram-se analises
estrutural e histoquimica das folhas, a fim de detectar os provaveis sitios de

armazenamento de substancias com potencial bioatividade e contribuir com a geragéo



de conhecimentos sobre essa espécie, em busca de substancias que podem vir a se
constituir em fonte de farmacos para o tratamento da doenca de Alzheimer.

1.1. A familia Leguminosae Juss. (subfamilia Caesalpinioidae DC.)

A familia Leguminosae parece ter se originado no Cretaceo e se estabelecido
em definitivo no Eoceno (Polhill et al. 1981). Este taxon hoje esta distribuido por todo o
planeta, com excecdo dos polos, ocorrendo preferencialmente nas regides tropicais
(Polhill et al. 1981, Forero 2005).

A importancia dessa familia reside em dois aspectos fundamentais: um de
conotacdo cientifica — é a terceira maior familia botanica, menor apenas que Asteraceae
e Orchidaceae (Forero 2005); e outro de conotacdo econdmica (Lewis et al. 2005) -
historicamente, representantes de Leguminosae tém sido amplamente empregados como
fonte de recursos para os mais diversos fins: corantes - pau-brasil (Caesalpinia echinata
Lam.) (Rizzini & Mors 1995), construcdo civil — angico (Anadenanthera falcata
(Benth.) Speg.), producdo de moveis — angico-rajado (Pithecolobium incuriale (Vell.)
Benth.), paisagismo urbano — céssia (Senna spectabilis (DC.) Irwin et Barn.) (Lorenzi
1998, Souza & Lorenzi 2008), alimentacdo — soja (Glycine max (L.)) e feijao
(Phaseolus vulgaris (L.), Merr.) (Lima et al. 2006) e também para fins medicinais —
angelim (Andira anthelmintica Benth.), dorme-dorme (Mimosa pudica L.) e mata pasto
(Senna occidentalis (L.) Link (Guarim Neto & Morais 2003).

Essa familia foi descrita inicialmente por Jussieu (Forero 2005),
constituindo-se em objeto de estudos para Bentham & Hooker (1862), Hutchinson
(1964), Schulze-Menz (1964), Taktajan (1969), Cronquist (1981), Barneby (1991) e
Lewis et al. (2005), entre outros. Cada qual a sua maneira procurou caracterizar e
explicar Leguminosae, utilizando inicialmente caracteres artificiais, depois naturais e,
por fim, modernos métodos filogenéticos.

O enfoque filogenético tem se firmado como método de eleicdo para
conhecer a posicdo dos taxons estudados, segundo sua historia evolutiva (Judd et al.
2009). Uma andlise filogenética utiliza o méaximo possivel de informacbes sobre os
organismos que estdo sendo estudados, inclusive aspectos bioguimicos e genéticos
(Souza & Lorenzi 2008). Estes métodos estdo reunidos no que se denominou de

‘sistema APG’ (Angiosperm Phylogeny Group), cuja primeira versao (APG I) foi
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lancada em 1998 e a segunda, em 2003 (APG II) (Simpson 2006, Souza & Lorenzi
2008, Judd et al. 2009).

As leguminosas também sdo conhecidas como Fabaceae desde 1836 (APG
1l 2009), abrangendo trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae (Simpson 2006, Souza & Lorenzi 2008, Judd et al. 2009).

Entretanto, Lewis et al. (2005) enfatizam para essa familia 0 uso do termo
Leguminosae, que é aceito pelo Cadigo Internacional de Nomenclatura Botéanica, uma
vez que o termo Fabaceae pode ser confundido com Faboideae (em nivel de subfamilia)
e, também, por se referir a Papilionaceae (em nivel de familia botanica). Segundo os
autores, Leguminosae se enquadra na ordem Fabales, comporta as trés subfamilias
anteriormente mencionadas e apresenta mais de 730 géneros e 19.000 espécies.

A principal caracteristica dessa familia € o fruto do tipo legume, originado
de um ovario unicarpelar e stpero, com um Unico I6culo, onde se alojam de dois a
varios évulos, por meio de placentacdo parietal; o legume, ou vagem, abre-se por meio
de duas valvas para expulsar as sementes (Lewis et al. 2005). Apresenta alto
metabolismo de nitrogénio e aminoacidos incomuns, frequentemente com nodulos
radiculares contendo bactérias fixadoras desse elemento (Simpson 2006, Judd et al.
2009).

Como estratégia de defesa, as Leguminosae lancam méao de associagdes com
formigas (Polhill et al. 1981). Estruturas foliares, como as domaécias, sdo citadas por
McKey (1989) e Chamberlain & Holland (2009), relacionando-as a presenca desses
insetos.

Paiva e Machado (2006) mencionam associac@es entre formigas e nectarios
extraflorais, como estratégia contra a herbivoria. Em Hymenaea stigonocarpa Mart. ex
Hayne (Leguminosae), os autores observaram a presenca de nectarios extraflorais em
forma de discos imersos no mesofilo foliolar, sem estdmatos e cuja cuticula se rompe
com facilidade na fase secretora.

Outra estratégia bem sucedida, em casos de interacbes com insetos
generalistas, € a producdo de compostos secundarios: taninos, terpenos, alcaloides,
aminoacidos ndo-protéicos, isoflavonoides e fitoalexinas (Polhill et al. 1981).
Idioblastos fenolicos sdo de ocorréncia generalizada em Leguminosae (Fahn 1988),

assim como aqueles contendo cumarinas (Kuster & Rocha 2007).



Em Leguminosae, tem-se observado que alcaldides sdo produzidos nas
folhas e distribuidos aos demais érgdos da planta (Waller & Nowacki 1978, Pozuelo et
al. 2001, Henriques et al. 2007).

A subfamilia Caesalpinioidae é considerada um grupo parafilético, ou seja,
abriga também géneros mais proximamente relacionados & Mimosoideae e Faboideae
(Simpson 2006, Souza & Lorenzi 2008, Judd et al. 2009). Apresenta 150 géneros e
cerca de 2.700 espécies distribuida em todo o0 mundo (Forero 2005).

Algumas caracteristicas estruturais e histoquimicas dessa subfamilia
consistem na presenca de cristais isolados ou em grupos (com destaque para a tribo
Cassieae), especialmente no mesofilo foliolar, auséncia do aminoacido canavanina e
presenca de flavondides, especialmente miricetina, quercitina e kaempferol (Dickison
1981), assim como taninos (Metcalfe & Chalk 1950).

A presenca de cristais de oxalato de célcio proximo aos feixes vasculares
pode estar relacionada a defesa das plantas, conferindo-lhes impalatabilidade frente a
insetos fitdfagos (Santos et al. 2008).

Além dessas caracteristicas, Watson (1981) menciona a ocorréncia de
delicados septos em tricomas tectores e de estdbmatos preferencialmente confinados a
superficie abaxial dos foliolos. Metcalfe & Chalk (1950) afirmam que o arranjo
estomatico é variavel, mesmo em uma Unica espécie e, também, que ha diversos tipos
de tricomas glandulares em Caesalpinioideae. Para os autores, os cristais organizados
em grupos constituem uma caracteristica diferencial entre essa subfamilia de

Leguminosae e as demais.

1.2. O Género Senna Mill.

Reunindo 250 espécies (Judd et al. 2009), o género Senna, juntamente com
Cassia e Chamaecrista, estd alocado em Cassieae, uma das quatro tribos de
Caesalpinioideae (Lewis et al. 2005). Sua distribuicdo é pantropical, ocorrendo
preferencialmente nas Américas, Africa e Australia (Carvalho 2004).

Vérias espécies de Cassia passaram a ser designadas como Senna (Carvalho
2004). Segundo o autor, a diferenca entre 0s géneros baseia-se no porte, na presenca ou
ndo de bractéolas e de nectarios e nas caracteristicas do androceu e do fruto. A presenga



de nectéarios extraflorais em raquis de espécies do género Senna é corroborada por
McKey (1989).

Segundo Metcalfe & Chalk (1950), as folhas de Senna podem ser
identificadas por meio dos tricomas unicelulares com paredes espessas, células
epidérmicas eventualmente divididas no sentido periclinal, estbmatos paraciticos em
ambas as superficies, mesofilo isobilateral com uma Unica camada de parénquima
palicadico em ambas as superficies, parénquima lacunoso no centro do mesofilo,
contendo cristais de oxalato de calcio agrupados, feixes vasculares circundados por
fibras e, externamente a estas, células contendo cristais solitarios.

Metcalfe & Chalk (1950) mencionam a ocorréncia de estbmatos em ambas
as superficies foliolares de Senna angustifolia (Vahl) Batka.

Em Senna alata (L.) Roxb., Rodrigues et al. (2009a) verificaram lamina
foliolar anfiestomatica, mesofilo dorsiventral e epiderme abaxial papilosa, predominio
de estdbmatos paraciticos, ocorrendo também anisociticos, tricomas glandulares e
tectores, estes unisseriados.

A presenca de antraquinonas no género Senna constitui um carater
quimiotaxondmico (Falkenberg 2007, Rodrigues et al. 2009b). Espécies de Senna sdo
comumente empregadas devido a acdo laxativa das antraquinonas (Barba et al. 1992,
Viegas Junior et al. 2006, Falkenberg 2007, Lombardo et al. 2009). Em S. multijuga, as
antraquinonas foram encontradas nas sementes (Singh 1981).

Uma vez que esse taxon inclui espécies produtoras de metabolitos
secundérios de interesse, investigagdes tém sido realizadas: Viegas et al. (2004b), por
meio de andlises fitoquimicas, verificaram a presenca de alcaldides em Senna
spectabilis (DC) H.S. Irwin & Barneby, entre eles a espectalina, um alcaldide
piperidinico com preliminar acdo anticolinesterasica; e Serrano et al. (2009), isolaram
dois alcaldides piridinicos com essa mesma atividade e um flavondide (quercitina) em

Senna multijuga subsp. lindleyana.

1.3. A especie Senna multijuga subsp. lindleyana (Gardner) H.S. Irwin &

Barneby

Senna multijuga é também conhecida pelas sinonimias Cassia multijuga

Rich, Cassia verrucosa Vogel, Cassia ampliflora Steud, Cassia calliantha G. Mey.,
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Cassia doylei (Britton & Rose) Lundell, Cassia fulgens Wall., Cassia marimari Aubl.,
Cassia richardiana Kunth, Chamaesenna multijuga (Rich.) Pittier, Peiranisia aristulata
Britton & Killip e Peiranisia multijuga (Rich.) Britton & P. Wilson (Carvalho 2004,
Tropicos 2010).

Apresenta as seguintes subespécies e variedades: Senna multijuga subsp.
multijuga var. multijuga, Senna multijuga subsp. multijuga var. verrucosa (\Vog.) Irwin
& Barneby, Senna multijuga subsp. lindleyana (Gardner) Irwin & Barneby var.
lindleyana (Carvalho 2004), Senna multijuga subsp. multijuga var. peregrinatrix H. S.
Irwin & Barneby e Senna multijuga subesp. doylei (Britton & Rose) H. S. Irwin &
Barneby (Tropicos 2010).

De acordo com Lorenzi (1998), a espécie é conhecida popularmente como
pau-cigarra, caquera ou aleluia, ocorrendo em quase todo o Brasil, em areas de dominio
da Mata Atlantica; é uma planta de porte médio, decidua no inverno, heliofila,
indiferente as condicBes fisicas do solo e caracteristica de vegetacdo secundaria em
estadio inicial de sucessdo (Figura 1).

Esta espécie tem sido citada em diversos levantamentos floristicos
corroborando sua ampla distribuicdo: Bahia (Carvalho Sobrinho & Queiroz 2005),
Minas Gerais (Rodrigues et al. 2003, Meyer et al. 2004), S&o Paulo (Cielo Filho &
Santin 2002, Kotchetkoff-Henriques et al. 2005), Parand (Veiga et al. 2003) e Rio
Grande do Sul (Rodrigues et al. 2005).

Por ocorrer em areas de borda e locais alterados (Souza & Lorenzi 2008), e
devido a sua rusticidade, S. multijuga costuma ser empregada em projetos de
recuperacdo de areas degradadas e, por esta razdo, foram conduzidos estudos visando
conhecer sua taxa de germinacdo sob semeadura direta (Santos Junior et al. 2004), o
vigor das sementes (Ferreira et al. 2004), bem como o desenvolvimento de mudas em
ambiente de mata ciliar (Pereira et al. 1999), seu papel no processo de sucessdo
secundaria (Oliveira 2002) e fenologia (Oberlaender 2006).

Custodio Filho & Mantovani (1986), estudando exemplares de Senna
multijuga subsp. lindleyana (Gardner) Irwin & Barneby no Parque Estadual das Fontes
do Ipiranga na cidade de Séo Paulo (SP), descreveram suas folhas, ressaltando o peciolo
canaliculado, a presenca de uma glandula estipitada raqueal na primeira juga, 11-16
jugas, estipulas caducas, foliolos opostos, oblongo-lanceolados, pubescentes quando

jovens, com apice retuso e mucronado.



Estruturalmente, foram descritos o embrido (Oliveira 1999), o carpelo (De-
Paula & Oliveira 2007) e os cotilédones e eéfilos (Moreira-Coneglian & Oliveira 2006)
de S. multijuga.

Moreira-Coneglian & Oliveira (2006) observaram que a epiderme se
apresenta sinuosa em ambas as faces dos cotilédones e edfilos, os cotilédones sdo
anfiestométicos e os eofilos hipoestomaticos, ambos apresentando arranjo estomatico
anomocitico; células-guarda se localizam em nivel mais baixo que as células
subsidiarias; tricomas estdo ausentes nos cotilédones e edfilos; o mesofilo é
dorsiventral; idioblastos fendlicos ocorrem no mesofilo eofilar e as cavidades secretoras
estdo ausentes; uma bainha contendo cristais prismaticos de oxalato de calcio contorna
os feixes vasculares dos cotilédones e do mesofilo eofilar.

Em plantulas de S. multijuga subsp. lindleyana, Amorin et al. (2008) verificaram
peciolo com superficie adaxial acanalada e abaxial arredondada na base, mas carenada
na porcdao terminal e, na superficie adaxial da raquis, entre cada par de foliolos, a
projecdo de uma glandula crassa, alongada, de coloragdo amarelada e de formato
conico, que classificaram como estipuliforme.

Estudos relacionados a bioprospec¢do para fins medicinais de espécies da
flora brasileira igualmente mencionam S. multijuga (Serrano 2006, Viegas Junior et al.
2006, Serrano et al. 2009). Entretanto, informacdes relativas a sua estrutura anatémica

ainda sdo escassas, restringindo-se aos trabalhos acima mencionados.

1.4. Pesquisa de novos farmacos

Plantas sdo utilizadas tradicionalmente pelas populagdes de todos os
continentes como matéria prima para a sintese de substancias bioativas (Barreiro et al.
2007). InGmeras pesquisas tém sido conduzidas procurando conhecer 0s compostos
secundarios da flora brasileira (Pinto et al. 2002) e sua atividade bioldgica sobre outros
organismos (Lapa et al. 2007, Phillipson 2007).

Substéncias biologicamente ativas extraidas de plantas, que se constituem
em modelos para a sintese de farmacos, distinguem-se das sintéticas por apresentarem
uma grande diversidade molecular (Guerra & Nodari 2007). O empenho em investigar
plantas se deve ao fato de que produzem compostos secundarios, substancias quimicas

provenientes de rotas metabolicas diversificadas, a partir dos produtos da glicolise
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(Santos 2007), os quais constituem os compostos ativos de diversos medicamentos
(Schenkel et al. 2007a).

Houve um periodo em que se considerou esgotada a existéncia de moléculas
vegetais utilizaveis como prototipos para a sintese de medicamentos, quando se supds
que todos os compostos ativos ja houvessem sido isolados e pesquisados. Atualmente,
porém, buscam-se novas propriedades para essas substancias, como é o caso da
galantamina, empregada no tratamento da doenca de Alzheimer (Barbosa Filho et al.
2006, Schenkel et al. 2007a).

A analise fitoquimica preliminar é utilizada para identificar os grupos de
compostos secundarios, quando ndo se dispde de estudos quimicos sobre a espécie de
interesse, ou pode ser relevante para direcionar a investigacdo para o isolamento e a
elucidacdo estrutural dessas substancias (Falkenberg et al. 2007, Oliveira & Figueiredo
2007).

