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RESUMO

Cassia fistula L. é conhecida popularmente como chuva de ouro ou canafistula, de
ocorréncia na Africa do Sul, México, China, india, Africa e Brasil. Apresenta
importancia ornamental e medicinal como agente anti-inflamatério, antifingico e
antibacteriano. O objetivo foi a analise anatdémica e histoquimica da folia de C. fistula
como contribuicho a estudos farmacolégicos. O material foi coletado na
Universidade Federal Rural da Amazonia, incluido no herbério-FC, submetido as
técnicas usuais em anatomia vegetal e histoquimica. As células da epiderme
adaxial, em vista frontal, apresentaram formas retangulares e paredes anticlinais
retas, na abaxial em formas variadas e sem organizacao definida. Tricomas tectores
foram observados em ambas as faces e estbmatos paraciticos apenas na face
abaxial. Em secéo transversal a lamina foliolar apresentou epiderme com células
heterodimencionais, cuticula espessa e levemente papilosa. O mesofilo é
dorsiventral com feixes vasculares colaterais. A nervura principal com face adaxial
plana, abaxial convexa e feixe vascular bicolateral. A raque apresenta epiderme
levemente papilosa com presenca de estdmato, sistema vascular envolto por bainha
esclerenquimatica e regido central preenchida por parénquima. O peciolo é
semelhante a raque. A analise histoquimica indicou na nervura central a presenca
compostos fendlicos e lignina; na raque compostos fendlicos, lignina e lipidios; no
peciolo compostos fendlicos, taninos, lignina, lipidios e terpenos. Os resultados
indicaram que as analises anatbmicas das folhas de Cassia fistulam L.
apresentaram estruturas comuns a outras espécies de Caesalpinioideae. Nos testes
histoquimicos, foi observado a presenca de compostos fendlicos em todas as
regides analisadas.

PALAVRAS-CHAVE: Idioblastos. Medicinal. Ornamental.
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ANATOMY AND HISTOCHEMISTRY OF Cassia fistula L. LEA VES
(LEGUMINOSAE-CAESALPINIOIDEAE)

ABSTRACT

Cassia fistula L., popularly known as Golden Rain or ‘Canafistula’, occurs in South
Africa, Mexico, China, India, Africa and Brazil. It has importance as both an
ornamental and medicinal species, the latter as an anti-inflammatory, antifungal and
antibacterial agent. The objective of this work was an anatomical and immuno-
histochemical analysis of this species. Material, collected at the FC herbarium,
Federal Rural University of Amazonia, was set in TNF and FAA and subjected to
standard plant anatomy and histochemistry methods. In front view, the cells of the
adaxial epidermis had rectangular straight shapes, anticlinal walls on the abaxial in
varied shapes and with no defined organization. Trichomes were observed on both
sides and paracytic stomata on the abaxial surface only. In cross section, the leaflet
blade epidermis had heterodimencionais cells with a thick and slightly papillose
cuticle. The mesophyll is dorsiventral with collateral vascular bundles. The main vein
with a flat upper side, was convex abaxial with a bicollateral vascular bundle. The
rachis had a slightly papillose epidermis with the presence of stomata, a vascular
system surrounded by a sclerenchymatic sheath and a central region filled with
parenchyma. The petiole is similar to the rachis. The immuno-histochemical analysis
indicated phenolic compounds and lignin in the midrib; phenolic compounds, lignin
and lipids in the the rachis; and phenolic compounds, tannins, lignin, lipids and
terpenes in the petiole. The results indicated that the anatomical analysis of Cassia
L. fistulam leaves had structures common to other Caesalpinioideae. In
histochemical tests, it was observed the presence of phenolic compounds in all
analyzed regions.

KEYWORDS: Idioblasts. Medicinal. Ornamental.

