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RESUMO - Extensivas investigacdes tém enfatizado as propriedades terapéuticas das
especies de Casearia, propriedades estas relacionadas com compostos secretados por
estruturas especializadas presentes nas folhas. Portanto, objetivou-se caracterizar
anatdbmica e histoquimicamente as estruturas secretoras presentes nas folhas de C.
decandra. O material foi coletado em populagdes naturais da Mata da Biologia (Zona da
Mata de MG - Vigosa). As folhas foram fixadas em FAAs, e processadas conforme
metodologia usual para obtencdo de laminario permanente, sendo os cortes corados com
Azul de Toluidina pH 4,0 para caracterizacdo estrutural, com Xilidine Ponceau para
proteinas totais e Reativo de Schiff para polissacarideos neutros. Os demais testes
histoquimicos foram aplicados & amostras frescas seccionadas transversal e
longitudinalmente. O sistema secretor de C. decandra é composto por ductos e cavidades
dispersos pela ldmina foliar e peciolo, e por idioblastos presentes nos tecidos vasculares,
parénquima cortical da nervura mediana e no parénquima palicadico. Os ductos
encontram-se distribuidos no parénquima cortical da nervura e possuem continuidade nesta
mesma regido do peciolo. No mesofilo existem numerosas cavidades com localizagdo
subepidérmica ou distribuidas na interface do parénquima palicadico com o lacunoso.
Detectaram-se substancias lipofilicas e hidrofilicas, evidenciando lipidios do tipo 6leo-
resina nos ductos e cavidades, e compostos fendlicos do tipo tanino nos idioblastos e no
parénquima. Nao foram detectados alcaldides, polissacarideos e proteinas como produtos
de secrecdo. Este trabalho relatou a presenca de ductos e cavidades para 0 género
Casearia. Os testes histoquimicos confirmam a complexidade do secretado, além de

indicar tecidos fundamentais como sitios de sintese e/ou acimulo de compostos fendlicos.

Palavras-chave: cavidades, ductos, idioblastos e estruturas secretoras.
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ABSTRACT - Anatomy and histochemistry of secretory structures from the leaf of
Casearia decandra Jacq. (Flacourtiaceae). Extensive investigations have emphasized the
therapeutic properties of Casearia species related with compounds secreted by specialized
structures in the leaves. Therefore, the objective of this study was to characterize
anatomical and histochemically the secretory structures present in leaves of C. decandra.
Material was collected from natural populations of Mata da Biologia (Zona da Mata de
MG - Vigosa). Leaves were fixed in FAAsy and subjected to usual methodology to obtain
permanent slides. The sections were stained with Toluidine Blue pH 4 for structural
characterization, with Xylidine Ponceau for total protein and Schiff’s reagent for neutral
polysaccharides. The other histochemical tests were applied to transversally and
logitudinally sectioned fresh samples. The secretory system of C. decandra consists of
ducts and cavities dispersed on the leaf lamina and petiole and idioblasts present in the
vascular tissues, cortical parenchyma of the midrib and in the palisade parenchyma. The
ducts are distributed in the cortical parenchyma of the rib and continue in this same region
of the petiole. In the mesophyll there are numerous cavities in the subepidermic layer or
distributed in the interface between the palisade and spongy parenchyma. Lipophilic and
hydrophilic substances were detected, confirming oil-resin lipids within ducts and cavities,
and phenolic compounds, of the tannin type, within idioblasts and parenchyma. Alkaloids,
polysaccharides and proteins were not detected as secretory products. This work reported
the presence of ducts and cavities for the genus Casearia. Histochemical tests confirm the
secretory product complexity, besides indicating fundamental tissues such as sites of

synthesis and/or accumulation of phenolic compounds.

Keywords: cavity, ducts, idioblasts and secretory structures.

