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RESUMO

Schinus terebinthifolius Raddi conhecida popularmente por aroeira e amplamente distribuida
no Brasil, é utilizada na medicina tradicional por apresentar atividades bioldgicas
comprovadas. Estas sdo geralmente atribuidas a presenca dos polifenois e taninos existentes
em sua composi¢cdo. O objetivo deste trabalho foi realizar caracterizagdo anatdmica e
histoquimica dos ramos e da casca do caule e validar metodologia para quantificacdo de
taninos totais presentes na casca empregando o reagente de Folin-Ciocalteau (FC). O material
vegetal foi coletado, identificado no herbario do IPA e a exsicata depositada sob o numero
87539. O material foi preparado em laminas semipermanentes seguindo os procedimentos
usuais em anatomia vegetal. A folha é revestida por cuticula estriada, possui tricomas e
estdbmatos anomociticos apenas na face abaxial. O mesofilo é assimétrico em disposi¢do
dorsiventral com feixes vasculares colaterais. O caule apresenta tricomas tectores e
glandulares, lenticela e raios unisseriados. O xilema é constituido por elementos de vasos
todos com placas de perfuracdo simples, e pontuacfes dos tipos alternadas, reticuladas e
escalariformes; podem apresentar apéndice nas extremidades ou ndo. Na casca observa-se
bainha esclerenquimatica completa, camadas de floema secundario e raios bisseriados
heterogéneos. Em todas as partes estudadas foram verificados cristais de oxalato de célcio e
canais secretores, estes sao ramificados na casca. Polifenois e taninos foram identificados em
todas as partes analisadas. A metodologia para quantificacdo de taninos foi validada quanto
aos parametros exigidos pela RE n° 899/2003. E demonstrou ser adequada para a espécie,
apresentando especificidade e linearidade (R? = 0,9924). A recuperacdo apresentou valores
entre 88,24 e 93,86%. O método tambem foi preciso através da repetitividade, determinada
pelo desvio padrdo relativo de seis extratos a concentracdo teste com TT = 3,29 pg/mL +
0,132 (4,00%), e na precisdo intermediaria os fatores dias e analistas diferentes néo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa. Quanto a robustez a analise demonstrou
que durante o experimento as amostras e o0 reagente FC devem ser protegidos da luz. Dessa
forma, os resultados deste trabalho contribuem para a diagnose desta espécie fornecendo
assim subsidios para a certificacdo de autenticidade da droga vegetal. Além de garantir
seguranca para a quantificacdo, por espectrofotometria, do teor de taninos totais na casca de
Schinus terebinthifolius.

Palavras chave: Aroeira. Anatomia. Histoquimica. Espectrofotometria. Polifenois.



ABSTRACT

Schinus terebinthifolius Raddi, popularly known as aroeira and widely distributed in Brazil, is
used in traditional medicine due to its proven biological activities. These are generally
attributed to the presence of polyphenols and tannins existent in its composition. The aim of
this study was to perform the anatomical and histochemistry characterization of the branches
and steam bark and to validate a methodology for quantification of tannins present in the stem
bark using the Folin-Ciocalteau (FC) reagent. The plant material was collected, identified at
the herbarium of IPA and the voucher was deposited under the number 87539. The material
was prepared in semipermanent glass slides according to the usual procedures in plant
anatomy. The leaf is coated by striated cuticle, trichomes and has anomocytic stomates only
on the abaxial surface. The mesophyll is asymmetrical in dorsiventral disposition with
collateral vascular bundles. The stem has glandular and no glandular trichomes, lenticels and
uniseriate rays. In the xylem were evidenced tracheid and vessel elements all with simple
perforation plates and alternate, reticulated and scalariform marks; may present appendix at
the ends or not. In the bark is observed sclerenchymatic sheath complete layers of secondary
phloem and biseriate heterogeneous rays. In all the parts analyzed were verified calcium
oxalate crystals and secretory ducts, these are branched in the shell. Polyphenols and tannins
were identified in all parts studied. The methodology for quantification of tannins was
validated for the parameters required by RE n° 899/2003. The methodology was adapted and
validated for the species, with specificity and linearity (R? = 0.9924). The recovery presented
values between 88.24 and 93.86%. The method is also accurate by repeatability, determined
by relative standard deviation of six extracts concentration test with TT = 3.29 pug / mL +
0.132 (4.00%), and in the intermediate precision the factors days and different analysts
showed no statistically significant difference. As for robustness, the analysis showed that
during the experiment the samples and FC reagent should be protected from light. Therefore,
the results of this work contribute to the diagnosis of this species thus providing subsidies for
certification of authenticity plant drug. Besides ensuring safety for quantification by
spectrophotometry of total tannins in the bark of Schinus terebinthifolius.