INTRODUCAO

Leguminosae € a terceira maior familia botanica, sé perdendo para as familias
Asteraceae Bercht. & J.Presl e Orchidaceae A.Juss. (FORERO, 2005). Apresenta
distribuicdo cosmopolita, com aproximadamente 727 géneros e 19.325 espécies,
que variam de arvores de pequeno, meédio ou grande porte, como ervas anuais ou
perenes, eretas, prostradas, difusas, trepadeiras, lianas, subarbustos e arbustos
(LEWIS et al., 2005).

A familia possui aproximadamente 188 géneros e cerca de 2.100 espécies
ocorrentes no Brasil, em quase todas as formacdes vegetais (BARROSO et al.,
1991). Abrange trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae
(SIMPSON, 2006; SOUZA & LORENZI, 2008; JUDD et al., 2009).

Tem importdncia econbmica, ficando atrds apenas de Poaceae
(WOJCIECHOWSKI et al.,, 2004), como também, importancia ecolégica de
relevancia na fixacao de nitrogénio da atmosfera, pela simbiose de bactérias com os
nodulos de suas raizes (SPRENT, 2001). Constituido por mais de 600 espécies, o
género Cassia L., esta distribuido em regides tropicais e subtropicais de todo o
mundo, podendo ser encontradas em forma de arbustos, arvores e ervas
(AGARKAR & JADGE, 1999).

Segundo LEWIS et al. (2005), algumas espécies desse género sao
amplamente cultivadas como ornamentais ao longo dos tropicos e subtrépicos, além
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disso, com inumeros usos medicinais. Cassia fistula L. é conhecida popularmente
como chuva de ouro ou canafistula, distribui-se em varios paises, tais como Africa
do Sul, México, China, india e Brasil (VIEGAS JUNIOR et al., 2006). Apresenta
importancia ornamental, devido aos cachos de flores amarelas serem muito
apreciados por sua beleza (MANE et al., 2012). Além disso, € utilizada para avaliar
0s niveis de poluigdo do ar, como um possivel agente para remover metais pesados
a partir de depdsitos de residuos (DAVISON, 2004).

De acordo com DANISH et al. (2011), C. fistula apresenta propriedades
medicinais, onde os extratos de varias partes da arvore, tais como raiz, casca, flor e
frutos sdo utilizados por algumas tribos indianas como agente antiinflamatdério,
antifingico e antibacteriano.

Atualmente, estdo sendo estudadas e relatadas aproximadamente 30
espécies como fontes ricas em derivados fendlicos, antracénicos e antraquinénicos,
entre elas, C. fistula, C. torosa e C. sophera. Essas substancias sdo descritas como
responsaveis pela atividade dos extratos de varias espécies medicinais serem
utilizadas em diversos paises, principalmente na india, Ceildo, China e Egito como
purgativos, mas também apresentam atividades antimicrobiana, bactericida, anti-
ulcerogénica, anti-inflamatoria, dentre outras aplicagbes (AGARKAR & JADGE,
1999; VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

Apesar dos diversos trabalhos com a familia Leguminosae, poucos sao 0s
trabalhos relacionados a C. fistula, principalmente estudos que se referem a
anatomia vegetal. Haja vista que, o conhecimento relacionado a estrutura anatémica
da planta pode fornecer informacdes Uteis em varias areas, desde sua identificacao,
producao vegetal, propagac¢ao vegetativa, nutricdo vegetal, resisténcia a organismos
patogénicos e ao estresse hidrico (SILVA et al., 2005). Dessa forma, o objetivo foi a
analise anatbmica e histoquimica das folhas de C. fistula como contribuicdo a
estudos farmacoldgicos.

MATERIAL E METODOS

O material botanico de apenas um individuo de Cassia fistula foi coletado na
Universidade Federal Rural da Amazonia- UFRA, campus Belém-Pa (Figura 1A e
1B). Ramos foram coletados para a retirada de folhas (foliolos, raque e peciolo) para
as analises estruturais e histoquimica as quais foram realizadas no Laboratério de
Anatomia Vegetal, da Coordenacéo de Botanica, do Museu Paraense Emilio Goeldi
— LAVEG/MPEG (Figura 1C). A identificacdo foi realizada pelo especialista em
Leguminosae Dr. Antonio Sérgio Lima da Silva, pesquisador do Museu Paraense
Emilio Goeldi e as exsicatas incluida no Herbario Felisberto Camargo-FC, com
namero de registro 2592.
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FIGURA 1: A) e B) Individuo de Cassia fistula L. no campus da
Universidade Federal Rural da Amazénia; C) amostra utilizada para o
estudo.