A pesquisa fitoquimica é igualmente empregada para direcionar a busca por
substancias com atividade bioldgica, terapéutica ou toxica, sobre outros seres. Usando
essa técnica, Viegas Junior et al. (2006) relacionaram as propriedades farmacoldgicas
do género Cassia L., Marinho (2008) associou a fitoquimica de Byrsonima sericea DC.
a sua aplicabilidade dermatoldgica e Gazoni (2009) avaliou o efeito anticolinesterasico
do extrato e compostos isolados de Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez.

Dentre os testes habitualmente executados na atualidade, estdo os bioensaios
simplificados, que apontam a selecé@o de extratos, fracfes e substancias a serem isoladas
(Schenkel et al. 2007a). A combinacdo de bioensaios com técnicas cromatogréaficas,
unindo métodos de separacdo e deteccdo de atividade bioldgica (bioautografia), tem
sido igualmente empregada com sucesso (Schenkel et al. 2007a). Esse procedimento foi
utilizado por Serrano (2006) para testar as atividades antifungica e anticolinesterasica de
fragbes do extrato de Senna multijuga. Bustamam et al. (2008) empregaram 0 mesmo
método para testar a atividade anticolinesterasica de Zingiber zerumbet (L.) Roscoe ex
Sm., obtendo resultados promissores.

Uma vez que esses testes iniciais apontem resultados de interesse, sao
realizados ensaios de bioatividade e toxicidade in vitro (Ikuno et al. 2003) e com
animais de laboratorio (ensaios pré-clinicos) a partir da substancia isolada (Braggio et
al. 2002, Mariot & Barbieri 2007) para, somente entdo, serem efetuados ensaios em
humanos (clinicos) (Lapa et al. 2007).



Sobre os animais, incluindo o homem, sabe-se até o momento que
compostos fendlicos atuam como antioxidantes, antiinflamatorios e anticoagulantes;
taninos tém acéo antidiarréica e protetora dos tecidos; flavonoides séo antihipertensivos,
anticoagulantes e protegem 0s vasos sanguineos; terpenos tém acdo antioxidante e
protegem o organismo contra a acéo de radicais livres; e os alcaldides se constituem em
agentes antitumorais, antiinfecciosos, anestésicos locais e atuam, também, sobre os

sistemas nervosos central e autbnomo (Bruneton 1995).

1.5. Compostos secundarios em plantas

Além de estruturas mecanicas, plantas dispdem de recursos quimicos para
interagirem com o ambiente, ou seja, 0s compostos do metabolismo secundério. Essas
substancias tém sido exaustivamente estudadas buscando conhecer seu papel para as
plantas (Lambers et al. 1998, Harborne 2001) e, também, no tratamento das mais
diversas patologias que afetam a espécie humana (Barbosa et al. 2006, Barreiro et al.
2007, Phillipson 2007).

Quando as reais funcdes dos compostos secundarios para as plantas ndo
eram conhecidas, afirmava-se que seriam produtos de excre¢do (Santos 2007). Tal
conceito tem sido reavaliado (Henriques et al. 2007), uma vez que varios trabalhos vém
sendo publicados apontando suas funcdes especificas para as plantas, tais como
deterrentes para animais herbivoros, protecdo contra injurias mecanicas, atracdo de
polinizadores e dispersores de sementes, protecdo contra microorganismos, em eventos
alelopéticos, protecdo contra raios ultravioleta, dentre outras (Levin 1973, Fahn 1974,
Duffey 1986, Fahn 1988, Lambers et al. 1998, Silva et al. 2004, Silva et al. 2006,
Hékkinen et al. 2007, Maffei et al. 2007). Acredita-se que a producdo desses compostos
por determinadas espécies pode ser o resultado de sua adaptacdo as condicOes
ambientais, garantindo a sobrevivéncia dos individuos e a perpetuacdo da espécie
(Macias et al. 2007).

A composicdo quimica das plantas ndo & homogénea, sendo quatro os fatores
relacionados as alteracGes no tipo e quantidade de compostos secundarios: gendtipo
(Werker et al. 1994, Mariot & Barbieri 2007), fase do ciclo vegetativo (Werker & Fahn
1981, Fico et al. 2000), fatores ambientais (Bussoti et al. 1998, Gobbo-Neto & Lopes
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2007, Mariot & Barbieri 2007) e praticas agricolas de cultivo e de colheita (Saroya
2006).

Os metabolitos secundarios sdo sintetizados a partir de substancias
produzidas durante o metabolismo priméario (Macias et al. 2007), tendo geralmente
distribuicéo restrita a determinado género ou espécie (Larsson 2007).

A linha diviséria entre metabolismo primario e secundario nao é nitida, mas
sabe-se que os compostos secundarios derivam do metabolismo da glicose, a partir de
dois compostos intermediarios principais: o acido chiquimico e o acetato (Santos 2007).
Tais rotas metabdlicas tém sido bem documentadas por Harborne (1968), Bruneton
(1995) e Taiz & Zeiger (2004).

Além das rotas do &cido chiquimico e do acetato, identificou-se uma terceira
via metabdlica envolvida na producdo dos compostos secundarios. Por meio da rota do
metil-eritritol-fosfato (MEP), que ocorre em plastidios, sdo produzidos isoprendides,
dentre outros compostos de importancia bioldgica e biotecnoldgica (Yamazaki et al.
2004, Murata et al. 2008, Cdérdoba et al. 2009).

Os compostos secundarios tém sido alvo de inumeras investigacdes,
buscando conhecer sua origem, funcdes e, especialmente, as maneiras como podem ser
empregados pelo homem (Waller & Nowacki 1978, Werker et al. 1994, Bruneton 1995,
Harborne 1995, Saroya 2006, Gobbo-Neto & Lopes 2007). Uma vez que diversos povos
ao longo da evolucdo humana na Terra tém utilizado plantas com propositos medicinais,
varios estudos foram conduzidos e correlacionaram sua atividade farmacoldgica aos
compostos secundarios que produzem (Barbosa Filho et al. 2006, Barreiro et al. 2007,
Corréa et al. 2008, Areche et al. 2009).

Essas substancias podem ser classificadas quimicamente através de grupos
funcionais (Zenk & Juenger 2007) ou do esqueleto basico, determinando-se grupos e
subgrupos. Podem ser igualmente classificadas de acordo com sua origem biossintética,
ou seja, a rota bioguimica de sua sintese (Ziegler & Facchini 2008). Considerando sua
natureza quimica, 0s compostos secundarios costumam ser agrupados em trés distintas
categorias: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados (Taiz & Zeiger
2004).

Além de conhecer os ciclos biossintéticos dos compostos secundarios, tem-
se procurado caracterizar seus locais de sintese e acumulagdo no meio intracelular, bem

como seu papel especifico para as plantas.
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1.5.1. Terpenos

Os terpenos sdo formados pela unido de unidades isoprénicas
pentacarbonadas e se caracterizam por ser geralmente insolUveis em agua e sintetizados
a partir da acetil coenzima A (acetil CoA) ou de intermediérios glicoliticos (via
mevalonato) (Taiz & Zeiger 2004, Santos 2007). Dentre os compostos terpénicos
destacam-se 0s Oleos essenciais, as oleoresinas, as piretrinas, 0s heterosideos
cardioativos, as saponinas e os carotendides (Werker et al. 1994, Bruneton 1995, Taiz &
Zeiger 2004, Rates & Bridi 2007).

De acordo com Werker & Fahn (1981) e Yazaki (2006), os reticulos
endoplasmaticos liso (REL) e rugoso (RER), bem como o complexo de Golgi, com a
participacdo de mitocondrias e plastidios, estdo envolvidos na sintese de terpenos. Esses
costumam se acumular nos vactolos e no citoplasma das células e nas cavidades
subcuticulares de tricomas glandulares de folhas. Sdo encontrados, também, em flores e
em ductos resiniferos de plantas lenhosas (Luckner et al. 1980, Yazaki 2006).

Nas plantas em que ocorrem, os terpenos estdo relacionados a defesa contra
microorganismos, fungos, insetos e nematdides (Asakawa 1999, Viegas Junior 2003).

Heterosideos cardioativos sdo moléculas complexas formadas por um anel
lactdnico, um ndcleo esteroidal e residuos de aclcar; no homem apresentam acdo sobre
0 musculo cardiaco, podendo ter atividade terapéutica ou tdxica (Rates & Bridi 2007).

Carotendides estdo amplamente distribuidos na natureza, acumulando-se em
cloroplastos de todos os tecidos fotossintetizantes e atuando na prote¢do contra
radiacdes perigosas (Bruneton 1995).

Saponinas atuam, no ser humano, sobre a permeabilidade das membranas
celulares, tém acdo hipocolesterolemiante e antiviral (Schenkel et al. 2007b), além de

agir sobre a filtracdo glomerular, provocando efeito diurético (Ruiz et al. 2003).

1.5.2. Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo formados por um grupo fenol (uma hidroxila
funcional ligada a um anel aromatico) e, por se constituirem em um grupo
quimicamente heterogéneo, alguns sdo solUveis apenas em solventes organicos, outros

sdo acidos carboxilicos e glicosideos soliveis em agua e ha os que sdo grandes
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polimeros insoliveis (Taiz & Zeiger 2004, Castro & Demarco 2008). Dentre os
compostos fendlicos encontram-se os fendis simples, as lignanas e ligninas, as
cumarinas, os flavondides e isoflavondides, as antocianinas, os taninos e as quinonas
(lkan 1991, Vermerris & Nicholson 2006, Haslam 2007, Santos 2007, Castro &
Demarco 2008), o que explica sua ampla distribuicao.

Compostos fendlicos séo citados como substancias deterrentes, alelopaticas,
protetoras contra os raios ultravioleta do sol, entre outras funcdes (Harborne 2001, Taiz
& Zeiger 2004, Castro & Demarco 2008).

Sua producdo ocorre no reticulo endoplasmaético, citoplasma e vacuolo,
acumulando-se principalmente nesta organela (Bussoti et al. 1998, Castro & Demarco
2008), mas também na membrana plasmatica e/ou na parede celular, podendo sofrer
exocitose (Luckner et al. 1980, Gross 1999, Yazaki 2006). Esses compostos podem ser
encontrados em todos os 6rgdos da planta, inclusive em estruturas secretoras (lkan
1991, Ciccarelli et al. 2001, Haslam 2007, Castro & Demarco 2008).

Taninos estdo abundantemente distribuidos entre as plantas, associados a
defesa contra herbivoria e patégenos (Parham & Kaustinen 1977, Castro & Demarco
2008), atuando como substancias deterrentes, uma vez que precipitam proteinas,
causando adstringéncia e dificultando a digestdo (Lambers et al. 1998, Ciccarelli et al.
2001, Harborne 2001, Santos e Mello 2007, Castro & Demarco 2008, Nascimento-Silva
et al. 2008). Aos taninos sdo atribuidas propriedades antidiarréicas, antiinflamatérias e
antissépticas (Vermerris & Nicholson 2006).

As cumarinas parecem estar relacionadas as deficiéncias nutricionais de seus
produtores, lesdo mecanica ou ataque de insetos (Kuster & Rocha 2007).

Flavondides sdo encontrados na natureza de forma livre (agliconas ou
geninas), ou conjugados com acgucares (heterosideos), conferindo diferentes
pigmentacdes as plantas, ou sabor amargo e adstringéncia (Zuanazzi & Montanha
2007).

Esses compostos estdo associados a atracdo de polinizadores e dispersores e
a protecdo contra os raios UV, podendo ocorrer em tricomas glandulares (Tattini et al.
2000) e tectores (Fank-de-Carvalho & Graciano-Ribeiro 2005, Gould & Lister 2006
Castro & Demarco 2008). Alem disso, sdo também relacionados a protecdo contra
insetos, fungos, virus e bactérias, controle da acdo de hormdnios vegetais, em
alelopatias e como inibidores de enzimas (Gould & Lister 2006, Zuanazzi & Montanha
2007, Castro & Demarco 2008).
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1.5.3. Compostos nitrogenados

Os compostos nitrogenados constituem uma grande e heterogénea classe de
metabolitos secundarios; caracterizando-se pela presenca de nitrogénio em sua estrutura
molecular, sendo, geralmente, sintetizados a partir de aminoécidos comuns. Desse grupo
fazem parte os alcaldides, glicosideos cianogénicos, glucosinolatos e aminoacidos ndo-
protéicos (Santos 2007, Zenk & Juenger 2007).

Os alcaloides costumam ser produzidos pelo RER, com a participacdo de
inimeras proteinas responsaveis por seu transporte até o vactolo celular (Henriques et
al. 2007). Podem ser sintetizados em determinadas partes da planta e transportados para
outras, dependendo do taxon considerado (Luckner et al. 1980, lkan 1991, Bruneton
1995, Henriques et al. 2007, Ziegler & Facchini 2008).

Em Solanaceae, a exemplo de Nicotiana L., a sintese da nicotina ocorre nas
raizes, sendo transportada para as demais partes da planta pelo xilema (Heldt 1996,
Yazaki 2006). A ricinina parece ser sintetizada por todas as partes de Ricinus communis
L. (Euphorbiaceae), especialmente naquelas de crescimento mais ativo (Waller &
Nowacki 1978). Na papoula (Papaver somniferum L. Papaveraceae) os alcaldides séo
sintetizados nas paredes dos vasos do floema e células companheiras, sendo acumulados
nos laticiferos (Bird et al. 2003).

De acordo com Waller & Nowacki (1978) e Ziegler & Facchini (2008), em
Leguminosae os alcaldides sdo sintetizados nas folhas e distribuidos aos demais 6rgéos
do vegetal. Esta informagéo foi corroborada por Zamora-Natera et al. (2009), os quais
afirmam que, em Lupinus exaltatus Zucc., os alcal6ides sdo igualmente produzidos nas
folhas e distribuidos aos demais 6rgdos, sendo armazenados nos frutos e sementes.

Dentre as fungdes apontadas para os alcaldides nas plantas estdo a prevencéao
a herbivoria, devido ao seu sabor amargo ou toxicidade, a detoxificacdo celular, a
reserva de nitrogénio e a acdo antimicrobiana (Hékkinen et al. 2007, Henriques et al.
2007).

1.6. Analises fitoquimica e histoquimica

O interesse pela constituicdo quimica das plantas data do inicio do século

XIX, quando eram pesquisadas drogas vegetais com reconhecidas propriedades toxicas
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ou medicinais, fragrancias e flavorizantes alimentares, que pudessem ser
comercializadas ou, de alguma forma, utilizadas pelo homem (Geissman & Crout 1969,
Reynolds 2007).

Os estudos sobre produtos naturais foram inicialmente conduzidos por
quimicos e farmacéuticos, a exemplo de Sertlirner, que isolou a morfina em 1806,
abrindo caminho para as descobertas posteriores relacionadas aos compostos
secundarios dos vegetais (Hartmann 2007).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer os constituintes quimicos
das plantas ou avaliar sua presenca. Estudos em fitoquimica tém sido decisivos também
para compreender o papel dos compostos secundarios para as plantas em suas interaces
com outros seres e com o0 meio (Harborne 2001, Tattini et al. 2004, Macias et al. 2007),
bem como na caracterizacdo do metaboloma da planta e de seus eventos fisioldgicos
(Fernie 2007), de seu genotipo (Petersen 2007) e em quimiossistematica (Grayer et al.
1999, Macias et al. 2007, von Poser & Mentz 2007).

O desenvolvimento de estudos em fitoquimica néo teria sido possivel sem o
conhecimento das estruturas quimicas dos constituintes das plantas, o que s6 ocorre
quando se utiliza suficiente quantidade de matéria prima e métodos adequados para
elucidar suas estruturas (Macias et al. 2007).

Por meio de técnicas histoquimicas é possivel localizar os compostos
secundarios no tecido vegetal, de modo a conhecer seu local de sintese e/ou acimulo
(Gahan 1984, Sumner 1988). A histoquimica boténica combina histologia com
bioguimica analitica, cujos métodos baseiam-se em técnicas qualitativas (Khasim 2002).

A histoguimica teve inicio com Raspail, quimico francés, na década de 1820
(Gahan 1984). Diferentemente da fitoquimica, a histoquimica consiste na investigacdo
dos componentes quimicos de tecidos bioldgicos, observados in situ, com o auxilio de
microscopio (Sumner 1988). Para este fim utilizam-se reagentes especificos, uma vez
que os constituintes celulares reagem diferentemente, evidenciando uma variedade de
coloragdes e intensidades que permitem distingui-los entre si (Khasim 2002).

Pearse (1961) alerta para o fato de que a histoquimica deve se fundamentar
em principios da quimica e da bioquimica e que seus avangos somente serdo possiveis
se continuarem baseados nessas ciéncias.