Keywords: Aroeira. Anatomy. Histochemistry. Spectrophotometry. Polyphenols.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas desde a antiguidade pela populacdo para o tratamento de
doencas. Com o desenvolvimento da ciéncia e avanco de pesquisas foi descoberto que as
plantas medicinais possuem metabolitos secundarios responsdveis por suas atividades
bioldgicas e que contribuem para a cura (CAPASSO, 1986; KOROLKOVAS, 1996; RATES,
2001; GARCIA et al., 2003). Com o passar do tempo o comércio de plantas aumentou e as
industrias de fitoterapicos também surgiram. Ocorrendo a disponibilidade e acesso a produtos
muitas vezes sem condi¢fes adequadas de uso, sem garantia da qualidade, segurancga e
eficacia, fundamentais para a recuperacdo ou preservacdo da saude do usuério. Necessitando-
se, portanto do desenvolvimento de métodos e especificacBes para garantir a qualidade desde
a exploracdo racional dos recursos naturais empregados como matéria-prima, durante o
processo de producéo até a dispensacdo do produto acabado (MARQUES, 1996; CALIXTO,
2000; ELVIN-LEWIS, 2001; RATES, 2001; CHAN, 2003; BENT; KO, 2004; GIVEON et
al., 2004; FISHER, 2005).

A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 14/2010 trata das exigéncias para a
obtencéo do registro de fitoterapicos na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
E como requisitos minimos sdo exigidos métodos de controle de qualidade botanico e
quimico. Para o controle de qualidade botanico sdo exigidos testes de autenticidade e
identificacdo microscopicas, que podem ser obtidos através da andlise anatdbmica e
histoquimica. Dentro dos métodos de diagnose anatdmica hd a macera¢do que promove a
dissociacdo das células possibilitando observa-las isoladamente, sendo indicado para a analise
do material quando este se encontra fragmentado. Quanto ao controle quimico, as espécies
vegetais produzem diferentes substancias quimicas denominadas de metabolitos secundarios
em diferentes proporc@es, que variam, por exemplo, de acordo com o habitat, a pluviosidade,
o oferecimento de luz, as caracteristicas dos solos e do seu potencial genético. Algumas
substancias quimicas também podem ser caracteristicas de uma determinada espécie vegetal
(MIGLIATO et al., 2007; GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Neste contexto os metabdlitos
secundarios podem ser empregados como marcadores para a caracterizacao e identificacdo da
espeécie, assim como sua presenca pode ser responsavel pela manutengédo da eficacia da droga
vegetal (DAVID et al., 2004).
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Schinus terebinthifolius € uma espécie vegetal com reconhecida importancia
medicinal, sendo utilizada pela populacdo e suas cascas sdo empregadas na producdo de
diversos fitoterapicos e cosméticos tais como: Kios® (comprimido utilizado no tratamento de
grastrite), Kronel® gel (utilizado no tratamento de cervicites e vaginites), Sanativo® (utilizado
como cicatrizante) e Kronel® sabonete intimo ou infantil (ZUANAZZI; MONTANHA 2004;
MELLO; SANTOS, 2006). E uma espécie vegetal conhecida por apresentar alto teor de
polifenois, dos quais a maioria sdo taninos. Os taninos correspondem a um grupo de
substancias amplamente distribuido no reino vegetal, aos quais é atribuido um ndmero
significativo de atividades biolégicas (HASLAM et al., 1989; SCHOLZ, 1994). Devido as
suas atividades esses metabdlitos secundarios, bem como as espécies que 0s contém,
despertam um grande interesse para producdo de fitoterapicos. Diante disto tém sido
empregados como substancias marcadoras para avaliacdo da qualidade de diversas matérias
primas vegetais (SOARES, 2002; MELLO; SANTOS, 2006).