ANALISE ESTRUTURAL

O material foi fixado em FAA (formaldeido, acido acético e etanol 70% GL) e
FNT (formaldeido neutro tamponado e agua destilada) por 24 horas e estocadas em
alcool etilico 70%. A dissociacao de epiderme do limbo foliolar (nervura central e
margem) foram submetidas em solu¢cdo aquosa de hipoclorito de sédio (1:1),
lavados com agua destilada e corados com fuccina basica 1% e montadas em
glicerina diluida a 50% (PURVIS et al., 1964), em seguidas foram feitas fotografias
para analise.

As amostras de foliolos, raque e peciolo, da regido mediana da folha, foram
desidratadas em série etilica (JOHANSEN, 1940). Incluidas em hidroxietiimetacrilato
(GERRITS & SMID, 1983). As secdes transversais foram realizadas em micrétomo
rotativo (Leica® RM 2245, Nussloch, Alemanha), corados com azul de toluidina (O’
BRIEN et al., 1965), e montadas em laminas semi-permanentes.

ANALISE HISTOQUIMICA

Para os testes histoquimicos foram feitos cortes a méo livres na regido na
nervura central do foliolo, na raque e peciolo, com material fixado em FNT para a
pesquisa de compostos fendlicos gerais, taninos e lignina. Material fresco para
terpenos, lipidios e alcaldides. Nos testes foram utilizados os reagentes: Cloreto
Férrico (JOHANSEN, 1940) para compostos fendlicos gerais; Floroglucina
Acidificada (JOHANSEN, 1940) para lignina; Vanilina cloridrica para taninos (MACE
& HOWELL, 1974); Sudam Black para lipidios (JOHANSEN, 1940); NADI para
terpenos (DAVID & CARDE, 1964) e reagente de Dragendorff para alcaloides
(SVENDSEN & VERPOORTE, 1983). Para o controle dos testes, ndo foram feitas
com solucdo extratora para cada reagente. Para a comprovagao foram utilizados
cortes ao natural de material fresco (Figura 6A-C). Dados da tabela 1 indicam a
reacao positiva de cada reagente.
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TABELA 1: Reagentes utilizados na histolocalizacdo de compostos secundarios
em folhas de Cassia fistula L.

A ~ " Referéncias
Substéancias Reagente Reacao positiva bibliograficas
Coloragao variando
L entre amarelo, Svendisen & Verpoorte
Alcaloides Drangedorff alaranjado e (1983)
marrom
Compostos Cloreto Marrom escuro,
fendlicos frri negro Johansen (1940)
. errico
gerais
Taninos Var,"“f‘a Alaranjado a Mace & Howell (1974)
cloridrica vermelho
Lignina Flo_ro.gllucma Réseo-vermelho Johansen (1940)
acidificada
T Sudan Azul marinho a
Lipidios Black preto Johansen (1940)
Terpenos NADI Roxo David & Carde (1964)

RESULTADOS E DISCUSSAO

As células epidérmicas da regido adaxial do foliolo, em vista frontal,
apresentam paredes anticlinais retas, sendo o contorno celular poligonal, com
predominio de formas retangulares (Figura 2B). As células da epiderme na regiao
abaxial sdo heterodimensionais apresentando formas variadas e sem organizacao
definida (Figura 2C). Essas células com formas diversificadas e com formatos
diferenciados sé@o concordantes a descricdo de RINNERT (2010) o que pode ser
uma caracteristica de Caesalpinioideae.