64



INTRODUCAO

Numerosas sdo as familias de plantas com representantes medicinais, destacando-
se, entre elas, a Flacourtiaceae (Absy & Scavone 1973). Casearia Jacq. € um dos maiores
géneros da familia, com cerca de 180 espécies arbdreas distribuidas pela regido
neotropical, Africa, Malasia, Australia e ilhas do Pacifico (Torres & Yamamoto 1986). Nas
regibes tropical e subtropical das Américas encontra-se a maior diversidade do género,
com aproximadamente 75 espécies. As espécies de Casearia tém sido encontradas com
freqliéncia em levantamentos floristicos nos biomas brasileiros, podendo ocupar diversos
ambientes e apresentando grande variagdo morfoldgica dentro de uma mesma espécie
(Torres & Yamamoto 1986). Vale ressaltar, ainda, que algumas espécies (por exemplo,
Casearia sylvestris, C. obliqua e C. decandra) sdo muito semelhantes vegetativamente
(Torres & Yamamoto 1986). Por terem ampla distribuicdo, recebem diferentes nomes
populares, e no Brasil, diversas espécies sdo denominadas “guacatonga” (Pio Corréa 1984),
sendo que a mesma denominacdo popular somada a semelhanca vegetativa entre as
especies ocasiona, muitas vezes, dificuldades na sua identificacdo. Portanto, estudos
anatdmicos desse taxon poderiam constituir uma importante ferramenta taxondmica,
especialmente em amostras estéreis.

Extensivas investigacdes tém enfatizado as propriedades terapéuticas das espécies
de Casearia, especialmente C. sylvestris e C. decandra, amplamente utilizadas na
medicina popular como antisséptico e cicatrizante de doencas da pele (Hoehne 1939);
como anestésico (Hoehne et al. 1941); agente antitumorigeno (Itokawa et al. 1988, Bolzani
et al. 1999); antiofidico (Borges et al. 2001) e contra Ulcera (Coimbra 1958, Basile et al.
1990). Investigacdes dos extratos das folhas de C. arborea (Beutler et al. 2000), C. lucida
(Prakash et al. 2002), C. sylvestris (Oberlies et al. 2002) e C. tremula (Gibbons et al. 1996)

indicaram que 0s compostos ativos presentes nos extratos alcoolicos séo diterpenos,
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chamados de casearinas; entretanto ndo se conhece o sitio de secrecdo e/ou armazenamento
destes compostos lipidicos.

Nas descri¢fes taxondmicas para 0 género € comum a utilizacdo de termos como
pontos translucidos, pontuagdes transparentes, tracos transparentes ou glandulas nas folhas
(Sleumer 1980, Klein & Sleumer 1984, Torres & Yamamoto 1986, Chase et al. 2002). A
caracterizacdo de tais estruturas é de fundamental importancia, pois nem sempre existe
uma correspondéncia da observacdo morfolégica com a estrutural (Lersten & Curtis 1996,
Lersten & Beaman 1998).

Sdo citadas propriedades medicinais apenas para duas espécies do género, Casearia
decandra e C. sylvestris (Lofgren 1894, Correa & Pena 1931, Siqueira 1981), sendo C.
sylvestris a Unica espécie incluida na Farmacopéia Brasileira (Silva 1926) e que apresenta
estudos amplos relacionados a folha (Absy & Scavone 1973), a grande maioria deles
direcionados para sua natureza fitoquimica (Silva & Bauer 1970, Silva et al. 1988).
Considerando que tais propriedades fitoquimicas estdo relacionadas com as estruturas
secretoras presentes nas folhas, uma investigagdo mais completa e minuciosa faz-se
necessaria, principalmente para a espécie C. decandra que ndo apresenta relato de estudos
na literatura. O estudo da natureza quimica do material secretado, juntamente com a
anatomia dessas estruturas, pode contribuir para a compreensdo do exato papel dessas
estruturas, bem como a funcdo do produto secretado para a planta. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar anatdbmica e histoquimicamente as estruturas secretoras

presentes nas folhas de C. decandra.

MATERIAIS E METODOS

Folhas de C. decandra Jacq. foram coletadas em quatro plantas nativas em um

continuo florestal de 75ha presente no municipio de Vigcosa-MG e de propriedade da
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Universidade Federal de Vicosa (UFV), denominada Mata da Biologia. As plantas
encontravam-se na localidade conhecida como “trilha do Saud”. Material testemunha foi
herborizado e incorporado ao acervo do Herbario VIC da UFV sob os nimeros 18.684,
18.685, 18.686 € 18.687.

Para analise anatbmica em microscopia de luz, amostras da lamina (nervura
mediana, margem, regido entre a margem e a nervura mediana) e do peciolo (regido apical,
mediana e basal) de folhas totalmente expandidas foram fixadas em FAAsy, por 24 horas,
sob véacuo e apos esse periodo estocadas em etanol 70% (Johansen 1940). Posteriormente,
foram desidratadas em serie etilica e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica
Instruments, Heidelberg, Alemanha), sendo o0s cortes paradérmicos, transversais e
longitudinais feitos com um micrétomo rotativo de avanco automatico (modelo RM2155,
Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA) utilizando-se navalhas de ago descartaveis. Os
cortes foram corados com Azul de Toluidina pH 4,0 por 8 minutos para caracterizagéo
estrutural (O’Brien & McCully 1981), com Xilidine Ponceau (XP) para proteinas totais
(O’Brien & McCully 1981) e PAS para polissacarideos neutros (Maia 1979).