Devido a variedade de métodos e reagentes utilizados para realizar a quantificacdo de
taninos, existe a necessidade da padronizacdo e validacdo de um método que seja seguro e
eficaz. Assim como existe a variedade metodoldgica, cada espécie vegetal possui suas
caracteristicas particulares, e que ndo podem ser desconsideradas no momento de ensaios que
visam avaliar a qualidade da matéria prima que sera utilizada para a producéo de fitoterapicos.
Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo anatémica e histoquimica dos
ramos e da casca do caule de Schinus terebinthifolius Raddi, bem como a validacdo de
método de doseamento dos taninos presentes nas cascas, a fim de contribuir para o controle de

qualidade desta espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo farmacognostico e validar metodologia espectrofotométrica para

quantificacdo de taninos das cascas de Schinus terebinthifolius Raddi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Realizar caracterizagdo anatémica e histoquimica dos ramos e da casca do caule de S.
terebinthifolius;
> Otimizar e validar metodologia espectrofotométrica para quantificacdo de taninos das

cascas do caule de S. terebinthifolius.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Schinus terebinthifolius Raddi

Schinus terebinthifolius € uma espécie vegetal pertencente a familia Anacardiaceae, a
qual é composta por 79 géneros com aproximadamente 600 espécies, predominantemente
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais, mas poucas podem ocorrer em regides
temperadas (JUDD et al., 1999; JOLY, 2002). Nesta familia, as espécies podem apresentar
folhas inteiras ou compostas de disposicéo alterna, flores pequenas, ndo vistosas de coloragéo
branca ou amarelo-esverdeada com sépalas e pétalas pentdmeras e frutos que podem ser
secos, tipo noz, baciforme ou drupéaceo, podendo também ocorrer, desenvolvimento de
pseudofrutos como no género Anacardium (JOLY, 2002).

Algumas especies de Anacardiaceae sdo conhecidas por possuirem madeira de boa
qualidade e importancia alimentar, muitas sdo frutiferas, como Mangifera indica L. (manga),
Anacardium occidentale L. (caju), Spondias mombin L. (seriguela) e Pistacia vera L.
(pistache) (BARROSO, 1991; JUDD et al., 1999; LORENZI; MATQOS, 2002). QOutras sao
empregadas na medicina popular, sendo utilizadas como cicatrizante, estomaquico e
antidiarréico, principalmente pela presenca de taninos (JOLY, 2002) e O&leo-resinas
(SANGUINETTI, 1989; CRUZ, 1995; ALONSO, 1998; LORENZI; MATQOS, 2002). Como
exemplo de Anacardium humile A. St.-Hil. (caju-do-cerrado), Myracrodruon urundeuva
Allemao (arenditva) e Schinus molle L. (pimenteiro) (JOLY, 2002).

Muitas espécies de Anacardiaceae também sdo conhecidas por causarem dermatites
em individuos suscetiveis, devido a catecoOis presentes na resina secretada (CRONQUIST,
1981; JUDD et al., 1999). Além de taninos e 6leo-resinas, sao comuns em diferentes membros
desta familia, metabdlitos como terpenos, flavonoides, acidos organicos, e outros complexos
quimicos (LLOYD etal., 1977; MORTON, 1978; SKOPP; SCHWENKER, 1986).

Schinus terebinthifolius € uma das espécies de Anacardiaceae que desperta interesse
farmacéutico por se tratar de uma planta com propriedades medicinais, e por apresentar
constituintes fitoquimicos importantes, os quais tém auxiliado no tratamento e cura de
diversas doencas (GUERRA et al., 2000; AMORIM; SANTOS, 2003). E uma das 71 plantas
medicinais listadas pelo Ministério da Satde como de interesse ao Sistera Unico de Satide (SUS),

além de fazer parte da primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira (1926).
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3.1.1 Aspectos botanicos