A ocorréncia de estdbmatos paraciticos (Figura 2C), corrobora com o0s
resultados de METCALFE & CHALK (1950), que descreveram para
Caesalpinioideae dois tipos estomaticos, tais como, paracitico e anomocitico. Além
disso, observou-se que 0s mesmos se concentram na epiderme abaxial, sendo que
na adaxial SGo escassos e restritos as regides adjacentes as nervuras, concordando
com METCALFE & CHALK (1950) e WATSON (1981).

Os tricomas tectores séo unicelulares circundados por cinco a sete células
poligonais, dispostas radialmente (Figura 2D). Os tricomas da regido adaxial sao
mais longos e apresentam apice mais agudo e curvado, em forma de gancho, os da
regido abaxial sdo mais curtos e eretos (Figura 2B e 2D).
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FIGURA 2: Vista frontal da epiderme do foliolo de Cassia fistula L.; A) Face adaxial
(40 pm); B) Tricoma tector na face adaxial (40 um); C) Face abaxial (40
pum) e D) Tricoma tector e estdmatos paraciticos na face abaxial (40

pum).

A lamina foliolar apresenta arranjo dorsiventral, concordando com METCALFE
& CHALK (1950), onde em seccao transversal da face adaxial, as células sdo
heterodimencionais elipticas de paredes periclinais menos curvas que as internas e
cuticula espessa. Na epiderme abaxial as células sdo heterodimencionais,
arredondadas e levemente papilosas (Figura 3C).

O mesofilo possui células do parénquima palicadico bem desenvolvido que
ocupam quase a metade da lamina foliolar na face adaxial, na abaxial parénquima
esponjoso (Figura 3C). Os feixes vasculares secundarios séo colaterais, circundados
por uma bainha esclerenquimatica e formando uma extensdo de bainha apenas na
face adaxial (Figura 3E). As fibras associadas ao sistema vascular foram observadas
em toda folha, sendo esta caracteristica comum na subfamilia Caesalpinioideae de
acordo com METCALFE & CHALK (1950).

A nervura principal em secgao transversal apresentou face adaxial levemente
plana e abaxial convexa (Figura 3A) e a regido do parénquima cortical € formada por
sete a oito camadas de células com parede espessada (Figura 3D). O feixe vascular
€ bicolateral, circundado por uma bainha esclerenquimatica que circunda quase
totalmente o feixe, havendo uma pequena interrup¢édo em um dos lados (Figura 3A e
3B). No esclerénquima foram encontrados idioblastos cristaliferos (Figura 3D), o que
de acordo com METCALFE & CHALK (1950), pode servir para diferenciar a
subfamilia Caesalpinioideae de Papilionoideae e Mimosoideae. Configurando-se
numa caracteristica taxonémica do grupo.

A margem apresenta epiderme papilosa subsequente e no mesofilo trés
camadas de colénquima. O feixe é colateral, porém a bainha esclerenquimética nédo
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circunda totalmente o mesmo (Figura 3F).

FIGURA 3: Secéo transversal da lamina foliolar de Cassia fistula L. A) Vista geral da
nervura central (100 um); B) Detalhe da regido adaxial da nervura
central (100 pm); C) Vista da lamina foliolar (100 um); D) Detalhe da
regido abaxial da nervura central (100 um); E) Detalhe do feixe
vascular no mesofilo (50 um) e F) Detalhe da margem (100 pm). (ep)
epiderme, (rc) regido cortical, (fl) floema, (xi) xilema, (be) bainha
esclerenquimatica, (pp) parénquima palicadico) e (pe) parénquima
esponjoso. Seta: Cristais no esclerénquima, cuticula.

A raque possui forma circular e em secao transversal com epiderme
levemente papilosa e estdbmato com cavidade bem acentuada (Figura 4E e 4F),
colénquima e parénquima na regido cortical com idioblastos (Figura 4D). O sistema
vascular esta envolto por bainha esclerenquimatica e regido central preenchida por
parénquima medular, constituido por células de diferentes tamanhos (Figura 4A e
4D).
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FIGURA 4. Secdo transversal da raque de Cassia fistula L. A) Vista geral do
sistema vascular (150 um); B) Detalhe mostrando regido adaxial (80
pum); C) Feixe vascular da regido adaxial (80 um); D) Vista da regido
abaxial (80 um); E) Epiderme com estémato (80 um) e F) Detalhe do
estbmato (20 um). (st) estdbmato, (ep) epiderme, (co) colénquima,
(be) bainha esclerenquimatica, (fl) floema, (xi) xilema e (pm)
parénquima medular. Seta: estémato.