A identificacdo dos constituintes quimicos caracteristicos de uma espécie
exige conhecimentos fitoquimicos prévios, pois as reaces histoquimicas geralmente

sdo inespecificas e ocorrem através de grupos funcionais ou estruturas comuns a varias
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substancias, podendo fornecer resultados denominados “falsos positivos™ (Pearse 1961,
Bruneton 1995, Falkenberg et al. 2007, Farias 2007).

Para evitar ou reduzir a possibilidade de tais eventos interferirem nos
resultados, realizam-se testes denominados “controles negativos”, que consistem em
extrair de algumas amostras a substancia que se deseja identificar e testd-las para as
referidas substancias, as quais ndo devem ser encontradas (Lison 1960, Ramsey &
Berlin 1976, Pearse 1980, Furr & Mahlberg 1981). Outro ponto a ser ressaltado é a
realizacdo de observacdes em amostras ndo submetidas a reacdo, para conhecer a
coloragdo natural dos tecidos e ndo confundir com o resultado de alguma reagéo
histoquimica, constituindo o que se denomina “branco” (Figueiredo et al. 2007). Os
chamados “controles positivos” relacionam-se a amostras de plantas que classicamente
apresentam 0s compostos que se deseja pesquisar, constituindo uma referéncia para os
resultados a serem obtidos (Costa 2000).

Os métodos utilizados em histoquimica baseiam-se na producdo de cor
quando determinado reagente entra em contato com uma substancia quimica no tecido
por meio de ligacdo quimica ou dissolucdo no substrato (Sumner 1988). Reagentes que,
segundo a autora, consistem em corantes, seus derivados ou sais metalicos.

Em alguns casos, o substrato estd mascarado por outras substancias, as quais
devem ser removidas do tecido; e, para que os procedimentos sejam bem sucedidos,
Sumner (1988) também recomenda a realiza¢do dos controles negativos. Estes métodos
sdo decisivos para o sucesso dos testes histoquimicos. Para atingir bons resultados, a
realizacdo de testes histoquimicos deve obedecer a determinados critérios: simplicidade,
visibilidade, sensibilidade, especificidade, localizacdo e reprodutibilidade; além disso,
ainda existem constituintes tissulares para os quais ndo ha testes especificos ou
realizaveis (Sumner 1988).

De acordo com Gahan (1984), o maior obstaculo para o progresso da
histoquimica é a preparacdo dos tecidos, uma vez que 0rgaos inteiros ndo podem ser
rapidamente examinados como tais, sendo necessario realizar sec¢fes histoldgicas ou
preparados de células individualizadas, pois se sabe que mesmo os melhores processos
de preparacéo histoldgica nao preservam todos os componentes celulares.

Métodos histoquimicos tém sido desenvolvidos para realizar analise
qualitativa e quantitativa de virtualmente todos os componentes celulares, incluindo
proteinas, carboidratos, lipidios, acidos nucléicos e a gama de compostos idnicos

encontrados no suco celular (Gersbach et al. 2001). Dessa forma, Corsi & Biasci (1998)
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localizaram alcaldides em Conium maculatum L. (Apiaceae), Ascensdo et al. (2005)
elucidaram a composi¢do histoquimica do labelo de Ophrys fusca Link e Ophrys lutea
Cav. (Orchidaceae), Rodrigues (2008) identificou os compostos de Senna alata
(Leguminosae) com atividade alelopatica e Thadeo et al. (2009) identificaram o
contetido secretado por ductos e cavidades de Casearia decandra Jacq., sucedanea da
planta medicinal Casearia sylvestris Sw. (Leguminosae).

Certos autores (Johansen 1940, Lillie, 1948 in Clark, 1973) preferem utilizar
materiais fixados em fixadores diversos (formalina neutra tamponada, ou com acido
acético e etanol, ou com sulfato ferroso) e armazenados em etanol para a realizagdo de
testes histoquimicos.

Entretanto, técnicas de fixacdo e/ou armazenamento do material a ser
testado, que empreguem etanol, devem ser cuidadosamente ponderadas, uma vez que,
segundo Falkenberg et al. (2007), praticamente todos os constituintes de interesse
apresentam alguma solubilidade em misturas etandlicas, de modo que estas costumam
ser empregadas com frequéncia em processos extrativos.

Devido aos inconvenientes gerados por essas técnicas, Gahan (1984),
Hohmann et al. (2001), Khasim (2002) e Fernandes (2007) preferem utilizar material
fresco, enquanto Valkama et al. (2004) sugerem o congelamento das amostras, caso néo
seja possivel realizar as analises imediatamente.

Diversos pesquisadores no século XX propuseram métodos em histoquimica
para conhecer a localizacdo de substancias especificas nos tecidos, como Johansen
(1940), Cain (1947), McMannus (1948), Pearse (1961), David & Carde (1964), Gerlach
(1969), Ganter & Jollés (1969/1970), Clark (1973), Pizzolato & Lillie (1973), Mace &
Howell (1974), Furr & Mahlberg (1981), entre outros. Os métodos desenvolvidos por
esses visavam histolocalizar substancias com caracteristicas préprias, ou seja, para que
os testes produzam resultados confidveis, devem seguir corretamente a metodologia
proposta.

Assim, alcal6ides formam sais complexos com compostos de mercurio,
ouro, platina e outros metais, usualmente obtidos na forma de precipitados, que também
podem ser formados por proteinas, algumas cumarinas e lignanas, entre outros, de modo
que a formacdo de precipitado pode ser considerada apenas como provavel presenca de
alcaldides (Henriques et al. 2007). Esses compostos podem ser extraidos por meio de
solucBes contendo acido acético, ou etanol e acido (Henriques et al. 2007). Segundo

Yoder & Mahlberg (1976), alguns reagentes fornecem melhores resultados do que
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outros. S&o utilizados comumente os reagentes de Bertrand, Dragendorff, Hager, Mayer
e Wagner, havendo alguns menos utilizados como o iodoplatinato (Henriques et al.
2007).

Compostos fendlicos constituem uma grande classe de substancias soluveis
em &gua e em solventes organicos polares, sendo quimicamente muito reativos; podem
ser obtidos por meio de extracdo etanolica de material fresco ou desidratado (Carvalho
et al. 2007). Usualmente emprega-se pesquisa direta de compostos fenolicos totais em
laminas permanentes ndo coradas, preparadas a partir de material fixado em sulfato
ferroso e formalina (Aguilera et al. 2004, Fonseca et al. 2006, Castro & Demarco 2008).

As cumarinas apresentam fluorescéncia quando em meio alcalino, ou acido
(Kuster & Rocha 2007). Os flavondides, devido a sua grande labilidade, ndo sao
detectaveis em microscopia de luz (Sant’Anna-Santos et al. 2006), mas podem ser
observados atraves de suas absorbancias em UV, e por meio de ensaios cromaticos com
solucBes alcalinas ou 4&cidas, destacando-se o0 Reagente Natural A que, sob
fluorescéncia, proporciona coloracdo laranja, amarela ou verde e € empregada para
identificar todos os grupos de flavondides e o cloreto de aluminio, que também produz
fluorescéncia em flavondides (Zuanazzi & Montanha 2007, Castro & Demarco 2008).
Seguindo metodologias propostas por Schnitzer et al. (1996) e Fank-de-Carvalho &
Graciano-Ribeiro (2005), a pesquisa de flavondides deve ser realizada com amostras
frescas.

Em fitoquimica, os taninos geralmente ndo se prestam a analises em material
fresco, recomendando-se sua desidratacdo. A presenca de agua em solventes organicos
pode aumentar significativamente a extracdo de taninos e outros compostos fenélicos
(Santos & Mello 2007), dificultando sua histolocalizagdo. Em histoquimica costumam
ser identificados por meio de cloreto férrico e vanilina cloridrica (Fank-de-Carvalho &
Graciano-Ribeiro 2005, Castro & Demarco 2008).

Heterosideos cardioativos sdo em geral soliveis em &gua, mas também no
etanol e no cloroférmio; para sua extragdo devem-se utilizar preferencialmente plantas
frescas submetidas a misturas hidroalcodlicas (Rates & Bridi 2007). Uma vez que sdo
compostos por um anel lacténico, um nucleo esteroidal e residuos de agucar, realizam-
se testes especificos para verificar a presenca dessas substancias: terpenos (reacGes de
Liebermann-Burchard e de Salkowsky), e lactonas (reacGes de Kedde, Keller-Kiliani e
Xantridol) (Costa 2000, Falkenberg et al. 2007, Rates & Bridi 2007).
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Lipidios sdo grandes moléculas de origem bioldgica, soluveis em solventes
organicos, dentre os quais se destacam os 6leos fixos, ndo volateis, que consistem em
misturas de substancias lipidicas encontradas com mais frequéncia nas sementes
(Moyna & Heinzen 2007, Simbes & Spitzer 2007). Oleos volateis ou essenciais
compreendem substancias odoriferas com solubilidade limitada em agua, mas soltveis
em solventes organicos apolares, cuja constituicdo € bastante diversificada:
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, fendis, cumarinas, entre outros
(Simdes & Spitzer 2007). Em histoquimica, lipidios acidos e neutros sdo pesquisados
por meio de Sulfato Azul do Nilo (Ganter & Jolles 1969, 1970).

Atualmente, pesquisas multidisciplinares sdo recomendadas (Castro &
Demarco 2008), envolvendo fito e histoquimica, a exemplo dos trabalhos de Dutra
(2008), Fiuza et al. (2008) e Marinho (2008), otimizando a obtencédo dos resultados.

Inimeros estudos, com abordagens diversas, tém feito uso dessas técnicas,
como os de Aguilera et al. (2004), que histolocalizaram alcaléides e compostos
fenolicos em Siegesbeckia orientalis L. (Asteraceae), Paiva & Machado (2006) que
determinaram a natureza quimica do material secretado pelos nectérios extraflorais de
Hymenaea stigonocarpa Mart ex Hayne (Leguminosae), e Nascimento-Silva et al.
(2008) que localizaram taninos e outros compostos fendlicos em Spondias tuberosa
Arruda (Anacardiaceae), espécie utilizada na medicina tradicional no Nordeste do
Brasil, e Santos et al. (2009) que histolocalizaram os alcal6ides em folhas e raizes de

Catharanthus roseus (L.) G. Don (Apocynaceae).

1.7. Anélise estrutural

Analises estruturais detém métodos imprescindiveis para a adequada
caracterizacdo dos oOrgdos da planta que apresentam/produzem substancias com
propriedades medicinais, razdo pela qual se constituem no foco deste trabalho. A
descricdo anatdmica como instrumento para a correta identificacdo botanica apresenta
intensa relevancia no controle de qualidade da matéria-prima vegetal usada na producao
de medicamentos (Samuelsson 1999, Evans 2002, Farias 2007).

Embora a metodologia de preparagdo do material para anélises estruturais
esteja bem estabelecida (Brito & Alquini 1996, Kraus & Arduin 1997), Feder &

O’Brien (1968) mencionam que eventualmente os processos de fixacdo em FAA e
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emblocamento em parafina geram dificuldades técnicas que podem alterar aspectos
estruturais melhor observados em sec¢Oes de material fresco.

Em estudos farmacoboténicos sdo importantes a forma da celula, seu
conteddo, a natureza e o0 espessamento de sua parede, os tipos de tecido presentes no
0rgdo vegetal e suas caracteristicas (Costa, 2000), entre outros aspectos como a
presenca de domécias (Silva et al. 2009) e o padréo de venacao (Cardoso & Sajo 2004,
Reis et al. (2004). Esta caracteristica foliar foi bem documentada por Hickey (1973) e
Cardoso & Sajo (2006). De acordo com Roth-Nebelsick et al. (2001), as nervuras tém
como principais fungfes o transporte da seiva por meio de tecidos condutores e a
estabilizacdo mecanica devido a presenca de elementos esclerificados.

Cristais constituem igualmente um bom carater diagnostico e, na planta,
estdo normalmente associados a defesa contra herbivoria, uma vez que lhe conferem
impalatabilidade frente a insetos fitéfagos (Santos et al. 2008). Além disso, relacionam-
se ao balanco i0nico, imobilizacdo do oxalato e suporte estrutural (Franceschi & Nakata
2005, Navarro et al. 2007).

Para Metcalfe (1979), os cristais sdo secretados nas cavidades celulares,
sendo facilmente visiveis; as células cristaliferas, também denominadas idioblastos
cristaliferos, podem ser morfologicamente semelhantes as células no seu entorno, das
quais se distinguem unicamente devido ao contetdo.

O aspecto da epiderme foliar ndo é uniforme, sendo constituida por diversos
tipos de tricomas, estbmatos e células especializadas (Fahn 1974). As células da
epiderme podem variar no formato, tamanho e orientagdo em diferentes partes de uma
unica folha (Metcalfe 1979). Segundo Taiz & Zeiger (2004), a epiderme com células
convexas pode ser observada em plantas de ambientes sombreados, pois atua como
lentes, concentrando a luz solar.

Tricomas podem ser classificados de acordo com a presenca ou auséncia de
conteudo, numero e aspecto de suas celulas, ornamentagdes, espessura da parede, entre
outros caracteres (Theobald et al. 1979, Behnke 1984). Aos tricomas tectores séo
atribuidas funcdes essenciais para a sobrevivéncia das plantas, tais como a reducéo da
perda de &gua por transpiracao, reducdo da temperatura da superficie foliar e reducao da
herbivoria (Beal 1878, Levin 1973, Werker & Fahn 1981, Duffey 1986, Wagner et al.
2004). Essa ultima funcdo e atribuida pelos mesmos autores também aos tricomas
glandulares, os quais foram bem documentados por Fahn (1988).
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Os estdbmatos estdo relacionados as trocas gasosas e regulacdo hidrica da
planta, sendo classificados de acordo com a forma e o arranjo das células subsidiarias
(Wilkinson 1979). As células-guarda podem tomar forma arredondada, triangular ou
papilosa (Wilkinson 1979). Alquini et al. (2003) associam ao ambiente a posicdo das
células estomaticas em relagdo a superficie foliar e, para Menezes et al. (2003), a
presenca de estdmatos em ambas as superficies foliares pode estar associada a
ambientes xéricos.

Domécias estdo envolvidas em interacbes mutualisticas com &caros
predadores: as domécias fornecem abrigo para oviposicdo e os acaros provavelmente
controlam artrépodes fitéfagos e fungos patogénicos (Pemberton & Turner 1989,
Karban et al. 1995, O’Dowd & Pemberton 1998, Matos et al. 2004, Rio et al. 2005,
Mineiro et al. 2006). Essas estruturas podem tomar o aspecto de depressdes, bolsas,
sacos, ou mesmo tufos de tricomas na axila da nervura central, exclusivamente na
superficie abaxial das folhas (Wilkinson 1979). A autora informa que esse termo
também tem sido utilizado para a por¢do basal e revoluta da margem da folha de certas
plantas, lembrando que Pemberton & Turner (1989) consideram ser este o tipo menos
comum.

Estruturas secretoras podem ocorrer isoladas, constituindo idioblastos, ou em
organizages multicelulares como epiderme, tricomas e nectarios, dentre outras (Fahn
2000, Castro & Demarco 2008).

Convém ressaltar que Fahn (1974) enfatiza o uso das expressdes ‘nectario
floral’ e ‘nectario extrafloral’, respectivamente para designar as estruturas secretoras
associadas as flores e a polinizacdo e aguelas que ocorrem externamente as flores ou em
Orgdos vegetativos, ndo diretamente relacionadas a polinizagdo. Entretanto, de acordo
com Durkee (1982), Vesprini et al. (1999) e Castro & Machado (2003), apenas as
estruturas que secretam agucares sao consideradas verdadeiros nectarios.

Os nectarios extraflorais geralmente constituem-se em fonte de nutrientes
para formigas e outros insetos que protegem a planta contra o ataque de predadores
herbivoros (McKey 1989, Castro & Machado 2003, Paiva & Machado 2006).

Assim, uma vez que plantas possuem caracteristicas morfologicas e
estruturais proprias, Barros & Teixeira (2008) mostraram ser possivel diferenciar duas
espécies de anileira através da andlise da forma e da ornamentacdo de seus tricomas
tectores; Fiuza et al. (2008) caracterizaram a epiderme foliar de Eugenia uniflora L.

(Myrtaceae); Martins et al. (2009) descreveram a estrutura foliar de Tetradenia riparia
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(Hochst) Codd. (Lamiaceae), observando diferentes tipos de tricomas; e Rodrigues et al.
(2009a) descreveram as folhas de Senna alata.