Schinus terebinthifolius Raddi, conhecida popularmente por aroeira, aroeira vermelha,
aroeira pimenteira, pimenta brasileira, aroeira da praia, aroeira negra, aroeira mansa e fruto-
de-sabia (LORENZI, 1992; TAKEDA; FARAGO, 2001; DI-STASI; HIRUMA-LIMA, 2002;
LORENZI; MATOS, 2002). Essa espécie apresenta grande plasticidade ecoldgica, € nativa da
Ameérica do Sul (CARMELLO-GUERREIRO; PAOLI, 2002), distribui-se desde o Nordeste
do Brasil até o Rio Grande do Sul, sendo encontrada também na Argentina, Paraguai e
Uruguai (SANCHONETE, 1989). Esta presente em vérias formacdes vegetais e se adapta em
variados ambientes (LORENZI, 2002; BACKES; IRGANG, 2002), ocorrendo desde o nivel
do mar até 2000 metros de altitude, e em locais com precipitacdo média anual de 950 mm a
2200 mm (CARVALHO, 1997; TAKEDA; FARAGO, 2001; LORENZI; MATQOS, 2002).
Segundo a Fundacdo André Tosello (2003), a aroeira € encontrada também na transicdo do
cerrado e mata mesofila.

Sua altura pode variar de 5 a 10 m, podendo apresentar-se como arbustos de caule
retorcido até a forma de arvore com copa globosa (LORENZI, 2002; BACKES; IRGANG,
2002). O didmetro do tronco varia de 20 a 60 cm (REITZ et al., 1983), revestido por casca
grossa. As folhas séo alternas, compostas, imparipinadas geralmente com nove ou onze
foliolos de aproximadamente 3 cm de comprimento e 1 cm de largura. Estes sdo sésseis,
eliptico-lanceolados a obovados, coriaceos, de margem lisa a levemente serrilhada, apice
agudo a obtuso e base aguda (DUARTE et al., 2007). Possui inflorescéncias paniculadas, com
flores pequenas e esbranquicadas e os frutos sdo globdides vermelhos do tipo drupa
(TAKEDA,; FARAGO, 2001; LORENZI; MATOS, 2002). Estes séo conhecidos por pimenta-
rosa ou pimenta brasileira, e sdo utilizados na cozinha nacional e internacional como um
condimento alimentar que substitui a pimenta do reino (LORENZI, 1998; BACKES;
IRGANG, 2002).

Ecologicamente é classificada como planta perenifélia, heli6fita e pioneira
(SANCHOTENE, 1989; CARVALHO, 1997; LORENZI, 1998; BACKES; IRGANG, 2002).
Desenvolve-se facilmente em ambientes Umidos, crescendo também em terrenos secos e
pobres (LORENZI, 1992). Devido a facilidade do replantio e propagacéo, a aroeira é uma
especie potencial para o reflorestamento e recuperacdo de areas degradadas e solos pouco
férteis (REITZ; KLEIN; REIS, 1988; CARPANEZZI, et al., 1990; GLUFKE, 1999;
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TAKEDA; FARAGO, 2001; LORENZI; MATOS, 2002). Devido sua facilidade de
adaptacdo, tornou-se uma espécie invasora na Florida, sendo proibido o seu plantio
(BACKES; IRGANG, 2002).

3.1.2 Aspectos fitoquimicos

Schinus terebinthifolius é bastante estudada do ponto de vista quimico e diversos
estudos descrevem 0s constituintes presentes nesta espécie. Foram identificados metabolitos
secundarios como: fenois (STAHL et al., 1983; CERUKS et al., 2007), flavonoides
(KASSEM et al., 2004; DEGASPARI et al., 2005; LIMA et al., 2006), 6leos essenciais ricos
em triterpenos, monoterpenos e sesquiterpenos (LLOYD et al., 1977; LIMA et al., 2006;
LIMA et al., 2009), alcaldides, saponinas (KROKER, 2003; LIMA et al., 2006), esteroides,
antraquinonas (LIMA et al., 2006) e alto teor de taninos (LORENZI, 2002; MATOS, 2002;
LIMA et al., 2006; LIMA et al., 2009; CARLINI et al., 2010; KROKER, 2012).

Em 1977, Lloyd e colaboradores, descreveram no éleo volatil, a presenca de a. e p —
pineno, carene, limoneno, o ¢  felandreno, p-cimeno e terpinoleno, juntamente com pequenas
quantidades de A&lcoois e cetonas monoterpernicas e triterpenicas, hidrocarbonetos
sesquiterpenicos, além de triterpenos (CAMPELO; MARSAIOLI, 1975) e triterpenos &cidos
(CAMPELO; MARSAIOLLI, 1974) nos extratos das cascas e folhas. Na Florida e em outros
paises, S. terebinthifolius é classificada como uma categoria de espécies terrestres invasoras,
devido a atividade alelopatica que possui (BENNETT; HABECK, 1991; MORGAN;
OVERHOLT, 2005). Tendo sido identificados 57 6leos essenciais, em varias partes desta
espécie, das quais boa parte foram terpendides que representaram 4,65% (m/m) nos frutos
maduros, podendo estes 0leos serem potenciais substancias quimicas alelopaticas (ALMEIDA
BARBOSA et al., 2007).