O peciolo em secédo transversal se mostra como uma continuidade da raque,
apresentando essencialmente as mesmas caracteristicas anatdmicas. Apresenta
epiderme papilosa, colénquima com trés camadas de células, parénquima cortical
com sete a nove camadas e bainha esclerenquimatica em torno dos feixes (Figura
5A e 5E), o que de acordo com ESAU (1974) esta presente como tecido de
sustentacdo. O aspecto e disposicdo dos feixes vasculares e parénquima medular
seguem o mesmo padrdo observado na raque, entretanto, as células do parénquima
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medular apresentam contetdo em suas células (Figura 5F).

Ambos os feixes estdo circundados por uma bainha esclerenquimética e
nessa regiao, mas nos feixes excéntricos foram encontrados idioblastos cristaliferos
(Figura 5D), sendo importantes na protecdo contra a herbivoria (FRANCESCHI &

HORNER, 1980).

Fa

FIGURA 5: Secéo transversal do peciolo de Cassia fistula L. A) Vista da regi&o
adaxial (80 um); B) Vista parcial da regido adaxial (80 um); C) Vista
da regido abaxial (80 um); D) Detalhe do feixe excéntrico com
cristais (40 um); E) Vista da epiderme e regido cortical (40 pm) e F)
Detalhe da regido medular (40 um). (ep) epiderme, (be) bainha
esclerenquimética, (tf) tecido fibroso, (fl) floema, (xi) xilema. Seta:
Idioblastos cristaliferos e de compostos fendlicos.

Os resultados dos testes histoquimicos realizados nas folhas de C. fistula
encontram-se na tabela 2.
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TABELA 2: Localizagdo in situ de compostos secundarios na
nervura central, raque e peciolo de Cassia fistula
L. Resultados: (-) negativo, (+) positivo.
Substancias
evidenciadas
Alcaldides - - -
Compostos
fendlicos gerais
Taninos -
Lignina +
Lipidios -
Terpenos - -

Foliolo Raque Peciolo

+ +

+

+ o+
+ + + +

Alcaloides nao foram encontrados na folha de Cassia fistula, ndo confirmando
a teoria de POZUELO et al. (2001) e HENRIQUES et al. (2007), em que nas
Leguminosae alcaloides séao produzidos nas folhas e distribuidos aos demais érgaos
da planta. Porém, segundo VIEGAS JUNIOR et al. (2006) foi encontrado em
algumas espécies do género Cassia L. tais como, C. spectabilis e C. excelsa.

Compostos fendlicos foram evidenciados na regido cortical da nervura central
do foliolo, raque e peciolo (Figura 6D, 6E e 6F), de acordo com RINNERT (2010)
devido varias substancias estarem envolvidas nestes compostos, sendo as que mais
se destacam, cumarinas, flavonoides, ligninas, quinonas e taninos, entre outros,
justificando sua ampla distribuicdo entre as plantas. Esses compostos agem na
defesa contra herbivoros, patdgenos, radiacdo UV, possui também acéo alelopatica
(CROTEAU et al., 2000, OLIVEIRA et al.,, 2003, TAIZ & ZEIGER, 2004). Para a
farmacologia, atuam como anti-séptico, anestésico, antiinflamatorio, antioxidante
(DIAZ et al., 1999; BARBOSA, 2004).