Sob este enfoque e, uma vez que pesquisadores de um dos projetos do
programa BIOTA/FAPESP, no Instituto de Botanica de S&o Paulo, estdo aprofundando
os estudos fitoquimicos de Senna multijuga subsp. lindleyana, optou-se nesta pesquisa
por contribuir para o seu conhecimento sob os aspectos estrutural e histoquimico, bem

como realizar uma complementacdo em fitoquimica.

Figura 1. Exemplar de Senna multijuga subsp. lindleyana no Parque Estadual das Fontes do

Ipiranga. Foto da autora.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve por objetivo investigar a estrutura foliar e a localizacdo in
situ de compostos secundarios, especialmente aqueles com atividade bioldgica de
interesse farmacoldgico, em folhas de Senna multijuga subsp. lindleyana (Gardner)
Irwin & Barneby (Leguminosae — Caesalpinioidae), nas quais foram identificados
alcaldides e flavondides com atividades anticolinesterdsica e antifingica, por
pesquisadores do Instituto de Boténica de Sao Paulo.

Deste modo, foram propostas as seguintes questdes:

1) Ha aspectos relacionados a estrutura anatémica de folhas de Senna multijuga subsp.
lindleyana ainda ndo descritos que possam contribuir para uma identificagdo mais
segura da referida subespécie? Neste caso, quais sao eles?

2) Quais compostos secundarios ocorrem nas folhas de Senna multijuga subsp.
lindleyana?

3) Em que tecidos foliares esses compostos secundarios podem ser encontrados?

2.2. Objetivos especificos

Buscando elucidar as demandas acima relacionadas, este trabalho foi

conduzido no sentido de:

e Caracterizar a organizagdo estrutural das folhas de Senna multijuga subsp.
lindleyana;

e Verificar quais compostos secundarios ocorrem em suas folhas;

e Indicar em quais tecidos os compostos secundarios séo encontrados.
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3. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos descritos em detalhes nos itens abaixo estdo sumarizados

nas figuras 2 e 3, para melhor visualizagédo das etapas seguidas:

> Pesquisa de
- > >
Seccionamento taninos

a mao livre

FAA
\ / Diafanizagéo l

’

Andlise
Amostras < SFF = Etanol 70 estrutural

Desidratagdo butilica == Seccionamento
ao micrétomo Pesquisa de

\ compostos

fendlicos

\ FNT gerais
Pesquisa de

alcaloides,
lipidios,
polissacaridios

Seccionamento e terpenos
a mao livre

) Material Fresco )
Pesquisa de

flavonoéides

—eee)p  Material Desidratado o Andlise
© fitoquimica

Figura 2. Fluxograma representativo do processamento ao qual foram submetidas as amostras
de Senna multijuga subsp. lindleyana.

3.1. Coleta

Foram selecionadas, no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI) —
Sdo Paulo, trés arvores de Senna multijuga subsp. lindleyana (Gardner) Irwin &
Barneby (Leguminosae Caesalpinioideae), cuja identificacdo foi confirmada pela
taxonomista Dr? Inés Cordeiro (Instituto de Botanica de S&o Paulo), (figura 2). De cada
uma foram coletados trés ramos para obtencdo de amostras em triplicata (figura 4). As
amostras de folhas (foliolos apicais, medianos e basais, raquis, peciolo e estrutura
secretora basal) para as analises estruturais, fitoquimicas e histoquimicas foram obtidas

entre 0 10° e 0 20° nés contados a partir da gema apical (figuras 5 e 6).
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As coletas foram realizadas no verdo, periodo em que as folhas encontram-se
totalmente expandidas, uma vez que, segundo informacgdes fornecidas por Silva &
Young (2009, dados ndo publicados), o teor de alcaldides nesse Orgdo ndo sofre
variacdes significativas ao longo das estacdes do ano.

Ramos férteis foram coletados para a producdo de exsicatas, as quais estao
depositadas no Herbéario Joinvillea (JOI), da Universidade da Regido de Joinville
(UNIVILLE) sob os registros 13-11-2007, C. Hering-Rinnert 1278 (JOI); 13-11-2007, C.
Hering-Rinnert 1280 (JOI) e 27-11-2007, C. Hering-Rinnert 1285 (JOI).

3.2. Processamento do material

Algumas amostras foram fixadas em FAA (formaldeido, &cido acético e
etanol 70%, 1:1:18, Johansen 1940) por 48 horas e, em seguida, armazenadas em etanol
70% (Johansen, 1940) (figuras 7-9). Posteriormente, esse material foi processado
segundo técnicas usuais para observacao de aspectos estruturais (Johansen, 1940) e para
a localizagéo in situ de taninos (figura 3).

Parte do material foi fixada em SFF (formaldeido, sulfato ferroso e agua
destilada) e submetida a desidratacdo etandlica para reconhecimento dos compostos
fenolicos totais (Johansen 1940) (figuras 7-9).

Material fixado em FNT (formaldeido, fosfato de sodio dibasico
heptaidratado, fosfato de s6dio monobasico monoidratado e agua destilada (Lillie 1948
apud Clark 1973)) foi utilizado para pesquisa de alcaléides, amido, lipidios,

polissacarideos e terpenos (figuras 7-9).

3.3. Andlise estrutural

Alguns foliolos foram diafanizados segundo técnica de Strittmatter (1973,
modificada por Pedroso 2006), posteriormente submetidos a coloracdo com azul de
Astra aquoso 1% e safranina 1% em etanol 50% (Bukatsch 1972 apud Kraus & Arduin,
1997), montados em glicerina 50% e observados em microscépio de luz. Registros
foram feitos por meio de fotografias digitais para analise.
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Fragmentos de foliolos, raquis e peciolos foram desidratados em série
butandlica terciaria crescente até butanol absoluto, emblocados em Paraplast
MacCormick® (Johansen 1940) e seccionados seriadamente em microtomo de rotacao
Olympus modelo Cut 4055 (figuras 10-14). As secgdes, com espessura de 12 pm, foram
submetidas a coloragdo com azul de Astra aquoso 1% e safranina 1% em etanol 50%
((Bukatsch 1972 apud Kraus & Arduin, 1997).

Laminas permanentes foram montadas segundo técnicas de Brito & Alquini
(1996) e Gerlach (1969), empregando-se resina sintética Permount® (Kraus & Arduin,
1997). As seccOes obtidas ao microtomo foram observadas ao microscopio de luz Zeiss
modelo Axiostar plus, as estruturas registradas por meio de fotografias com camera
digital Canon PowerShot A650IS e analisadas em computador com o auxilio do

programa AxioVision®.

3.4. Analise histoquimica

Material fixado em FNT foi utilizado para pesquisa de alcaldides, lipidios,
polissacarideos, terpenos e amido. Taninos foram pesquisados em material fixado em
FAA.

Para a pesquisa de compostos fendlicos totais foi empregado material fixado
em SFF. O material foi armazenado em etanol 70% e, posteriormente, desidratado em
série butandlica tercidria crescente até butanol absoluto, emblocado em Paraplast
MacCormick® e seccionado seriadamente, com espessura de 12 pm, em micréotomo de
rotacdo Olympus modelo Cut 4055 (Johansen 1940). L&minas permanentes foram
montadas segundo técnica de Brito & Alquini (1996) e Gerlach (1969), empregando-se
resina sintética Permount® (Kraus & Arduin, 1997).

As analises histoquimicas foram realizadas por meio de testes especificos,
sendo que, para cada classe de compostos secundarios pesquisados, observou-se 0
material antes da aplicacdo do reagente (branco) e realizaram-se 0s controles negativos
(tabela 1, figuras 15-20).
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Tabela 1. Reagentes utilizados na histolocalizacdo de compostos secundarios em folhas
de Senna multijuga subsp. lindleyana.

SUBSTANCIAS

REAGENTE

REACAO POSITIVA

CONTROLE NEGATIVO

Alcaloides

Compostos
fenolicos gerais

Flavondides

Lipidios &cidos e
neutros

Polissacarideos

Taninos

Terpenos

Ellram, Dragendorff, Wagner
(Furr & Mahlberg, 1981)
lodoplatinato (Wagner &
Bladt 2001, Serrano 2006)

SFF (Johansen 1940)
Cloreto Férrico 11l (Johansen
1940)

Reagente Natural A
(Schnitzler et al. 1996,
Zuanazzi & Montanha 2007)
AIClI; (Costa 2000)

Sulfato Azul de Nilo (Ganter
& Jollés 1969, 1970)

Acido periédico/reagente de
Schiff (McManus 1948)

Vanilina cloridrica (Mace &
Howell 1974)

Acetato de chumbo (Costa
2000)

Reagente de Liebermann-
Burchard

Coloracéo variando
entre amarela, alaranjada
e marron

De réseo até vinho

Marrom escuro, negro

Laranja, amarelo ou
verde, sob fluorescéncia

Fluorescéncia (365 nm)

Azul a verde (lipidios
&cidos)

Rosa, parpura, vermelho
(lipidios neutros)

Rosa vivo

Alaranjado a vermelho,
Marrom
Precipitado

Azul ou verde (nacleo
esteroidal)

Vermelho, rosa, pdrpura
ou violeta (nlcleo
triterpénico)

Solucdo alcodlica de acido
tartarico 5% (Furr &
Mahlberg 1981)

Metanol / cloroférmio /
Agua destilada / Acido
cloridrico (33:66:4:1)
(Pearse 1980)

Metanol / cloroférmio /
Agua destilada / Acido
cloridrico (33:66:4:1)
(Pearse 1980)

Metanol / cloroférmio /
Agua destilada / Acido
cloridrico (33:66:4:1)
(Pearse 1980)

Omitir tratamento com
acido periddico

Metanol (24h) (Ramsey &
Berlin 1976)

Metanol / Cloroférmio 1:1
(1h a 60°C) (Lison 1960)

As seccOes obtidas ao microtomo, bem como aquelas produzidas a méo
livre, foram observadas ao microscopio de luz Carl Zeiss modelo Axiostar plus, as
estruturas registradas por meio de fotografias com cdmera digital CanonPowerShot
AB50IS e analisadas em computador com o auxilio do programa AxioVision®.

Para a pesquisa de flavonoides foram analisadas seccdes a méo livre de
material fresco (Figura 2) submetido aos reagentes Natural A e AICl; observadas em
microscopio binocular Carl Zeiss modelo Axioplan — 2 com dispositivo de

epifluorescéncia acoplado (Schnitzer et al. 1996).
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3.5. Analise fitoquimica

A analise fitoquimica preliminar das folhas de Senna multijuga subsp.
lindleyana teve como objetivo direcionar os testes histoquimicos a serem realizados. Tal
andlise foi efetuada no Laboratério de Farmacognosia da UNIVILLE, sob a
coordenacdo do farmacéutico Prof. MSc. Luciano Soares.

Para a analise fitoquimica, foram coletados 300 g de folhas das plantas
selecionadas, as quais foram desidratadas naturalmente (figuras 2 e 3) e submetidas a

métodos extrativos diferenciados.

Amostras

!

Desidratag&o natural

! I oo ' ooy

Alcaléides Antraquinonas Cumarinas Flavonoéides Heterosideos Saponinas Taninos

l cardiiativos l l

Solugdo aquosa  Diclorometano Etanol Solugdo Etanol : Agua: Solugéo Solugéo
acida etandlica Acetato de chumbo  aquosa aguosa
l l 10% l l
Infusdo Agitagéo e Maceragéo Decoccéo Refluxo Refluxo Decoccéo
centrifugacéo l l +
Dragendorff l Liebermann-Burchard ; Gelatlna,_
Mayer Shinoda IKowsk Sais (_je alcaldides
Wagner HCI 10% Taubock Salkowsky Aditacs Sais de ferro
Hager Borntrager NaOH 10% NaOH Kedde gitacdo Acetato de chumbo
Bertrand Luz UV 366 nm AICI3 Keller-Kiliani Vanilina cloridrica
Tarnet l l Xantridol l Acido nitroso
L Coloragao o Coloracéo Coloragao Formacgéo Precipitacdo
Precipitacéo réseo Fluorescéncia especifica por especificapor  de espuma  ou coloragio
avermelhada subclasse grupo especifica por

subclasse

Figura 3. Fluxograma representativo da analise fitoquimica preliminar a qual foram submetidas
as amostras de Senna multijuga subsp. lindleyana.

Os processos extrativos aos quais as amostras foram submetidas encontram-
se sumarizados na tabela 2. Foram pesquisados 0s seguintes grupos de compostos

secundarios: alcaloides, antraquinonas, cumarinas, flavonoides, heterosideos

cardioativos, saponinas e taninos (Costa 2000).
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Tabela 2. Reagentes utilizados na analise fitoquimica de folhas de Senna multijuga
subsp. lindleyana, segundo metodologia proposta por Costa (2000).

SUBSTANCIAS METODO REACOES RESPOSTAS POSITIVAS
EXTRATIVO
Alcal6ides Solucdo aquosa acida Dragendorff Precipitacdo
Extracdo por infusdo Mayer
durante 2’ com Acido Wagner
Sulfarico 1% Hager
Bertrand
Tarnet
Antraquinonas Diclorometano Borntrager Coloragao résea avermelhada
Extracdo por agitacdo
(57) seguida de
centrifugacéo
(2°/2000rpm) com
diclorometano (T°
ambiente)
Cumarinas Etanol HCI 10% Fluorescéncia
Extracdo por NaOH 10%

Flavonéides

Heterosideos
cardioativos

Saponinas

Taninos

maceragdo durante
cerca de 5’ com etanol
comercial (96%) (T°
ambiente)

Solucéo etandlica
Extracdo por decoccédo
durante 1 a2’ com
etanol 70%

Etanol : Agua : Acetato
de chumbo 10%
(1:1:1)

Extracdo por refluxo
durante 15’ com
liquido extrator

Solugdo aquosa
Extracdo por refluxo
durante 10’ com agua
destilada

Solugdo aquosa
Extracdo por decoccédo
durante 15’ com agua
destilada

Luz UV 366 nm

Shinoda

Taubock
NaOH
AICl;

Liebermann-
Burchard

Salkowsky
Kedde

Keller-Kiliani
Xantridol

Agitar
verticalmente e
verificar se ha
formacéo de
espuma

Gelatina

Sais de alcaldides
Sais de ferro
Acetato de chumbo
Vanilina cloridrica
Acido nitroso

Coloragdo especifica por sub-
classe

Laranja-vermelha
Desenvolvimento de cor
Fluorescéncia

Azul, verde/vermelho-pUrpura

Castanho escuro-avermelhada
Castanho avermelhada/vermelho
violeta

Anel marrom-avermelhado
Vermelha

Desenvolvimento de espuma

Formagdo de precipitado
Formagdo de precipitado
Azul ou verde

Formagc&o de precipitado
esbranquicado
Alaranjada, vermelha
Rosa a purpura

Para a realizacdo dos testes fitoquimicos foram utilizados os seguintes

materiais e equipamentos: bequers para decoccéo e infusdo, baldo de refluxo e manta de
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aquecimento para extracao por refluxo, vidros de rel6gio para observar a formacao de
precipitados, tubos de ensaio para verificar as reacdes de coloracdo e funil de separacdo
para a extracdo solvente-solvente. Além disso, para antraquinonas utilizou-se centrifuga
(NOVA TECNICA ®) e para visualizagdo de cumarinas, cAmara de observacdo com
lampada UV 366 nm.

Parte dos alcalGides foi testada através de pesquisa direta: o extrato obtido
por meio de infusdo foi distribuido em vidros de relogio e submetido aos reagentes de
Dragendorff, Mayer, Wagner, Hager, Bertrand e Tarnet. Outra parte foi investigada por
pesquisa indireta, que consiste num processo de purificacdo em que o extrato €
alcalinizado com amonia diluida até pH 9-10, extraido com cloroférmio, e a fase
cloroférmica € re-extraida, em funil de separacdo, com solucdo aquosa acida - acido
sulfurico 1%. A fase aquosa da re-extracdo foi testada com 0s mesmos reativos
utilizados na fase direta (Costa 2000).