Os demais testes histoquimicos foram aplicados em cortes de amostras frescas
seccionadas transversal e longitudinalmente utilizando-se um micrétomo de mesa (modelo
LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e Importacdo LTDA, Belo Horizonte, Brasil). As
principais classes de metabdlitos presentes no material foram investigadas usando os testes
histoquimicos conforme a Tabela 1, sendo as secc¢Oes controle realizadas simultaneamente
aos testes histoquimicos, utilizando-se procedimento padrao.

Fragmentos de folhas adultas foram submetidos & diafanizagdo, utilizando-se
solucdo de hidréxido de sédio 10% e hipoclorito 20% (Johansen 1940, modificado), e

corados com safranina (1% solucéo alcodlica).

As laminas foram montadas com resina sintética (Permount) ou gelatina
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glicerinada. As observacdes e a documentacdo fotogréfica foram realizadas em um

microscopio de luz (modelo AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japdo) equipado com

sistema U-Photo.

Tabela 1. Metodologias utilizadas para a detec¢do das principais classes de metabolitos nos cortes

das folhas de Casearia decandra.

Lipidios

Grupo Teste Referéncias
de metabdlito aplicado
Lipidios Totais Sudan Vermelho (Pearse 1980)
Escarlate

Lipidios Acidos e
Neutros

Acidos Graxos

Sulfato Azul do Nilo

Acetato de Cobre e
Acido Rubianico

(Cain 1947)

(Ganter & Jollés 1969)

Terpendides

Oleos essenciais
e Oleo-resinas
Lactonas
Sesquiterpénicas

Reagente de Nadi

Acido Sulfdrico

(David & Carde 1964)

(Geissmen & Griffin 1971)

Compostos Fendlicos

Gerai Dicromato de Potassio (Gabe 1968)
Compostos erais
Eendlicos Taninos Vanilina Cloridrica (Mace & Howell 1974)
Lignina Floroglucinol (Johansen 1940)
Alcalbides Reagente de Wagner (Furr & Mahlberg 1981)
Proteinas Xilidine Ponceau (O’Brien & McCully 1981)
Polissacarideos PAS (Maia 1979)
Polissacarideos Neu'Fros
Amido Lugol (Jensen 1962)
Pectinas Vermelho de Ruténio (Johansen 1940)

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sistema secretor de C. decandra € composto por ductos e cavidades que estdo

dispersos pela lamina foliar e peciolo (Figs. 1, 5 e 12), bem como por idioblastos presentes

nos tecidos vasculares e no parénguima cortical da nervura mediana (Fig. 1). Por vezes 0s

ductos e cavidades ndo sdo visiveis a vista desarmada, mas sua presenca constante pode ser

confirmada através das sec¢des anatémicas.
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No presente trabalho verificou-se que em seccdo transversal da nervura mediana 0s
ductos encontram-se distribuidos irregularmente no parénquima fundamental, localizados
tanto voltados para a superficie abaxial quanto adaxial (Fig. 1). O lumen alongado
observado nos cortes longitudinais (Figs. 2 e 3) justifica a caracterizacdo da estrutura
secretora como um ducto. De acordo com Fahn (1979), ductos sdo estruturas constituidas
por um epitélio secretor que delimita um espaco intercelular alongado. Esses ductos
possuem continuidade na regido do peciolo, com ampla distribuicdo no parénquima
cortical, e algumas vezes ocupando posicao subepidérmica (Fig. 12).

No mesofilo e na regido proxima a margem existem numerosas cavidades com
localizacdo subepidérmica (Fig. 7) ou distribuidas na interface do parénquima palicadico
com o lacunoso (Figs. 4-6). Essas estruturas tiveram o formato do limen variando de
isodiamétrico (Figs. 5 e 6) a levemente alongado (Figs. 9 e 10) e, portanto, serdo aqui
denominadas de cavidades propriamente ditas para aquelas de lumen isodiamétrico e
cavidades tubulares para as de limen alongado no eixo paralelo a superficie. Essa
terminologia estd de acordo com o proposto por Lersten & Curtis (1986) quando
descreveram 0s espacgos secretores internos de Eupatorium rugosum (Asteraceae). Tais
autores descreveram para 0 género, além das cavidades secretoras bicelulares, um segundo
tipo de cavidade que sempre estava associada aos tecidos vasculares. Pelo fato de tais
cavidades permanecerem discretamente alongadas na maturidade, os autores resolveram
denominé-las de cavidades tubulares a fim de distingui-las dos ductos, uma vez que séo
consideravelmente menores que o0s ductos e obviamente maiores que cavidades
propriamente ditas.