Em extrato etandlico das folhas foram evidenciados fenois, flavonas, flavonoides e
esteroides (LIMA et al., 2006). Ceruks e colaborados (2007) analisaram a fragdo acetato de
etila, de uma particdo de extrato etanolico das folhas, e guiados pelo ensaio para deteccédo do
potencial antirradical livre (DPPH) isolaram cinco compostos fendlicos, galato de etila, galato
de metila, miricetina, miricetrina (miricetina-3-O-a-ramnosideo) e quercitrina (quercetina-3-

a-ramnosideo). A composicdo do extrato das folhas de S. terebinthifolius obtidos por
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bioprospeccéo revelou a presenca de saponinas, flavonoides, triterpenos, esterdides e taninos
(JOHANN et al., 2007).

A analise quimica da casca de Schinus terebinthifolius provou a existéncia de
antraquinonas, xantonas e esteroides livres (LIMA et al., 2006). Foi identificada a presenca de
alto teor de taninos condensados (catequina), acido galico e flavonoides. Saponinas, derivados
de &cido cinamico, triterpenos/esteroides, monoterpenos, sesquiterpenos e agtcares também
foram evidenciados (LIMA et al., 2009; SANTOS et al., 2000). Carlini e colaboradores
(2010) quantificaram em extrato liofilizado das cascas de S. terebinthifolius, 43,5% de fenois
totais, dos quais 0,9% correspondiam a taninos galico. Lima e colaboradores (2006)
verificaram no extrato etanolico da casca do caule de S. terebinthifolius a presenca de fendis,
triterpenos pentaciclicos e antraquinonas enquanto que no extrato hexano o teste foi positivo
para flavonas, flavonoides, xantonas, esteroides, antraquinonas e triterpenos pentaciclicos
(LIMA et al., 2006).

3.1.3 Propriedades medicinais

H& muitos anos o uso medicinal da Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) € descrito,
tendo sido referido na primeira edi¢do da Farmacopeia Brasileira (1926). A aroeira é bastante
utilizada pela populagdo desde a época dos jesuitas, que preparavam o “Bélsamo das
Missdes” com sua resina, famosa no Brasil e no exterior, devido suas propriedades
terapéuticas, sendo indicada popularmente contra gastrite, azia, febre, uretrite, diarréia, tosse,
reumatismo, dor de dente e micoses (KROKER, 2003). Esta espécie é muito utilizada na
medicina popular, e ha diversos estudos que através de diferentes modelos farmacoldgicos
relatam propriedades como anti-inflamatéria (GAZZANEO et al.,, 2005; CAVALHER-
MACHADO et al., 2008), antimicrobiana (SCHMOURLO et al., 2005; LIMA et al., 2006;
JOHANN et al., 2007; SILVA et al., 2009), cicatrizante (COUTINHO et al., 2006; LUCENA
et al., 2006), expectorante, antiséptico, antidiarreico (DI-STASI; HIRUMA-LIMA, 2002;
LORENZI; MATOS, 2002; MEDEIROS et al., 2004), antioxidante (VELAZQUEZ et al.,
2003; AABY et al., 2004; CERUKS et al., 2007), gastroprotetor (FALCAO et al., 2008;
CARLINI et al., 2010) e antitumoral (QUEIRES et al., 2006).

Em 1977, Lloyd e colaboradores descreveram que o Oleo essencial de Schinus

terebinthifolius foi usado para tratar problemas respiratdrios, micoses e infec¢des por Candida
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spp. (uso tdpico), e que essas atividades foram atribuidas a altas concentracdes de
monoterpenos presentes. Enquanto Siddiqui e colaboradores (1995) relataram que os 6leos
essenciais desta planta possuem atividade antibacteriana contra Escherichia coli, Shigella
dysenteriae, Bacillus subtilis e cepas de Staphylococcus sp. O estudo realizado por Silva e
colaboradores (2009), utilizando isolados de bactérias causadoras de otite em cées, mostrou
que o Oleo essencial de S. terebinthifolius foi ativo contra todos os estafilococos coagulase-
positiva obtidos a partir de cdes doentes, resistente a varios antibidticos indicados para a
terapia.