Os resultados obtidos (reacOes de precipitagdo e de coloragdo) foram
comparados com aqueles apresentados por plantas cuja composi¢cdo quimica €
conhecida (alcaldides: Atropa belladona L.; antraquinonas: Rhamnus purshiana DC;
cumarinas: Citrus limon (L.) Burm. f.; flavondides: Achyrocline satureioides (Lam.)
DC, heterosideos cardioativos: Nerium oleander L.; saponinas: Polygala senega L.; e

taninos: Psidium guajava L.).
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Figuras 4-14. Etapas da coleta e processamento das amostras. 4. Espécime de Senna
multijuga. 5-6. Ramos. 6. Ramo subdividido em regido basal, mediana e apical. 7
Foliolos basais (A), medianos (B), apicais (C), raquis (D) e foliolo subdividido em
regido apical, mediana e basal (E). 8. Fixa¢do das amostras com submissdo a bomba a
vacuo. 9. Armazenamento. 10-11. Material emblocado em paraplast para
seccionamento. 12. Micrétomo de rotacdo e seccionamento das amostras. 13. Distensao
das seccOes em placa aquecedora. 14. Laminas prontas em laminario.
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4. RESULTADOS

Senna multijuga subsp. lindleyana apresenta folhas compostas pinadas
deciduas no inverno, periodo em que o clima é seco. Os foliolos tém a base levemente
assimétrica, com lado interno revoluto e apice mucronado curvo; a margem € inteira, as
superficies sdo discolores, lisas e fraco-pubescentes e a consisténcia € fracamente
coriacea (figuras 21-26). Estruturas secretoras ocorrem na superficie adaxial da raquis,
preferencialmente entre os foliolos basais, podendo ser observadas também entre o0s
demais pares de foliolos (figura 21).

A andlise fitoquimica direcionou a realizacéo dos testes histoquimicos, cujos
resultados demonstraram a ampla distribuicdo dos compostos secundarios nos tecidos
foliolares e na estrutura secretora (tabelas 3-6).

Os compostos secundarios investigados foram encontrados especialmente na
base dos foliolos, na raquis e no peciolo da folha; sempre na epiderme, nos tecidos
parenquimaticos e nos elementos condutores do floema (tabelas 3-5, figuras 51-69, 76-
90, 97-108).

N&o foi possivel observar alcal6ides em quaisquer outras partes da folha,
além dos tecidos do floema (figuras 51-54, 76-77, 97-98). Verificou-se, também, um
maior acimulo dessas substancias na base dos foliolos basais, raquis correspondente,
peciolo e estrutura secretora, indicando a existéncia de um eficiente sistema de
transporte no sentido descendente (fonte-dreno).

Compostos fendlicos foram observados especialmente no parénquima da
espécie, contidos em idioblastos (figuras 55-56, 74, 78, 84-86, 99-100).

Sob fluorescéncia, compostos fendlicos foram identificados nos tricomas
tectores dos foliolos, raquis e peciolo, bem como nos parénquimas pali¢adico e lacunoso
(figuras 57-60, 80-81). As coloragdes provocadas pela fluorescéncia variaram em cada
tecido, sugerindo que se trate de diferentes classes de flavonoides.

4.1. Foliolos

O padrdo de venagdo observado nos foliolos de S. multijuga subsp.

lindleyana é camptodromo-broquidédromo com nervura Gltima marginal incompleta, ou
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seja, as nervuras secundarias ndo terminam na margem e anastomosam-se entre si,
formando uma série de arcos proeminentes (figuras 22-23).

Todos os foliolos da espécie estudada apresentam margem basal interna
revoluta e coberta por tricomas tectores, no interior da qual foram encontrados pequenos
animais. Estruturas com essas caracteristicas constituem-se em domacias, as quais ainda
ndo haviam sido relatadas para a espécie (figuras 24-26).

A epiderme € uniestratificada e apresenta, na porcdo adaxial do foliolo,
células com paredes anticlinais retas, sendo o contorno celular poligonal, com
predominio das formas retangulares (figuras 27, 29). As células da epiderme na por¢édo
abaxial apresentam contorno sinuoso, com diferentes orientacdes e formas (figuras 28,
30-31).

Em seccéo transversal, as células da epiderme da superficie adaxial mostram
paredes periclinais externas retas ou levemente convexas e com aspecto quadrangular
(figuras 27, 32). Na porcéo abaxial as células tém aspecto papiloso (figura 27).

Estématos sdo observados somente na superficie abaxial dos foliolos (figuras
27-28, 30-31). Predomina o arranjo paracitico, mas também foram observados os
arranjos anisociticos e anomociticos (figuras 28, 30-31). As células-guarda se localizam
em nivel mais baixo que as células subsidiarias, apresentando aspecto papiloso (figura
27).

Observou-se a presenca de tricomas tectores em ambas as superficies dos
foliolos (figuras 24, 33-36), especialmente na abaxial, proximo a sua base, e em grande
quantidade na margem revoluta, associados as domacias (figuras 24-25, 37). Mais
frequentes ao longo das bordas e da nervura central, os tricomas tém sua ocorréncia
reduzida em direcdo ao apice.

Os tricomas tectores estdo inseridos entre cinco a oito células basais,
dispostas radialmente. Os tricomas apresentam superficie lisa, parede levemente
espessada, base ligeiramente dilatada e célula terminal afilada, sdo unisseriados e
constituidos por até cinco células (figuras 33-34, 36-37).

Raros tricomas glandulares foram observados (figura 38). S&o do tipo
capitado, ocorrendo principalmente préximos a nervura central, em ambas as superficies
foliolares e na porgéo interna da domacia.

Fibras esclerenquimaticas formam uma bainha no entorno dos feixes

vasculares do mesofilo foliolar (figura 39). Na nervura central, essas fibras constituem
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um esclerénquima com quatro a cinco camadas amplas na por¢éo dorsal do mesofilo e
cinco a seis camadas mais estreitas na porcéo ventral (figuras 40-41).

Colénquima anelar é observado na nervura central, apenas em sua superficie
abaxial, formando um corddo subepidérmico com duas a quatro camadas celulares
(figura 41).

Na porcdo adaxial da nervura central hd apenas uma estreita camada de
parénquima palicadico (figura 40). Quatro a cinco camadas de células de parénquima de
preenchimento ocorrem na porcdo abaxial, nas quais sdo observados inUmeros
idioblastos com contetidos organicos diversos e cristais (figura 41).

A lamina foliolar dorsiventral tem parénquima palicadico com apenas uma
camada de células, muito ricas em inclusdes organicas (figuras 43-43). Essas células séo
curtas na regido da nervura central, tendo seu comprimento aumentado em direcdo as
bordas (figuras 40, 42-44). O parénquima lacunoso apresenta de trés a oito camadas de
celulas, frouxamente arranjadas (figuras 42-43).

Idioblastos secretores estdo presentes em grande quantidade em todas as
regides do foliolo (figuras 39-44). Sdo mais abundantes nas células epidérmicas da
superficie adaxial do que nas da superficie abaxial, nas quais o contetdo € arredondado,
com aspecto de pequenas gotas, apenas uma por célula, na maioria delas (figuras 27,
32). No mesofilo, o contelido toma o formato das células, mostrando-se eliptico no
parénquima palicadico e esférico no parénquima lacunoso, com aspecto granuloso,
hialino ou escuro, sugerindo constituirem-se de compostos fendlicos (figuras 39-44).

Cristais de dois tipos foram observados. Drusas foram detectadas em maior
quantidade na regido da nervura central, nas por¢des dorsal e ventral do mesofilo e, de
forma escassa, em células epidérmicas e subepidérmicas (figuras 45-46). Cristais
prismaticos estdo distribuidos predominantemente na regido dorsal da nervura central,
ocorrendo também proximos aos feixes vasculares menores, igualmente na regiao dorsal
do foliolo (figuras 47-48).

Graos de amido sdo raros no limbo foliolar, ocorrendo quase que
exclusivamente nas células-guarda dos estdmatos (figura 49). Ocasionalmente, 0s grdos
de amido foram observados na base dos foliolos, formando uma bainha amilifera ao
redor da nervura central (figura 50).

Na lamina foliolar, substdncias compativeis com alcaldides foram

evidenciadas unicamente no floema e tecidos associados, engquanto que compostos
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fendlicos, polissacarideos e terpenos mostraram maior distribuicdo, tendo sido
encontrados em quase todos os tecidos (tabela 3; figuras 51-69).

Lipidios de carater acido foram observados em grande quantidade, com
destaque para a epiderme, na qual ocorriam sob a forma de gotas, sugerindo
encontrarem-se restritos aos vacuolos (figuras 65-66). A presenca de carotenoides pode
explicar a grande quantidade de idioblastos de colocagdo amarelada observada em
seccOes de material fresco, que mostraram reacdo positiva ao teste para lipidios (figura
66).

Tabela 3. Localizagdo in situ de compostos secundarios em lamina foliolar de Senna
multijuga subsp. lindleyana. Resultados: (-) negativo, (+) fraco positivo; (++) positivo;
(+++) forte positivo. (*) Parénquima dos feixes vasculares.

TECIDO

SUBSTANCIA Parénquima Parénquima
EVIDENCIADA Epiderme Palicadico Lacunoso Floema Xilema

Alcal6ides - - - ++ -
(iodoplatinato)

Compostos - +++ ++ % 4
fendlicos gerais

(SFF e Cloreto

Férrico 111)

Flavonoides +++ ++ + - .
(Reagente Natural

A e Cloreto de

Aluminio)

Lipidios acidos e +++ + ++ + ;
neutros (Azul do
Nilo)

Polissacarideos + +++ ++ o fx
(Acido periddico /

reagente de

Schiff)

Taninos (Vanilina - + + 4 RS
Cloridrica e

Acetato de

Chumbo)

Terpenos + +++ +++ +4* F+*
(Reagente de

Liebermann-

Burchard)

35



4.2. Raquis e Peciolo

A raquis apresenta-se acanalada na superficie adaxial e arredondada na
abaxial, aveludada, flexivel e macia, com coloracdo variando de verde-claro para
marrom na maturidade (figuras 20-21, 70).

Estruturalmente, a rdquis é constituida por epiderme frequentemente
papilosa, parénquima cortical com quatro a seis camadas celulares, esclerénquima com
quatro a sete camadas, eventualmente colénquima anelar com duas a trés camadas na
superficie abaxial, tecidos vasculares e parénquima medular (figura 70).

Idioblastos cristaliferos e outros contendo compostos orgénicos ocorrem nos
tecidos parenquimaticos (figuras 74). As drusas foram observadas no parénquima
cortical, no esclerénquima e no parénquima do xilema, sendo que a quantidade varia de
poucas a muito frequentes. Os cristais prismaticos sdo menos comuns, ocorrendo
externamente ao esclerénquima, preferencialmente na regido dorsal da raquis. De um
modo geral, a presenca de cristais € maior na raquis do que no limbo foliolar.

Gréos de amido podem ser observados no parénguima medular (figura 72) e
ocasionalmente formando bainha amilifera no entorno da nervura central, como no
foliolo.

O peciolo se mostra como uma continuidade da raquis, apresentando
essencialmente as mesmas caracteristicas morfoldgicas: superficie adaxial acanalada e
abaxial arredondada na base, mas carenada na por¢do terminal (figura 71).
Estruturalmente, apresenta epiderme papilosa, parénquima cortical com cinco a seis
camadas celulares, esclerénquima com trés a oito camadas celulares e, em sua por¢édo
basal, observa-se de trés a quatro camadas celulares de colénquima anelar entre a
epiderme e o parénquima cortical, no qual ocorrem muitas células secretoras (figuras
73, 75). O aspecto e disposicao dos feixes vasculares e parénquima medular seguem o
mesmo padréo observado na raquis (figura 73).

Da mesma forma que na lamina foliolar, compostos secundarios diversos
foram observados na raquis e no peciolo (ver tabela 4; figuras 76-90). Substancias
compativeis com alcaloides foram evidenciadas na raquis e no peciolo, restringindo-se
ao floema (tabela 4; figuras 76-77). Fluorescéncia ap6s tratamento com reagente Natural
A foi observada em por¢6es da raquis e peciolo que parecem ter sofrido dano, sugerindo
que, em S. multijuga subsp. lindleyana, determinados flavonoides possam ter acao

cicatrizante ou antimicrobiana (figuras 80-81).
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Tabela 4. Localizacdo in situ de compostos secundarios em raquis e peciolo de Senna
multijuga subsp. lindleyana. Resultados: (-) negativo; (+) fraco positivo; (++) positivo;
(+++) forte positivo. (*) Parénquima dos feixes vasculares.

TECIDO

SUBSTANCIA Parénquima  Parénquima Parénguima
EVIDENCIADA Epiderme  Clorofiliano Cortical Medular Floema Xilema

Alcaldides - - - - 4+ _
(iodoplatinato)

Compostos fendlicos - + +++ + +4* 4%
gerais

(SFF e Cloreto

Feérrico I11)

Flavondides + ++ + - + -
(Reagente Natural A

e Cloreto de

Aluminio)

Lipidios acidos e - ++ +++ + + +
neutros (Azul do
Nilo)

Polissacarideos - ++ ++ + +4* %
(Acido periddico /
reagente de Schiff)

Taninos (Vanilina - + ++ + 4 S
Cloridrica e Acetato
de Chumbo)

Terpenos (Reagente - ++ +++ + +++* +4+*
de Liebermann-
Burchard)

Polissacarideos foram observados nos tecidos da raquis e do peciolo, que
também se caracterizam por concentrar maior quantidade de idioblastos contendo
substancias compativeis com taninos e terpenos (figuras 82-90).

Idioblastos com contetdo lipidico e substancias compativeis com terpenos
foram observados em maior quantidade nos parénquimas corticais e clorofilianos, sendo

que os terpenos também ocorrem nos tecidos associados ao floema (figuras 89-90).

4.3. Estrutura Secretora

Na folha adulta estruturas secretoras se localizam preferencialmente entre o0s
foliolos basais, podendo ocorrer também entre os foliolos apicais ou proximos a estes

(figura 21). Consistem em estruturas conicas, com 3-5 mm de comprimento, projetando-
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se perpendicularmente da raquis (figura 91). A secrecdo parece ser liberada por um poro
apical. Essas estruturas sdo constituidas por uma epiderme com células levemente
alongadas, em seccdo transversal (figura 93). Os parénquimas cortical e medular séo
ricos em idioblastos (figuras 92, 94). No parénquima medular, floema e xilema estdo
distribuidos aleatoriamente, assim como as fibras esclerenquiméticas. Gréos de amido
ocorrem de forma esparsa no interior das células parenquimaticas (figura 95). Raros

cristais do tipo drusa foram observados no parénquima cortical (figura 96).

Tabela 5. Localizacgdo in situ de compostos secundarios em estrutura secretora de Senna
multijuga subsp. lindleyana. Resultados: (-) negativo; (+) fraco positivo; (++) positivo;
(+++) forte positivo. (*) Parénquima dos feixes vasculares.

TECIDO
SUBSTANCIA Epiderme Parénquima Parénquima Floema Xilema
EVIDENCIADA Cortical Medular

Alcaloides - - - 4+ _
(iodoplatinato)

Compostos fendlicos +++ +++ ++ . .
gerais

(SFF e Cloreto

Feérrico I11)

Lipidios acidos e +++ +++ ++ . .
neutros (Azul do
Nilo)

Polissacarideos +++ +++ ++ - -
(Acido periddico /
reagente de Schiff)

Taninos (Vanilina + +++ + - -
Cloridrica e Acetato
de Chumbo)

Terpenos (Reagente +++ +++ ++ - .
de Liebermann-
Burchard)

As estruturas secretoras apresentam em seus tecidos as mesmas substancias
localizadas nas demais partes da folha (tabela 5; figuras 97-108). Os compostos
secundarios foram observados circunscritos as células, em grandes vacuolos, ndo
ocupando espacos intercelulares (figuras 97-108).

Muito embora tenham sido evidenciados polissacarideos na estrutura

secretora, estudos mais profundos se fazem necessarios para verificar se essas

38



substancias sdo convertidas a aglUcares simples, o que caracterizaria tal glandula,

considerando o exsudado, como nectério.

4.4. Analise Fitoquimica

A andlise fitoquimica de folhas de Senna multijuga subsp. lindleyana
revelou a provavel presenca de alcaldides, flavonoides, heterosideos cardioativos,
taninos, e saponinas, estas Ultimas em pequena quantidade. As amostras testadas ndo

apresentaram antraquinonas e os ensaios foram inconclusivos para cumarinas (tabela 6).

Tabela 6. Resultados da analise fitoquimica preliminar de folhas de Senna multijuga

subsp. lindleyana.