Cavidades ja foram relatadas, por Metcalfe & Chalk (1950), para a familia
Flacourtiaceae e para C. sylvestris existe relato da ocorréncia de ductos nos 6rgaos

reprodutivos e vegetativos (Absy & Scavone 1973). Os resultados aqui encontrados
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diferem, pelo menos em parte, dagqueles encontrados em C. sylvestris, na qual ha relato da
presenca de ductos no floema (Absy & Scavone 1973) e em C. decandra 0s mesmos nao
foram observados. Cabe ressaltar que ambas sdo utilizadas na medicina popular e
apresentam-se muito semelhantes vegetativamente, portanto a presenca desses ductos no
floema pode ser utilizada como um marcador taxondmico para a diferenciacdo das
espécies. E importante lembrar também que no estudo de Absy & Scavone (1973) ndo
foram feitos cortes longitudinais nem diafanizacédo da folha, fato que, em parte, explica o
fato dos autores denominarem as estruturas secretoras presentes apenas de ductos.

Todos os ductos e cavidades existentes na folha de C. decandra possuem, em
seccdo transversal, lumen isodiamétrico circundado por epitélio unisseriado, ndo sendo
observadas células no interior do limen (Figs. 1, 6, 8 e 13). As células epiteliais possuem
formato tabular com vacuolo proeminente (Fig. 13), e, por vezes, € possivel a visualiza¢do
do ndcleo, que é esférico (Figs. 2, 3 e 8). Essas caracteristicas citol6gicas das células
epiteliais sdo comuns para ductos e cavidades presentes em outras familias, como
Asteraceae (Monteiro et al. 1995) e Anacardiaceae (Machado & Carmello-Guerreiro
2001).

Os ductos e cavidades sdo distribuidos irregularmente dentre as aréolas, alguns
solitarios (Fig. 5), outros lado a lado (Fig. 4), e sua ocorréncia é comum proxima a bainha
do feixe (Figs. 4, 5, 10 e 11). Alguns autores relataram ocorréncia semelhante, ressaltando
que 0s mesmos parecem se originar a partir das células da bainha do feixe (Curtis &
Lersten 1986, Lersten & Curtis 1986). A parede interna das células epiteliais tem uma
aparéncia mais delgada quando comparada com as demais (Figs. 6, 8 e 13) e tornam-se
invisiveis quando as folhas sdo submetidas a diafanizacdo (ndo documentado), como
também verificado por Curtis & Lersten (1986), em Eupatorium rugosum. Tais autores

concluiram que o procedimento dissolve as paredes internas do epitélio dos ductos e
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cavidades, e através de microscopia de fluorescéncia constataram que essas paredes s@o
compostas de calose.

A lamina foliar, nas amostras frescas, apresenta coloracdo esverdeada na regido do
mesofilo (Fig. 14), pela presenca de parénquima clorofiliano, e podem-se observar gotas
translucidas de material secretado no lumen dos reservatorios (Figs. 15 e 16), que séo
removidas durante o processamento das amostras.

A reacdo com Sudan Escarlate evidenciou substancias lipofilicas no limen dos
ductos e cavidades (Figs. 17 e 18), bem como algumas goticulas no epitélio dos mesmos
(Fig. 18). Testes complementares, com Azul do Nilo (Fig. 19), detectaram que tais lipidios
sdo de natureza neutra (tipico para 6leo e resina). Como apresentaram coloracao azul, azul-
arroxeado e roxo quando submetidos ao Reagente de Nadi, conclui-se que o secretado é
6leo-resina (Figs. 20, 22 e 23). Em alguns cortes a reacdo demonstrou presenca apenas de
6leo (Fig. 21), o que pode ser devido a variagdes no estadio funcional das células epiteliais
das cavidades. Os controles ndo reagiram com nenhum dos reagentes para compostos
lipofilicos.