O extrato hidroalcéolico de folhas da Aroeira mostrou significativa atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, e
acdo antifungica contra Candida albicans, em concentraces de 12,6 e 6,3 mg/mL
(MARTINEZ et al., 1996; MARTINEZ et al., 2000). O extrato etandlico das folhas inibiu o
crescimento de Staphylococus aureus, Pseudomona aeruginosa e Candida albicans
(MARTINEZ et al., 1996; GUERRA et al., 2000). Em estudo de Johann e colaboradores
(2007), sobre a atividade antifungica da aroeira, 0s extratos das folhas nas fracdes acetato de
etila e diclorometano apresentaram forte atividade contra cepas de Candida krusei, Candida
glabrata e de Sporothrix schenckii (Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) de 30 pg/mL),
esta ultima foi altamente sensivel para o extrato etandlico das folhas de Schinus
terebinthifolius (CMI de 15 pg/mL).

Em contraste, os extratos a partir da casca de S. terebinthifolius foram mais ativos
contra Cryptococus neoformans, considerando que o extrato bruto (etandlico) e a fracdo de
acetato de etila exibiram uma CMI de 30 pg/mL. O extrato aquoso das folhas ndo foi eficiente
contra Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli e o extrato etanélico foi mais eficiente
contra C. albicans (SCHOMOURLO et al., 2006). Em estudo de Amorim e Santos (2003),
extratos aquosos da folha e do caule ndo apresentaram atividade em concentracdes inferiores a
1000 pg/mL. Porém, em outro trabalho o extrato aquoso de S. terebinthifolius inibiu o
crescimento de Candida albicans (SCHMOURLDO et al., 2005).

O extrato etanolico da casca de Schinus terebinthifolius numa concentracdo de 1
mg/mL, bem como as fracbes em hexano, cloroformio e em acetato de etila provenientes
deste, apresentaram melhor atividade contra cepas resistentes de Staphylococcus aureus
(fluorquinolonas resistentes e resistentes a macrolideos) que contra cepas suscetiveis a

tratamento com antimicrobianos tradicionais (LIMA et al., 2006). Também foi descrito 0 uso
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popular de S. terebinthifolius para tratar infeccbes respiratdrias (LIMA et al., 2006) e que esta
espécie é indicada para o tratamento de vaginite e estomatite bacteriana (AMORIM,;
SANTOS, 2003).

Estudos também revelam atividade cicatrizante, na qual o extrato hidroalcoolico da
casca de Schinus terebinthifolius por via intraperitoneal apresentou um efeito positivo no
processo de cicatrizacdo de anastomoses do colon (COUTINHO et al., 2006), na cicatrizacéo
de feridas cirurgicas em bexiga (LUCENA et al., 2006) e por via percutanea, apresentou acdo
cicatrizante nas feridas do dorso de ratos (CASTELO BRANCO NETO et al., 2006). Também
foi evidenciado que alguns eventos responsaveis pelo processo de cicatrizacdo foram
favorecidos em ratos que receberam extrato de aroeira para tratar feridas cirdrgicas em
bexigas, como por exemplo neoformacao vascular, colagenizacdo e menor inflamagdo aguda
(LUCENA et al., 2006).

Ceruks e colaborados (2007) analisaram a fracdo acetato de etila das folhas de S.
terebinthifolius, isolaram os seguintes compostos: galato de etila, galato de metila, miricetina,
miricetrina (miricetina-3-O-a-ramnosideo) e quercitrina (quercetina-3-a-ramnosideo), 0s
quais apresentaram potencial atividade antioxidante do tipo antirradical livre (DPPH).
Kikuzaki e colaboradores (2002) compararam as atividades do acido gélico e de uma série de
seus ésteres frente ao DPPH, para analisar suas atividades antioxidantes, e todas as
substincias foram mais ativas que o a-tocoferol. Visto que ésteres do &cido gélico e
flavonoides derivados da miricetina e quercetina apresentam elevado potencial anti-radicalar
(KIKUZAKI et al., 2002; AABY et al., 2004) sugere-se que estas substancias e seus
derivados sejam as responsaveis pela atividade antioxidante da aroeira. Em estudo realizado
por Velazquez e colaboradores (2003) com o extrato das partes aéreas da aroeira, também
revelou atividade antioxidante de S. terebinthifolius devido sua capacidade de sequestrar o
radical livre DPPH e atividade de superoxido.