SUBSTANCIAS REACAO

RESPOSTA POSITIVA

RESPOSTA OBTIDA

Alcalbides Dragendorff
Mayer
Wagner
Hager
Bertrand
Tarnet

Antraquinonas Borntrager

HCI 10%

NaOH 10%

Luz UV 366 nm

Cumarinas

Flavonoides Shinoda
Taubdck
NaOH
AICl;

Liebermann-Burchard
Salkowsky
Kedde

Heterosideos
cardioativos

Keller-Kiliani

Xantridol
Saponinas Agitar verticalmente e
verificar se ha
formacédo de espuma

Gelatina

Sais de alcaldides
Sais de ferro
Acetato de chumbo

Taninos

Vanilina cloridrica
Acido nitroso

Precipitacdo (em pesquisas
direta e indireta)

Coloragdo réseo avermelhada

Fluorescéncia

Coloracéo especifica por sub-
classe

Laranjo-vermelha
Desenvolvimento de cor
Fluorescéncia

Azul, verde/vermelho-pUrpura
Castanho escuro-avermelhada
Castanho avermelhada/
vermelho violeta

Anel marrom-avermelhada
Vermelha

Desenvolvimento de espuma

Formagcdo de precipitado
Formagcdo de precipitado
Azul ou verde

Formagcdo de precipitado
esbranquicado
Alaranjada, vermelha
Rosa a plrpura

+ + + + + +

+/-

+ (flavonas)

+ (flavonois)
+ (flavonas e flavonois)

+

+
+ (taninos hidrolisaveis)
+ (taninos hidrolisaveis)

+ (taninos condensados)
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Figuras 15-20. Foliolos de S. multijuga subsp. lindleyana. Branco e controles negativos
para alcaléides, polissacarideos e flavonoides. 15. Ao natural. 16-17. Branco. 18-20.
Controles negativos. 15-16, 18-20. Secc¢bes a méo livre. 17. Sec¢do ao microtomo. 15,
20. Material fresco. 16, 18-19. Material fixado em FNT. 17. Material fixado em FAA e
emblocado em paraplast. 18. Controle negativo para alcaldides. 19. Controle negativo
para polissacarideos. 20. Controle negativo para flavonoides.
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Figuras 21-26. Folhas e foliolos de S. multijuga subsp. lindleyana. 21, 24. Aspectos
morfolégicos das folhas. 22-23, 25. Foliolos diafanizados em vista frontal. 26. Sec¢édo
transversal de material fixado em sulfato ferroso e formalina. 21. Estruturas secretoras
(circulos). 22. Apice mucronado curvo. 23. Padrdo de nervagdo da borda foliolar. 24.
Base assimétrica de foliolo jovem (seta). 25. Aspecto frontal da doméacia. 26. Animal no
interior da domécia (seta). 21. Material in vivo. Fixa¢do. 22-25. FAA. 26. SFF.
Coloracgdo. 21-22, 24, 26. Ao natural. 23, 25. Safranina e azul de Astra.
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Figuras 27-32. Lamina foliolar de Senna multijuga subsp. lindleyana. Epiderme e
estdbmatos. 27, 32. Secgdes transversais. 28-31. SeccOes paradérmicas. 27. Aspecto da
lamina foliolar evidenciando a epiderme das superficies adaxial e abaxial do foliolo
(setas) e estdbmato (asterisco). 28. Epiderme da superficie abaxial com estdmatos 29.
Epiderme da superficie adaxial. 30-31. Estdmatos paraciticos e anisociticos. 32. Aspecto
da epiderme na superficie adaxial do foliolo evidenciando idioblasto com contetdo
(asterisco). Coloragdo: 27-31. Safranina e azul de Astra. 32. Safranina.
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Figuras 33-38. Lamina foliolar de Senna multijuga subsp. lindleyana. Tricomas. 33-35.
Secgdes paradérmicas da epiderme na superficie adaxial do foliolo. 36. Seccédo
paradérmica da epiderme na superficie abaxial do foliolo. 37-38. Secles transversais.
33. Aspecto da disposicdo dos tricomas tectores. 34. Detalhes da base dos tricomas
tectores. 35. Disposicdo das células basais dos tricomas tectores. 36-37. Tricomas
tectores multicelulares, evidenciando as paredes entre as células (setas). 38. Tricomas
glandulares, com destaque para a cuticula (seta). Coloracdo: 33-36. Safranina e azul de
Astra. 37. Ao natural. 38. lodoplatinato.
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Figuras 39-44. Lamina foliolar de Senna multijuga. Seccfes transversais. 39. Mesofilo
com destaque para feixe vascular. 40. Aspecto da nervura central. 41. Detalhe da regido
abaxial da nervura central do foliolo evidenciando epiderme, colénquima anelar e
idioblastos no parénquima e no tecido floematico (asterisco). 42. Margem do foliolo
com destaque para as células secretoras no mesofilo (asterisco). 43. Detalhe da margem
do foliolo. 44. Nervura em vista longitudinal, evidenciando idioblastos no floema
(asterisco). Coloracdo: azul de Astra e safranina.
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Figuras 45-50. Lamina foliolar de Senna multijuga subsp. lindleyana. Cristais e graos de
amido. 45, 47-50. SegOes transversais. 46. Material diafanizado. 45-46. Drusas em
células subepidérmicas na regido da nervura central do foliolo (setas). 47-48. Cristais
prisméticos ao longo da nervura sob luz polarizada. 49. Estbmatos com grdos de amido
nas células-guarda (setas). 50. Bainha amilifera ao redor da nervura na base do foliolo
(seta). Coloragdo: 45-47. Safranina e azul de Astra. 48. Sem coloragéo. 49-50. Lugol.
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Figuras 51-56. Distribuicdo dos compostos secundarios na lamina foliolar de Senna
multijuga subsp. lindleyana. 51-52. Lamina foliolar, evidenciando alcaloides em células
parenquimaticas do floema (setas). 53-54. Nervura central do mesofilo foliolar,
evidenciando alcaléides em células parenquimaticas do floema (setas). 55. Lamina
foliolar, com idioblastos fendlicos nos parénquimas palicadico e lacunoso (setas). 56.
Nervura central do mesofilo foliolar com compostos fendlicos no parénquima do floema
(asterisco). Fixadores. 51-54, 56. FNT. 55. SFF. Reagentes. 51-54. lodoplatinato. 56.
Cloreto férrico.
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Figuras 57-62. Lamina foliolar de Senna multijuga subsp. lindleyana. 57-60.
Flavonoides sob fluorescéncia na epiderme e parénquima (setas e asteriscos). 61.
Taninos na camada subepidérmica (asterisco). 62. Nervura central, com destaque para
taninos no parénquima do floema (asterisco). 57-58, 60. Material fresco. 59. Fixador
FNT. 61-62. Fixador FAA. Reagentes. 57-59. Reagente Natural A. 60. Cloreto de
aluminio. 61. Vanilina cloridrica. 62. Acetato de chumbo.
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Figuras 63-69. Lamina foliolar de Senna multijuga subsp. lindleyana. Polissacarideos,
lipidios e terpenos. 63-64. Polissacarideos (asteriscos). 65-66 Lipidios (seta e
asteriscos). 67-69. Terpenos (setas e asteriscos). Reagentes. 63-64. PAS/Schiff. 65-66.
Azul do Nilo. 67-69. Liebermann-Burchard.
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Figuras 70-75. Raquis e peciolo de Senna multijuga subsp. lindleyana. Aspectos
estruturais. 70. Visdo geral da raquis. 71. Visdo geral do peciolo. 72. Grdos de amido no
paréngquima medular da raquis (seta). 73. Distribuicdo dos feixes vasculares no peciolo.
74. Cristais prismaticos (setas) e idioblastos fendlicos (asterisco) na raquis. 75.
Epiderme papilosa e idioblastos com contetdos diversos no paréngquima cortical do
peciolo. Fixadores. 70-73, 75. FAA. 74. SFF. Coloragdo. 70, 73, 75. Safranina e azul de
Astra. 71-72. Lugol. 74. Ao natural.
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Figuras 76-81. Raquis e peciolo de Senna multijuga subsp. lindleyana. Alcaléides,
compostos fendlicos gerais, cumarinas e flavondides. 76-77, 80. Raquis. 78-79, 81.
Peciolo. 76-77. Alcaldides (setas). 78. Compostos fendlicos gerais (setas). 79.
Cumarinas (seta). 80-81. Flavonoides (setas). Fixadores. 76-77. FNT. 78. SFF. 79-81.
Material fresco. Reagentes. 76-77. lodoplatinato. 80-81. Reagente Natural A.
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Figuras 82-90. Raquis e peciolo de Senna multijuga subsp. lindleyana. Polissacarideos,
taninos, lipidios e terpenos. 82, 84-87. Raquis. 83, 88-90. Peciolo. 82-83.
Polissacarideos (asteriscos). 84-86. Taninos (setas e asteriscos). 87-88. Lipidios (seta e
asteriscos). 89-90. Terpenos (setas e asterisco). Reagentes. 82-83. PAS/Schiff. 84.
Acetato de chumbo. 85-86. Vanilina cloridrica. 87-88. Azul do Nilo. 89-90.
Liebermann-Burchard.
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Figuras 91-96. Estrutura secretora de Senna multijuga subsp. lindleyana. Seccdes
transversais. 91. Aspecto da estrutura a olho nu. 92. Aspecto da porcdo meédia da
estrutura em seccdo transversal. 93. Detalhe da epiderme. 94. Parénguima cortical (pc) e
parénquima medular (pm) da estrutura secretora. 95. Graos de amido no parénquima
medular (seta). 96. Drusas no parénquima cortical (seta). Coloragédo: 91. Ao natural. 92.
Vanilina cloridrica. 93, 96. Azul do Nilo. 94. Cloreto férrico. 95. Lugol.
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Figuras 97-102. Estrutura secretora de Senna multijuga subsp. lindleyana. Seccdes
transversais. Alcaldides, compostos fendlicos e lipidios. 97-98. Alcal6ides (setas). 99-
100. Compostos fendlicos (asteriscos). 101-102. Lipidios (asteriscos). Reagentes: 97-98.
lodoplatinato. 99-100. Cloreto férrico 111. 101-102. Azul do Nilo.
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Figuras 103-108. Estrutura secretora de Senna multijuga subsp. lindleyana. SeccOes
transversais. Nectario extrafloral de Senna multijuga. Polissacarideos, taninos e
terpenos. 103-104. Polissacarideos (asteriscos). 105-106. Taninos (setas). 107-108.
Terpenos (setas e asteriscos). Reagentes: 103-104. PAS/Schiff. 105-106. Vanilina
cloridrica. 107-108. Liebermann-Burchard.
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5. DISCUSSAO

Estudos com plantas medicinais sdo conduzidos atualmente, visando
otimizar a obtenc¢do dos resultados, por meio de abordagens diferenciadas para a mesma
questdo, tais como analises estruturais, fitoquimicas e histoquimicas, para identificar os
compostos secundarios e seus locais de sintese e/ou armazenamento.

O padréo de venacdo ndo foi abordado por Custddio Filho & Mantovani
(1986) quando descreveram a morfologia da espécie, tendo sido apenas
superficialmente citado para as plantulas estudadas por Amorin et al. (2008). Segundo
Cardoso & Sajo (2004) e Reis et al. (2004), informagOes sobre padrbes de venagéo
consistem em dados importantes sob o ponto de vista taxondmico, podendo se constituir
num carater relevante para a identificacdo do material foliar em andlises de plantas
medicinais.

Com respeito a estrutura foliolar, domécias sdo descritas para a espécie e
género pela primeira vez, ndo tendo sido mencionadas por Metcalfe e Chalk (1950) para
Caesalpinioideae. Essas estruturas, formadas pela porcdo basal e revoluta da margem
interna dos foliolos, apresentam grande quantidade de tricomas tectores em seu interior,
configurando-se num local apropriado para o abrigo e protecdo de pequenos animais.
Segundo Pemberton & Turner (1989) este é o tipo menos comum de domécias, uma vez
que para Wilkinson (1979) costumam ocorrer na axila da nervura central, sob a forma
de depressdes, bolsas, sacos, ou mesmo tufos de tricomas, exclusivamente na superficie
abaxial das folhas.

A relagdo entre domacias e tricomas ocorrentes na superficie foliar e a
presenca de acaros predadores de fungos, além de outros seres fitofagos, esta bem
documentada em trabalhos de Karban et al. (1995), O’Dowd & Pemberton (1998),
Matos et al. (2004), Rio et al. (2005) e Mineiro et al. (2006). A mirmecofilia em
Leguminosae é reconhecida, sendo que McKey (1989) e Chamberlain & Holland (2009)
mencionam a presenca de domaécias e sua relagdo com formigas nessa familia, mas nao
fazem referéncias para o género Senna. Para Rio et al. (2005) e Silva et al. (2009)
domacias constituem-se num importante carater taxondémico que deve ser valorizado na
descricdo botanica das especies e podem ser uma caracteristica diagnéstica com fins

farmacognosticos.
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A presenca de células com formas diversificadas na epiderme segundo as
superficies adaxial ou abaxial do foliolo corrobora a descricdo de Fahn (1974).
Rodrigues et al. (2009) verificaram para S. alata, 0 mesmo padrdo observado neste
estudo. Entretanto, Moreira-Coneglian & Oliveira (2006) observaram que a epiderme se
apresenta sinuosa em ambas as faces dos cotilédones e eofilos de S. multijuga.

Foliolos com paredes periclinais retas na epiderme da superficie adaxial
divergem do observado por Moreira-Coneglian & Oliveira (2006) para cotilédones e
eofilos, nos quais a epiderme mostra-se papilosa em ambas as superficies. Esta
caracteristica parece estar ligada a fatores ambientais, pois Taiz & Zeiger (2004)
relacionam a presenca de epiderme com células convexas a concentracdo de raios
solares em ambientes sombreados, como o sub-bosque de florestas tropicais, onde se
encontram as plantas jovens.

Em folhas expandidas, os estdbmatos da lamina foliolar ocorrem apenas na
superficie abaxial da epiderme, divergindo das informacgdes de Metcalfe & Chalk (1950)
e Rodrigues et al. (2009), que reportam lamina foliolar anfiestomatica, respectivamente
para Senna angustifolia e S. alata. Folhas hipoestomaticas costumam ocorrer em
Eudicotileddneas, mas a presenca de estbmatos em ambas as superficies foliares pode
estar associada a ambientes xéricos (Menezes et al. 2003). Mais uma vez observa-se a
ocorréncia de variacdo estrutural e temporal, uma vez que Moreira-Coneglian &
Oliveira (2006) relatam cotilédones anfiestomaticos, enquanto os eéfilos passam a ser
hipoestomaticos.

Embora predomine o arranjo estomatico paracitico corroborando
informacBes de Metcalfe & Chalk (1950), também sdo observados estdmatos
anisociticos e anomociticos em menor quantidade. Em cotilédones e e6filos, Moreira-
Coneglian & Oliveira (2006) observaram unicamente o arranjo anomocitico. Em S.
alata, Rodrigues et al. (2009) observaram predominio de estdmatos paraciticos,
ocorrendo também anisociticos.

Em seccdo transversal, a posi¢do das células-guarda em nivel mais interno
que as células subsidiarias esta de acordo com Metcalfe & Chalk (1950), para quem a
disposicao das células subsidiarias &€ muito variavel, mesmo dentro da mesma espécie.
Alquini et al. (2003) relacionam ao ambiente a posicdo das células estomaticas em
relacdo a superficie foliar. Neste caso, a disposi¢do dos estdbmatos em S. multijuga
subsp. lindleyana poderia ser uma adaptacéo evolutiva a periodos de estresse hidrico.
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Embora Watson (1981) mencione a existéncia de septos delicados em
tricomas tectores de Caesalpinioideae, sua presenca ndo foi confirmada para S.
multijuga subsp. lindleyana.

Metcalfe & Chalk (1950) atribuem, para 0 género Senna, tricomas
unicelulares com paredes espessas; entretanto Moreira-Coneglian & Oliveira (2006) néo
observaram essas estruturas nos cotilédones e eofilos de S. multijuga. Assim,
confirmou-se uma maior complexidade estrutural em folhas de individuos adultos, em
relacdo as formas juvenis. A esse respeito, para S. alata, Rodrigues et al. (2009)
informam apenas a existéncia de tricomas unisseriados, ndo mencionando o numero de
células. Caso a presenca dos tricomas tectores multicelulares seja confirmada como
exclusiva em Senna multijuga subsp. lindleyana, tal aspecto pode ser incluido nas
caracteristicas diferenciais para sua identificacao.

A distribuicdo desigual de tricomas tectores sobre a lamina foliolar,
ocorrendo preferencialmente na superficie abaxial, préximo a nervura central e no
interior da margem revoluta foi igualmente descrita em S. alata por Rodrigues et al.
(2009), embora os autores ndo tenham verificado a existéncia de domacias nessa
espécie.