Embora os testes histoquimicos ndo possam identificar inequivocamente as
principais classes de metabolitos secundérios, eles podem ser (teis para um estudo
preliminar da localizagdo da secre¢do nas estruturas secretoras (Ascensdo & Pais 1988).
Tomando-se todas as precaugdes necessarias para a interpretacdo histoquimica dos
resultados, podemos assumir que os ductos e cavidades de C. decandra contém 6leo-resina
cujos componentes principais sdo terpendides (6leos essenciais e acidos resiniferos). Esses
resultados sdo consistentes com o que ja foi relatado para outra espécie do género, C.
sylvestris, onde as estruturas secretoras sdo caracterizadas como glandulas esquizdgenas de
6leo essencial (Absy & Scavone 1973). No entanto, o Unico teste histoquimico efetuado

pelos autores foi Sudan 1V, mas foram realizadas anélises quimicas de extratos foliares,
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que identificaram a presenca de 6leos. Os 6leos essenciais sdo amplamente citados para C.
sylvestris como fonte de diterpendides denominados casearinas, supostamente as
responsaveis pelas suas propriedades medicinais (Oberlies et al. 2002).

A deteccdo de secretados exclusivamente no epitélio ou no limen, bem como a sua
ocorréncia em menor proporcao nestes sitios, pode ser indicativo de eventos ciclicos de
secrecdo (Sant’Anna-Santos et al. 2006). O reaparecimento de compostos lipofilicos ap6s a
sua eliminacdo tem sido relatado (Schwab et al. 1969), sugerindo que a liberacdo de
exsudados segue uma sequiiéncia ciclica e complexa. Nair et al. (1983) observaram, na
ultra-estrutura caulinar de Anacardium occidentale, que a ocorréncia de um grande numero
de vesiculas no citoplasma das células do epitélio secretor, em alguns ductos, e sua menor
ocorréncia em outros, seria um indicio da existéncia de fases distintas de secrecao.

Testes realizados para detectar compostos fendlicos evidenciaram a presenca destas
substancias no mesofilo, especialmente na regido do parénquima palicadico, e em
idioblastos presentes na nervura mediana, tanto no floema, xilema, quanto no parénquima
cortical, sendo confirmada a natureza tanifera pelo teste com vanilina cloridrica (Fig. 24).
Os compostos fendlicos sdo considerados substancias de efeito adstringente, sendo que o
tanino é conhecido pela sua a¢ao contra herbivoros e patdgenos (Koptur 1992). Os fenois
atuam também na protecdo das estruturas celulares contra o excesso de radiacdo
ultravioleta e na manutencédo da integridade do protoplasto em situacdes de estresse hidrico
(Taiz e Zeiger 2004).

Detectaram-se substancias lipofilicas e hidrofilicas na folha, evidenciando lipidios e
compostos fendlicos, respectivamente. Ndo foram detectados alcaléides, polissacarideos e
proteinas como constituintes de secretados.

As plantas sdo fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,

podendo inclusive servir como modelos para a sintese de farmacos. Apesar dos avangos
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nas pesquisas que indicam novas fontes naturais de produtos biologicamente ativos, apenas
15 a 17% das plantas foram investigadas quanto ao seu potencial farmacoldgico (Simdes et
al. 2001). Dentre as Flacourtiaceae que apresentam propriedades farmacoldgicas
conhecidas e utilizadas sdo citadas espécies dos géneros Casearia (L6fgren 1894, Correa
& Pena 1931, Siqueira 1981) e Carpotroche (Kuhlmann 1928, Spencer et al. 1982). Sao
muitas as espécies de Casearia, algumas delas vegetativamente muito semelhantes,
portanto, a certificacdo da identidade taxondmica € indispensavel para a certificagdo do
produto fitoterapico. Uma ferramenta que vem se mostrando Util no controle de qualidade
de fitoterapicos é a avaliacdo anatdbmica de fragmentos vegetais. Assim, o estabelecimento
de parametros anatdbmicos para distin¢do de espécies é de suma importancia. O potencial
farmacologico da familia deve ser avaliado, pois sdo muitas as espécies ainda
desconhecidas quanto a essa perspectiva, sendo a caracteriza¢do anatémica e histoquimica
passos importantes para a identificacdo destas espécies potencialmente interessantes, além
de indicar os sitios de secrecdo e/ou acimulo dos produtos biologicamente ativos.

Este trabalho relata a presenca concomitante de ductos e cavidades para o género
Casearia. Os resultados confirmam a complexidade do secretado dos ductos e cavidades,
além de indicar tecidos fundamentais como sitios de sintese e/ou acimulo de compostos

fendlicos.
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