Lignina foi detectada na nervura central, circundando os vasos do xilema,
tanto na nervura como na raque e peciolo (Figura 6G, 6H e 61). Confirmando apenas
ser a substancia encontrada em maior abundancia nas plantas, esta ligada a
celulose e a outros polissacarideos da parede celular (TAIZ & ZEIGER, 2004). Esta
presente no parénquima medular da raque e peciolo, portanto, esta grande
proporcdo de lignina, além de principal responsavel pela sustentacdo da planta,
pode proporcionar resisténcia ao ataque de microrganismos, concordando com o
que foi abordado por SILVA et al., (2005) com a deposi¢cédo da lignina, as plantas
tentam se defender de invasores formando barreiras estruturais, dificultando a
colonizagéo.
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FIGURA 6: Corte ao natural de Cassia fistula L. A) Nervura central do foliolo (100
pm); B) Raque (150 um) e C) Peciolo (150 um); D); E) e F)
Compostos fendlicos gerais na nervura central (70 pm), raque (90 pm)
e peciolo (40 um) e G); H) e I) Presenca de lignina na bainha
esclerenquimética, xilema e regido medular da nervura central (100
pm), raque (150 um) e peciolo (150 pm). Seta: Composto fendlico, (*)
Lignina.

Taninos foram encontrados no parénquima medular do peciolo (Figura 7E e
7F). Segundo ESAU (1974) e CASTRO et al. (2001), esses compostos sao um
grupo heterogéneo de substancias derivadas do fenol, aparecem como massas
granulares grosseiras ou finas de coloragcdo amarela, vermelho ou castanho.

Proporcionando a planta protecdo contra a desidratacdo, apodrecimento
(MACEDO et al., 2005) e ataque de microorganismos fitopatogénicos como fungos e
bactérias (TAIZ & ZEIGER, 2004). Outra funcéo relacionada a esses compostos € a
sobrevivéncia e o desenvolvimento de animais herbivoros quando ingerem alimentos
com esses compostos, além disso, frutos imaturos armazenam altos niveis de
taninos nas camadas celulares mais externas, agindo como repelentes alimentares a
uma grande variedade de animais (TAIZ & ZEIGER, 2004). Farmacologicamente, 0s
taninos apresentam propriedades adstringentes, cicatrizantes, anti-sépticas,
antioxidantes (KUKLINSKI, 2000; CUNHA & BATISTA, 2005).

No teste para lipidios, esse composto foi detectado no parénquima cortical da
raque e medular do peciolo (Figura 7A e B7), na qual ocorriam sob a forma de
goticulas. MOYNA & HEINZEN (2007) e SIMOES & SPITZER (2007) consideram
lipidios como grandes moléculas de origem biol6gica, soliveis em solventes
organicos, dentre os quais se destacam os 6leos fixos, ndo volateis, que consistem
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em misturas de substancias lipidicas encontradas com mais frequéncia nas
sementes.

Terpenos foram encontrados somente no peciolo, nas regides do parénquima
cortical e xilema (Figura 7C e 7D). VIEGAS JUNIOR (2003) ressaltou que durante o
crescimento da planta, os terpenos podem variar em diferentes partes, podendo esta
relacionado com a repeléncia e toxidade em herbivoros. Os terpenos costumam se
acumular no vacuolo e no citoplasma das células e nas camadas subcuticulares de
tricomas glandulares das folhas, entretanto, esse tipo de apéndice ndo foi
encontrado no peciolo.

FIGURA 7: A) e B) Presenca de goticulas de lipidios em células do
parénquima cortical da raque (70 um) e parénquima medular do
peciolo (70 pm); C) e D) Terpenos presentes no cortex
parenquimatico (70 pm) e xilema do peciolo (70 pm); E) Taninos
encontrados no parénquima medular do peciolo (90 um) e F)
Detalhe da presenca de taninos (40 um). Seta: Taninos, (*)
Terpenos.
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CONCLUSOES
As folhas de Cassia fistula L. apresentaram caracteristicas anatdbmicas para
Caesalpinioideae, porém ha necessidade de analise de mais espécies deste grupo.
Os testes histoquimicos mostraram que compostos fendlicos estdo presentes
em todas as regides da folha.
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