Dentre as funcBGes desempenhadas pelos tricomas tectores, Beal (1878) ja
mencionava a protecdo contra predadores e raios solares; Levin (1973) os relacionou a
protecdo contra a oviposicdo de insetos fitéfagos; e Wagner et al. (2004) ratificaram
essas informac0es, atribuindo outras importantes funcGes fisioldgicas e ecoldgicas a
esses anexos epidérmicos, tais como manutencao do equilibrio hidrico da lamina foliar,
dispersdo de diasporos, protecdo contra a acdo abrasiva do vento e choques mecanicos,
protecdo de gemas, reducdo da movimentacdo de insetos sobre a folha e reducdo do
nivel fotossinteético.

Tricomas glandulares distribuem-se de forma esparsa na lamina foliolar,
especialmente préximos a nervura central e na domécia. S&o capitados, de acordo com a
nomenclatura proposta por Fahn (1988). Interessante notar que Rodrigues et al. (2009)
também verificaram a raridade espacial dos tricomas glandulares de S. alata, e sua
ocorréncia relacionada a nervura central, sendo eles de dois tipos: esféricos e
claviformes. Para conhecer seu papel em S. multijuga subsp. lindleyana, sugere-se a
conducdo de testes histoquimicos, buscando identificar a composicao de seu conteudo.

De modo geral, os tricomas tectores e glandulares sdo classificados de

acordo com sua composicao celular, indumento e contetdo, constituindo-se, segundo
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Theobald et al. (1979) e Behnke (1984), numa importante caracteristica taxondémica.
Tricomas tectores unisseriados multicelulares e tricomas glandulares capitados, neste
caso, podem ser considerados como caracteristicas significativas para o reconhecimento
da especie.

A lamina foliolar apresenta arranjo dorsiventral, corroborando observagdes
de Moreira-Coneglian & Oliveira (2006) para cotilédones e eofilos e de Rodrigues et al.
(2009) para S. alata; entretanto Metcalfe & Chalk (1950) afirmam que, em S.
angustifolia, a lamina foliolar é isobilateral. Esta é uma caracteristica mais adaptada as
condicBes de baixa disponibilidade hidrica, considerada xeromorfica, uma vez que em
espécies de Eudicotileddneas mesofiticas se observa lamina foliolar geralmente
dorsiventral (Menezes et al. 2003).

Gréos de amido séo raros no limbo foliolar, ocorrendo ocasionalmente na
base dos foliolos na forma de uma bainha amilifera ao redor da nervura central. S&o
encontrados nas células subsidiarias dos estdbmatos, as quais também se caracterizam
pela auséncia de substancias ergasticas — ao contrario das demais células epidérmicas
(Wilkinson 1979).

Grande quantidade de idioblastos secretores € encontrada em todos o0s
tecidos da lamina foliolar, concordando com informagdes de Moreira-Coneglian &
Oliveira (2006) e Metcalfe & Chalk (1950); para estes, existem consideraveis davidas
acerca da natureza quimica dos conteldos dessas células, o que estimula sua
investigacdo. N&o foram verificadas cavidades secretoras. As estruturas secretoras
foram observadas de forma isolada, constituindo os idioblastos, ou em organizagdes
multicelulares como epiderme e tricomas, dentre outras, corroborando informacdes de
Castro & Demarco (2008).

Drusas e cristais prismaticos foram observados no foliolo expandido,
formando grupos, principalmente na regido da nervura central e proximo aos feixes
vasculares menores, mantendo caracteristicas observadas por Moreira-Coneglian &
Oliveira (2006) nos cotilédones. Cristais agrupados constituem uma caracteristica
diferencial entre Caesalpiniodeae e as demais subfamilias de Leguminosae (Metcalfe &
Chalk 1950, Dickison 1981), configurando-se numa caracteristica taxondmica do grupo.
Para a planta, cristais podem atuar na regulacdo do balanco i6nico, imobilizagdo do
oxalato e fornecer suporte estrutural (Franceschi & Nakata 2005, Navarro et al. 2007),
além de atuarem como deterrentes para insetos fitdfagos (Santos et al. 2008).
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Na raquis e no peciolo da planta adulta verifica-se essencialmente as mesmas
caracteristicas externas observadas por Amorim et al. (2008) em plantulas da espécie.
Do mesmo modo que na lamina foliolar, a forma das células epidérmicas da raquis e do
peciolo varia de achatada a papilosa. Drusas agrupam-se proximo aos feixes vasculares,
0 que esté relacionado ao suporte mecanico dessas estruturas (Navarro et al. 2007). No
peciolo, sdo verificadas trés a quatro camadas de células de colénquima angular, cuja
funcdo bésica € sua sustentacao.

Na raquis das folhas expandidas foram observadas estruturas secretoras
sempre entre o par de foliolos basais, algumas vezes entre o par de foliolos apicais e
raramente entre os demais pares de foliolos. Custédio Filho & Mantovani (1986)
apontam a existéncia dessas glandulas apenas entre os foliolos basais, enquanto Amorim
et al. (2008) afirmam que ocorrem entre todos os pares de foliolos. Sugere-se a
conducdo de estudos para conhecer a razdo desta distribuicdo desigual das estruturas
secretoras ao longo da raquis foliar.

Macromorfologicamente, Custddio Filho & Mantovani (1986) classificam as
estruturas secretoras como glandulas estipitadas, referindo-se ao seu formato cilindrico.
Segundo Amorin et al. (2008), estas glandulas s&o conicas e com aspecto estipuliforme.
Entretanto, embora conicas, estas estruturas ndo se parecem com as estipulas observadas
na espécie e, considerando sua localizacdo sobre a raquis foliar, entende-se que o termo
“glandula estipitada” é mais apropriado.

Diferentemente do observado por Paiva & Machado (2006) para Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne (Leguminosae), as estruturas secretoras de S. multijuga
subsp. lindleyana projetam-se para cima e para fora dos tecidos foliares e o secretado
parece ser eliminado por um poro apical.

Os testes histoquimicos realizados buscaram conhecer a localizacdo dos
compostos secundarios identificados por meio da analise fitoquimica preliminar.

Alcaloides foram evidenciados unicamente nos tecidos relacionados ao
floema do mesofilo foliolar, raquis, peciolo e nectario extrafloral. De acordo com
Ziegler e Facchini (2008), embora geralmente sejam armazenados em células
especificas, devido a sua toxicidade e provavel papel exercido na defesa das plantas,
essas substancias podem ser produzidas nas células condutoras do floema.

Cabe lembrar que o local de sintese de alcaldides foi primeiramente
elucidado em Nicotiana L. (Solanaceae), ocorrendo nas raizes, de onde sdo

posteriormente distribuidos para as demais partes da planta (Waller & Nowacki 1978,
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Ziegler & Facchini 2008). Bird et al. (2003) verificaram que os alcaldides da papoula
(Papaveraceae) sao sintetizados nas células companheiras e translocados para o0s
elementos de tubo crivado, acumulando-se nos laticiferos. A ricinina parece ser
sintetizada em todas as partes de Ricinus communis (Euphorbiaceae), especialmente
naquelas de crescimento mais ativo (Waller & Nowacki 1978). Estudos realizados com
Lupinus exaltatus (Leguminosae) apontam as folhas como locais de sintese dos
alcaldides e os frutos e sementes como 0s 0rgdos de armazenamento (Zamora-Natera et
al. 2009).

Assim, é possivel que cada familia botnica apresente suas peculiaridades
em relacdo aos sitios de sintese e armazenamento dos alcaldides. Os resultados
observados em S. multijuga subsp. lindleyana corroboram as informaces obtidas até o
momento para Leguminosae (Waller & Nowacki 1978, Ziegler & Facchini 2008,
Zamora-Natera et al. 2009).

Compostos fendlicos foram encontrados preferencialmente nos tecidos
parenquimaticos da folha de S. multijuga subsp. lindleyana, confirmando observacdes
de Moreira-Coneglian & Oliveira (2006) para o mesofilo eofilar. Para Fahn (1988),
idioblastos fendlicos sdo de ocorréncia generalizada em Leguminosae.

Uma vez que esses compostos envolvem uma gama de substancias, dentre as
quais sobressaem cumarinas, flavonoides, ligninas, quinonas e taninos, entre outros
(Vermerris & Nicholson 2006, Castro & Demarco 2008), justifica-se sua ampla
distribuicdo entre as plantas. A esses compostos sdo atribuidas diversificadas funces,
tais como protecdo contra herbivoria, atracdo de polinizadores e interacfes alelopéticas
(Lambers et al. 1998, Hartmann 2007).

Substancias compativeis com flavonodides foram observadas nos tricomas
tectores, confirmando informagfes de Fank-de-Carvalho & Graciano-Ribeiro (2005)
obtidas para Gomphrena arborescens L.f. (Amaranthaceae) e suas funcdes podem estar
relacionadas a protecéo contra os raios ultravioleta do sol e contra insetos, fungos, virus
e bactérias (Tattini et al. 2000, Fank-de-Carvalho & Graciano-Ribeiro 2005, Gould &
Lister 2006, Zuanazzi & Montanha 2007).

Flavonodides foram identificados também em regides da raquis e do peciolo
que haviam sofrido dano, de modo que € possivel inferir que tenham alguma acgéo
cicatrizante ou antimicrobiana, o que corrobora informagdes de Bruneton (1995).
Segundo o autor, um grande numero de isoflavondides consiste em fitoalexinas,

substancias produzidas em resposta ao ataque de algum organismo patogénico,
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geralmente um fungo. Entretanto, sugere-se a continuidade das investigagdes para
verificar a validade dessa hipotese no caso de S. multijuga subsp. lindleyana.

No parénquima palicaddico igualmente foram observados flavonoides,
concordando com Bruneton (1995), para quem esses compostos podem ocorrer nas
epidermes e no mesofilo foliar. Flavondides estdo amplamente distribuidos no
organismo vegetal e podem ocorrer em diferentes fases de seu ciclo vital (Fico et al.
1999). Esta informacdo estimula o seguimento das pesquisas visando conhecer 0s
demais sitios de producdo e/ou armazenamento dessas substancias, assim como as
fenofases em que ocorrem.

Compostos fendlicos foram localizados no parénquima foliar, préximo a
epiderme e, especialmente, na estrutura secretora. Talvez se tratem de taninos, uma vez
que a analise fitoquimica preliminar detectou essa substancia na folha. Taninos atuam
como dissuasivos alimentares (Lambers et al. 1998, Haslam 2007, Santos e Mello
2007), precipitando proteinas e dificultando a digestdo dos predadores, os quais
diminuem o forrageamento na espécie que os produz. Fahn (2000) relata uma série de
substancias que podem fazer parte do néctar, mas ndo menciona taninos. A presenca de
baixas concentragdes dessas substancias foi relatada por Ciccarelli et al. (2001) nas
estruturas secretoras de Hypericum perforatum L.. Talvez os taninos evitem o ataque a
estrutura secretora, direcionando os animais coletores de néctar ao poro que libera a
secre¢do, 0 que estaria de acordo com Pemberton (1998).

A grande quantidade de idioblastos registrados como contendo compostos
fendlicos, contribui para confirmar sua ampla distribuicdo em Leguminosae, bem
documentada por Fahn (1988).

Nas células da epiderme, na superficie adaxial do foliolo, observou-se
conteddo lipidico, bem como idioblastos contendo polissacarideos, dispersos
aleatoriamente. Com relacdo aos idioblastos com conteudo lipidico, cabe salientar que
podem se constituir em uma forma de defesa contra insetos fitéfagos, conforme
destacado por Viegas Junior (2003), ao passo que os idioblastos contendo
polissacarideos merecem maiores investigacoes.

No parénquima da folha de S. multijuga subsp. lindleyana hd uma grande
quantidade de idioblastos com conteudo lipidico, cuja coloragdo natural interferiu na
interpretacdo dos resultados obtidos para alguns testes. Talvez essa coloragdo seja
causada pela presenca de carotenoides, pigmentos amarelados amplamente distribuidos
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entre as plantas, cujas funcdes relacionam-se a fotossintese e protecdo contra raios
ultravioleta, como informa Ikan (1991).

Os polissacarideos observados no mesofilo foliolar estdo relacionados aos
processos fotossintéticos, fato bem reportado em literatura (Taiz & Zeiger 2004). Esses
compostos foram também encontrados nos tecidos da raquis e do peciolo, e de acordo
com Haslam (2007), podem ser encontrados em todos 0s 6rgdos da planta.

Analises cromatogréaficas realizadas para a espécie (Silva e Young, dados
ndo publicados) demonstraram ser a folha o Orgdo com maior concentracdo de
compostos com atividade bioldgica. Dessa forma, os estudos fitoquimicos conduzidos
neste trabalho buscaram corroborar a presencga de alcal6ides e flavondides e fornecer
uma melhor definicdo de quais compostos poderiam ser 0s responsaveis pelas respostas
obtidas nos testes histoquimicos realizados nas folhas de S. multijuga subsp. lindleyana.

Na andlise fitoquimica preliminar, todos os testes para alcalGides
corroboraram a presenca destas substancias. Os testes para flavondides confirmaram a
presenca de flavonas reportadas por Serrano (2009), mas também indicaram haver
flavonois na planta.

Embora a caracterizagdo dos principais grupos de compostos secundarios de
interesse tenha sido efetuada pela realizacdo de reacBes quimicas de coloragdo ou
precipitacdo preconizadas pela fitoquimica tradicional, a interpretacdo dos resultados
deve ser cuidadosa, pois algumas reacdes sdo inespecificas, podendo resultar em falsos
positivos, como alertado por Bruneton (1995) e Falkenberg et al. (2007). Por esta razéo,
nos testes preliminares ¢ prudente mencionar a “provavel” presenga dos compostos
pesquisados.

Talvez os resultados para cumarinas tenham se mostrado inconclusivos
devido a sua provavel baixa concentragdo na planta, pois, de acordo com Costa (2000),
por meio dos ensaios realizados, deveria ser possivel observar fluorescéncia dessas
substancias, quando submetidas a luz UV com comprimento de onda de 366 nm.

Espécies de Senna sdo reportadas em literatura como portadoras de
antraquinonas, as quais sao conhecidas por suas propriedades laxativas, constituindo um
carater quimiotaxonémico para o género (Viegas Junior et al. 2006, Falkenberg 2007,
Lombardo et al. 2009, Rodrigues et al. 2009). Em S. multijuga, Singh (1981), verificou
a existéncia de antraquinonas nas sementes. A auséncia dessas substancias nas folhas
observada neste trabalho é uma caracteristica interessante, uma vez que em espécies

tradicionalmente empregadas como medicinais (Senna angustifolia (Vahl) Batka e S.
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corymbosa (Lam.) HS Irwin & Barneby) o farmacdgeno é constituido pelas folhas
(Metcalfe & Chalk 1950, Barba et al. 1992).

No decorrer do trabalho surgiram algumas dificuldades procedimentais, a
seguir relatadas:

Tricomas glandulares foram observados uma Unica vez em material fixado e
emblocado em paraplast e raramente vistos em material fresco, sugerindo sua
efemeridade na planta. Embora a metodologia de preparacdo do material para analises
estruturais esteja bem estabelecida (Brito & Alquini 1996, Kraus & Arduin 1997), ndo
houve a adequada preservacdo dos tricomas tectores. Talvez estas estruturas tenham se
desprendido da folha durante as etapas de fixacdo e armazenamento, ou mesmo n&o
tenham sido observadas nas sec¢des de 12 pm de espessura, produzidas ao micrétomo,
uma vez que apenas fragmentos basais desses tricomas foram registrados. Assim,
utilizaram-se materiais frescos e/ou fixados, cujas laminas foram preparadas a partir de
amostras seccionadas manualmente.

No caso dos alcaldides, o material fixado submetido as desidratacdes
etanolica (Kraus & Arduin 1997) e butandlica (Johansen 1940), emblocado e montado
em laminas permanentes, produziu resultados negativos. Testes realizados com o0s
reagentes de Ellram, Dragendorff e Wagner ndo evidenciaram essas substancias, mas
apenas aquelas que haviam sido identificadas por meio do fixador SFF como sendo
compostos fendlicos gerais.

Fazendo uso dos mesmos reagentes, porém com material fresco, ou apenas
fixado em FNT e seccionado a mao livre, houve forte sobreposicao da coloracdo obtida
com a cor naturalmente amarelada dos contetidos de células secretoras abundantemente
distribuidas nos tecidos foliolares. De acordo com Costa (2000), esta coloracéo pode ser
devido aos carotenos, substancias lipidicas comumente encontradas nas folhas das
plantas.

Diante do exposto, optou-se por utilizar o reagente iodocloroplatinato,
empregado por Wagner & Bladt (2001) e Serrano (2006) em analises cromatogréaficas,
pois a reacédo produz tons de violeta, destacando-se nos tecidos pesquisados.

Uma vez que os testes para alcaldides em laminas permanentes nao
apresentaram resultados satisfatérios, mesmo fazendo uso de iodocloroplatinato, e
partindo das afirmagdes de Feder & O’Brien (1968) e Henriques et al. (2007), infere-se
que distor¢des provocadas pelos processos de fixacdo, desidratacdo e emblocamento

podem ter interferido na composicdo quimica das células, produzindo alteracOes
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importantes a ponto de ndo serem observados 0s compostos evidenciados pela analise
fitoquimica.

Com base nessas informacdes, optou-se por manter o material fixado em
FNT, sem submeté-lo ao armazenamento em etanol 70%, realizando controle periddico
do pH da solugdo. A partir desse material, os testes realizados para histolocalizar
alcal6ides mostraram-se adequados.

Lipidios, polissacarideos e terpenos foram igualmente pesquisados a partir
de material fixado em FNT, mas ndo estocado em etanol 70%, fornecendo resultados
mais visiveis.

Seguindo metodologias propostas por Schnitzer et al. (1996) e Fank-de-
Carvalho & Graciano-Ribeiro (2005), a pesquisa de flavonoides foi realizada com
amostras frescas, mas também optou-se por utilizar material fixado em FNT. Para a
investigacao de taninos, o material que apresentou reacdes mais nitidas foi o fixado em
FAA. Em nenhum caso foram utilizadas amostras estocadas em etanol 70%.

O material fresco testado para flavonoides apresentou resposta positiva para
os reagentes Natural A e cloreto de aluminio. Material fixado em FNT e testado com o
reagente Natural A igualmente apresentou resposta positiva, embora um pouco mais
fraca do que os testes com material fresco. Talvez tenha-se observado positividade para
flavonoides no material fixado devido ao pH neutro da solucdo estoque, fato reportado
por Sant’Ana Filho et al. (2005).

Para a pesquisa de taninos foram utilizados vanilina cloridrica, cuja resposta
positiva seria a formacgéo de coloracédo entre alaranjado e vermelho ou marrom (Mace &
Howell 1974), bem como o acetato de chumbo, que deveria produzir um precipitado
esbranquicado (Costa 2000). Os resultados obtidos para a vanilina cloridrica conferem
com a literatura, mas a reagdo com acetato de chumbo resultou em coloragéo que variou
do alaranjado ao marrom, nos mesmos tecidos que responderam a vanilina. De acordo
com Costa (2000), o acetato de chumbo néo é especifico para taninos, reagindo também

para outros compostos fendlicos, o que talvez explicaria essa resposta diferenciada.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Senna multijuga subsp. lindleyana, importante espécie da Mata Atlantica e
de ampla ocorréncia no territorio nacional, tem sido objeto de estudos bioquimicos,
mostrando-se promissora para fins farmacoldgicos, por apresentar compostos bioativos
com agdo antiacetilcolinesterasica e antifungica.

As caracteristicas estruturais foliares de S. multijuga subsp. lindleyana, para
a qual, at¢ o momento, havia poucas informacOes, estdo melhor estabelecidas. A
presenca de caracteres como epiderme papilosa, estbmatos paraciticos e cristais
organizados em grupos foi confirmada. Identificou-se o padréo de venacéo e a presenca
de domécias na espécie e verificou-se que as estruturas secretoras ocorrem de forma
aleatdria sobre a raquis foliar.

Aspectos relacionados a diversidade de formas celulares da epiderme nas
superficies adaxial e abaxial das folhas em uma mesma espécie, como observado em S.
multijuga subsp. lindleyana, estdo bem fundamentados na literatura, assim como a
variacao nos tipos estomaticos e a presenca de cristais de oxalato de célcio.

Eventos temporais observados em cotilédones, edfilos e folhas expandidas,
como forma e posic¢ao dos estdmatos, presenca e diversidade de tricomas, quantidade de
cristais e distribuicdo das estruturas secretoras, estdo associados ao aumento da
complexidade estrutural nas etapas de desenvolvimento da espécie.

Pela primeira vez verificou-se a presenca de domécias, na porcdo abaxial e
basal dos foliolos, que podem abrigar pequenos animais. Embora domécias sejam
estruturas relativamente frequentes entre as Eudicotiled6neas, até o momento nao
haviam sido mencionadas para Caesalpiniodae. Essa caracteristica pode vir a se
constituir em um importante diferencial taxonémico para S. multijuga subsp. lindleyana.

As estruturas secretoras da raquis carecem de maiores estudos, pois a
composigdo do secretado ndo foi totalmente elucidada e, embora tenha se verificado
diversas substancias em suas células, inclusive polissacarideos, ndo foi possivel
observar a presenca de acUcares simples, 0 que permitiria denominar tais estruturas de
nectarios extraflorais; além disso, seria interessante compreender o papel desempenhado
pelos taninos nessas estruturas. Assim, estudos histoquimicos especificos sdo
indispensaveis para que se conheca a composicdo da secrecdo produzida pela glandula
nesta espécie e, consequentemente, sua relagdo com mecanismos de defesa e/ou de

mutualismo.
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Considerando a proximidade espacial entre glandulas raqueais e domacias,
seria interessante estabelecer as relagdes entre estas estruturas e animais, em funcgdo do
papel ecologico desempenhado por S. multijuga subsp. lindleyana em seu ambiente
natural e na recuperacéo de areas degradadas.

Tricomas tectores multicelulares ndo haviam, também, sido reportados para
a espécie. Trabalhos anteriores informavam a presenca de tricomas unicelulares, o0s
quais nao foram observados neste estudo. Tricomas glandulares igualmente ndo haviam
sido descritos para S. multijuga subsp. lindleyana. Devido a sua efemeridade, ndo foi
possivel averiguad-los adequadamente, sendo que sua composi¢do quimica demanda
maiores investigagoes.

Sob os aspectos farmacogndstico e taxondmico, informagdes relacionadas ao
padrdo de venacdo, a presenca de margem revoluta e estrutura secretora raqueal, bem
como as caracteristicas observadas para os tricomas, constituem-se em importantes
dados diferenciais entre Senna multijuga subsp. lindleyana e as demais espécies do
género, uma vez que essa vem sendo pesquisada em funcdo de seus compostos
bioativos.

Entretanto, sugere-se a continuidade das investigacbes com essa planta,
principalmente relacionadas a ontogenia foliolar, pois ainda existem incertezas quanto a
classificacdo dos tricomas glandulares. Recomenda-se também a realizacdo de analises
com microscopio eletrénico de varredura, para esclarecer especialmente a organizagédo
estrutural desses tricomas, além de novas anélises histoquimicas.

A abordagem multidisciplinar de qualquer tema constitui-se numa pratica
enriquecedora cujos resultados sempre formam um arcabouco tedrico consistente.

Quando se trata de investigar os compostos secundarios, a fitoquimica e a
histoquimica fornecem uma diversidade de métodos que sdo empregados no inicio do
processo de bioprospeccdo. Estudos sobre a bioatividade dos metabolitos de plantas
proporcionam informacBes mais precisas sobre as possiveis utilizacGes terapéuticas das
substancias investigadas.

A analise fitoquimica preliminar realizada com as folhas de Senna multijuga
subsp. lindleyana contribuiu para direcionar a busca dos compostos secundarios, uma
vez que foram pesquisados apenas aqueles evidenciados por tal analise.

Com o auxilio dos métodos fitoquimicos, foi possivel verificar a existéncia
de heterosideos cardioativos, saponinas e taninos e corroborar a presenca de alcaldides e

flavondides.
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Os testes histoquimicos permitiram conhecer a localizagdo de compostos
fendlicos e alcaldides nos tecidos foliolares.

Alcaloides foram encontrados exclusivamente no floema, corroborando
informacdes de que, em Leguminosae, sdo produzidos nas folhas.

Embora os flavonoides também tenham sido observados no mesofilo
foliolar, sua presenca em ambas as superficies da epiderme estd igualmente de acordo
com a literatura, porquanto se relacionam a protecdo da planta contra os raios UV, bem
como contra diversos tipos de microorganismos.

A observacdo de grandes quantidades de idioblastos com compostos
fendlicos pode estar associada a presenca de taninos que, para a planta, atuam
especialmente como dissuasivos alimentares.

Testes mais especificos devem ser conduzidos, uma vez que a analise
fitoquimica preliminar indicou em folhas de S. multijuga subsp. lindleyana, a existéncia
de heterosideos cardioativos que sdo formados por um anel lactbnico, um nucleo
esteroidal e residuos de acUcar. Talvez essas substancias tenham sido identificadas
separadamente na andlise histoquimica como compostos fenolicos gerais, terpenos e
polissacarideos (que podem ser moléculas formadoras de heterosideos), constituindo
idioblastos de secrecdo mista.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, houve a necessidade de
experimentar e adequar técnicas, pois alguns testes padronizados ndo se mostraram
eficazes, como no caso dos tricomas de S. multijuga subsp. lindleyana, cuja estrutura
ndo pode ser adequadamente observada em material emblocado em paraplast.

Da mesma forma, determinados testes histoquimicos ndo forneceram o0s
melhores resultados quando em amostras emblocadas em paraplast, como 0s testes para
alcaldides. No caso destas substancias verificou-se também que o material fixado e
conservado em FNT foi mais apropriado do que aquele armazenado em etanol.

Entretanto, o material emblocado em paraplast prestou-se para histolocalizar
determinados tipos de compostos secundarios, como os compostos fendlicos gerais,
lipidios e dleos, moléculas grandes com alto peso molecular.

No caso da pesquisa de taninos, observou-se uma resposta distinta da
esperada para o reagente acetato de chumbo, de modo que se fazem necessarios ajustes
na metodologia.

Por conta dos pigmentos naturais encontrados nas plantas, os quais foram

observados no material denominado “branco”, o uso de reagentes como Dragendorff,
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Ellram e Wagner, tradicionalmente empregados em testes histoquimicos se mostraram
inadequados, pois os resultados obtidos podem ter sido evidenciados por esses
pigmentos resultando em falsos positivos.

Talvez devido ao carater neutro da solucéo, o fixador a base de formalina
neutra tamponada ndo s6 se mostrou apropriado para alcaldides como, também, para
outros compostos. Deste modo, a manutencdo do material nesse fixador, sem submeter a
estocagem em etanol, pode se constituir numa possivel alternativa metodologica para
pesquisas em histoquimica. Entretanto, salienta-se a importancia do controle de pH da
solucdo, bem como a répida utilizacdo das amostras fixadas, para evitar a ocorréncia de
reacfes quimicas entre as amostras e o fixador, que possam comprometer a obtengdo
dos resultados.

Os resultados deste trabalho apontam para novos direcionamentos da
pesquisa com plantas, associando apropriadamente os métodos histoquimicos aos
fitoquimicos, pois abordagens multidisciplinares se fazem necessarias para superar

alguns obstaculos metodoldgicos e obter informacgdes mais precisas nessa area.
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7. RESUMO - (Anélise estrutural de folhas de Senna multijuga subsp. lindleyana
(Gardner) H.S. Irwin & Barneby (Leguminosae, Caesalpinioideae) e localizagdo in situ
de compostos com ac¢do biologica de interesse farmacoldgico). Senna multijuga subsp.
lindleyana (Gardner) H.S. Irwin & Barneby — Leguminosae é objeto de estudos de
bioprospeccdo farmacoldgica, mas faltam informagdes estruturais, histoquimicas e
fitoquimicas. Estudos anteriores indicaram ser a folha o 6rgdo com maior quantidade de
compostos bioativos, justificando sua escolha para a realizacdo deste trabalho. Foram
confirmadas caracteristicas estruturais ja descritas: epiderme uniestratificada, mesofilo
hipoestomatico, presenca de cristais e grande quantidade de idioblastos secretores. Além
disso, foram observados pela primeira vez, o padrdo de venacdo, a existéncia de
domaécias caracterizadas pela margem revoluta na base dos foliolos, préximo ao nectario
extrafloral, a presenca de tricomas tectores multicelulares e de tricomas glandulares
capitados, além de nova descricdo para o padrdo estomatico. Testes histoquimicos
indicaram a presenca de alcaldides exclusivamente no tecido floeméatico, compostos
fenolicos gerais nos diversos parénquimas da folha, flavonoides nos tricomas tectores,
epiderme e parénquima clorofiliano, cumarinas no mesofilo foliolar, lipidios acidos na
epiderme e parénquima lacunoso, polissacarideos em células parenquimaticas, taninos
em idioblastos secretores, e terpenos na epiderme e em células parenquimaticas, todos
observados em foliolos, raquis, nectario extrafloral e peciolo. Ha evidéncias de que, a
excecdo dos alcaldides, as demais substancias ocorrem geralmente em idioblastos de
secrecao mista. A analise fitoquimica preliminar das folhas corroborou a presenca de
alcalGides e flavonoides e evidenciou cumarinas, heterosideos cardioativos, saponinas e
taninos. Com relacdo aos métodos utilizados, amostras armazenadas em etanol 70%
sofreram extracdo de compostos secundarios, ndo sendo adequadas aos testes. A fixacao
em formalina neutra tamponada (FNT) seguida de corte @ mao livre e da reagdo com
iodoplatinato forneceu os melhores resultados para alcaloides, enquanto os materiais
emblocados em Paraplast para confeccionar laminas permanentes ndo se mostraram
adequados para histolocalizar essas substancias. Flavondides foram observados em
material fresco e em material fixado em FNT. Diferentes testes para taninos
apresentaram resultados semelhantes, contrariando dados de literatura. As informagoes
obtidas neste trabalho estimulam a realizacdo de pesquisas multidisciplinares,
necessarias para superar alguns obstaculos metodoldgicos e obter resultados mais
completos no &mbito da bioprospeccdo de plantas com interesse farmacolégico.

Palavras-chave: Senna multijuga, anatomia, histoquimica, fitoquimica.
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8. ABSTRACT - (Structural analisys from Senna multijuga subsp. lindleyana
(Gardner) H.S. Irwin & Barneby (Leguminosae, Caesalpinioideae) leaves and in situ
localization of biological accions compounds with pharmacological interest). Senna
multijuga subsp. lindleyana (Gardner) H.S. Irwin & Barneby — Leguminosae is a
subject of many studies about pharmacological screening, but structural, histochemical
and phytochemicals information still need special attention. From the analyzed organs,
the leave has been pointed as the one that presented higher quantities of bioactive
compounds, and that’s why it was chosen for this present work. It was possible to
confirm structural characteristics already described: unistratificated epiderm,
hipostomatic mesophyll, crystals presence and high quantities of secretory idioblasts.
Therefore, the leaflet analyses allow us to know, for the first time, standard of venation,
the existence of domatia characterized by the revolute edge at the base of the leaflet,
next to the raqueal secretory structure and multicellular hairs and capitated glandulars
hairs presence, besides stomatal pattern. Alkaloids were observed only in phloem,
phenolic compounds in all leaf’s parenchyms, flavonoids in non-glandular trichomes,
epiderm and leaflet mesophyll, cumarines in leaflet mesophyll, acid lipids in epiderm
and spongy mesophyll, polysaccharides in parenchymal tissues, tannins in idioblasts in
many leaflet parenchyms, and terpenes in epiderm and parenchyms; all of these
compounds were observed in leaflet, raquis, extrafloral nectaries and petiole. There are
evidences that, with the exception of the alkaloids, the other substances occur usually in
idioblast’s mixed secretion. Leaves phytochemical preliminary analysis has proven the
presence of alkaloids and flavonoids and offered evidences of cumarines, cardiac
heterosides, saponins and tannins. About the methodology used in this work, stored
samples in 70% ethylic alcohol were affected by extraction of secondary compounds
during the storage, not being appropriate to tests. The fixative in buffered neutral
formalin (FNT) and the reactions with iodineplatinate provide the best results for
alkaloids. It was observed that permanent plates were unsuitable for alkaloid
histolocalization. Flavonoids were observed in fresh material and could be detected in
FNT fixative. Different tests for tannins were realized and presented similar results,
opposing literature data. The results instigate the search for simpler and preciser
microtechnique procedures than those usually used. The data obtained in this work
stimulate multidisciplinary research, that’s necessary to overcome some methodological
obstacles and get better results in the scope of pharmacological screening in plants.

Key-words: Senna multijuga , anatomy, histochemistry, phytochemistry
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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