O extrato aquoso de folhas de Schinus terebinthifolius revelou atividade anti-
inflamatoria do tipo ndo-esteroidal, através de tratamento oral com doses de 0,125 a 0,5 g/kg
(MOURELLE et al., 1993). Triterpenoides presentes nos frutos mostraram ser inibidores
competitivos especifico da fosfolipase A2 secretada (JAIN et al., 1995).

O extrato de aroeira foi administrado por gavagem e por via intraperitoneal, onde foi
avaliado o indice de ulceracdo (ou numero de Ulceras por rato), sendo o extrato (decocto) da

aroeira ativo por ambas as vias. O efeito anti-Ulcera foi visto em doses de 50 mg/kg a 300
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mg/kg, onde os animais tratados com estas doses ou doses superiores ndo mostraram lesdes
géastricas. A utilizacdo do extrato de aroeira foi suficiente para produzir efeitos de aumento do
volume e do pH do suco gastrico, reducdo do sangramento além de reducdo do transito
intestinal, possuindo assim um efeito marcante de protecdo da mucosa gastrica em ratos
(CARLINI et al., 2010).

Estudos sobre plantas com ag&o antiulcerogéncia, relacionam essa atividade aos
compostos fendlicos (BORRELI; 1ZZ0O, 2000; FALCAO et al., 2008). Devido os efeitos
antioxidantes e de protecdo da mucosa gastrica, desses metabdlitos, especialmente dos
taninos. Estando estas substancias presentes em alta quantidade em Schinus terebinthifolius
(CARLINI et al., 2010). Em outro estudo pré-clinico, utilizando o decocto, ficou comprovada
a sua eficacia como protetor gastrico, elevando o pH do suco gastrico de 5,85 para 6,57
(SANTOS et al., 2006).

3.1.4 Aspectos toxicoldgicos

Estudos demonstraram que a resina, o cardanol e outros componentes do o6leo
essencial (o-felandreno, B-felandreno e 6-careno) de Schinus terebinthifolius podem causar
dermatite alérgica (STAHL et al., 1983; MORAES et al., 2004). Porém em ensaio pre clinico
realizado com o 6leo da aroeira, com doses menores que 225 mg/kg, ndo observaram-se
alteracdes clinicas nem histologicas significativas que indicassem potencial toxicidade
(SILVA et al., 2009).

Quanto ao extrato da casca do caule de S. terebinthifolius, administrado por via oral
em doses de até 5 g/kg, ndo houve qualquer sinal de toxicidade aguda em ratos (LIMA et al.,
2009). Resultados semelhantes foram obtidos com os frutos de aroeira consumidos por via
oral (PIRES et al., 2004).

O tratamento subagudo com doses didrias do extrato da casca por 45 dias
consecutivos, também ndo produziu qualquer sinal clinico de toxicidade ou mortes. Néo
ocorreram alteracfes no peso, na ingestdo de agua e de alimento durante o periodo de
tratamento. N&o houve alteragdes significativas nos pardmetros hematoldgicos e bioquimicos.
Além disso, ndo houve qualquer efeito sobre os niveis de alanina, aspartato aminotransferases
e gama-glutamil transpeptidase e creatinina, os quais sdo bons indicadores do funcionamento

do figado e das fungBes renais, respectivamente. A auséncia de toxicidade hepética foi
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confirmada pela avaliagdo histologica deste 6rgdo, e ao fato de os niveis plasmaticos de
colesterol permanecerem inalterados (HILALY et al., 2004; LIMA et al., 2009).
Os dados acima contribuem para a seguranca do uso desta espécie na medicina

popular e na producéo de fitoterapicos.

3.2 Taninos

Schinus terebinthifolius apresenta alto teor de taninos e estes estdo relacionados as
principais atividades biologicas desta espécie. Sabe-se que 0s taninos correspondem a um
grupo de metabdlitos secundarios amplamente distribuido no reino vegetal, ao qual é atribuido
um numero significativo de atividades (HASLAM et al.,1994). Sdo substancias complexas de
natureza polifendlica, com peso molecular variando de 500 a 3000 Dalton (MELLO;
SANTOS, 2006). De acordo com suas estruturas quimicas, sdo divididos em dois grupos:
taninos hidrolisaveis e taninos condensados (BRUNETON, 2001; MELLO; SANTOS, 2006).

Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres, com um acucar central e &cidos fenolicos,
principalmente acidos galico e elagico (Figura 1). Os galotaninos resultam da unido entre
unidades de &cido galico e um poliol. Os elagitaninos possuem um ou dois residuos de hexa-
hidroxidifenoila-D-glicose (HHDP) unidos a um agucar central (Figura 2).

Figura 1. Estrutura quimica do &cido galico e do &cido elagico.
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Os taninos condensados sdo oligbmeros e polimeros formados pela policondensagao
de duas ou mais unidades flavan-3,4-diol ou de flavan-3-ol, como a catequina ou a

epicatequina, respectivamente unidas por pares de ligacdes C4—C8 ou C4—C6 (Figura 2).

Figura 2. Estrutura quimica dos monémeros catequina e epicatequina.
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Esses taninos também sdo denominados proantocianidinas, devido a propriedade de
produzirem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas (MARTINS, 1998;
BRUNETON, 2001; MONTEIRO et al., 2005; MELLO; SANTOS, 2006; SHOJI et al.,
2006). Taninos hidrolisaveis e condensados se distribuem no reino vegetal seguindo padrdes
significativamente diferentes. Os condensados ocorrem amplamente em gimnospermas e
angiospermas, enquanto que o0s hidrolisdveis estdo quase restritos a angiospermas
dicotiledéneas (MELLO; SANTOS, 2006). Podem ocorrer na casca, folhas, frutos e galhos
(HARVEY, 2001).

Os taninos sdo metabdlitos secundarios de interesse econdmico, ecoldgico e medicinal.
A sensacdo adstringente provocada por vinhos, sucos de frutas, chas e outras bebidas esta
relacionada, em grande parte, aos taninos, devido a precipitacdo de proteinas ricas em prolina
presentes na saliva, levando a perda do poder lubrificante (BRUNETON, 2001; CHARLTON
et al., 2002; SIMON et al., 2003; MELLO; SANTQOS, 2006). Por precipitarem alcal6ides 0s
taninos também podem servir de antidoto em casos de intoxicacdes (MONTEIRO et al.,
2005).

Sdo atribuidas aos taninos atividades bioldgicas e farmacologicas, como acdo
cicatrizante de feridas e queimaduras, protecdo da mucosa gastrica, em casos de ulcera
gastrica, acdo bactericida, fungicida, antiviral, moluscicida, antitumoral, no tratamento de
arteriosclerose e da artrite reumatoide, antidiarreica, hemostatica e inibidores enzimaticos.
Essas atividades estdo relacionadas com a capacidade que estas substancias possuem de

formar complexos com macromoléculas como proteinas e polissacarideos e com ions
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metélicos, além de possuirem atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres
(MARTINS, 1998; BRUYNE, et al., 1999; BRUNETON, 2001; MELLO; SANTOS, 2006;
MONTEIRO et al., 2005). Dessa forma originam radicais estaveis, inibindo a peroxidacdo de
lipidios e outras substancias (BRUYNE et al.,1999; GAULEJAC et al., 1999; RIGO et al.,
2000; BRUNETON, 2001; GUENDEZ et al., 2005; MONTEIRO et al., 2005; MELLO;
SANTOS, 2006).

Por suas atividades bioldgicas, as espécies vegetais como Schinus terebinthifolius que
apresentam os taninos como metabdlitos secundarios despertam interesse para a producédo de
fitoterapicos. Diante do exposto, o0s taninos tém sido empregados como substancias
marcadoras para a avaliacdo da qualidade de diversas matérias-primas vegetais utilizadas na
producdo de medicamentos (SOARES, 2002; MELLO; SANTQOS, 2006). Sendo necessarios

métodos seguros e eficazes para a quantificacdo dessas substancias na droga vegetal.

3.3 Método de quantificacdo de taninos

Vérios sdo os métodos empregados para a determinacdo do teor de taninos, tanto
quantitativa quanto qualitativamente. Métodos colorimétricos, gravimétricos (MONTEIRO et
al., 2005), nefelométricos (CARVALHO et al., 2004), por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, espectrometria de massas ou ressonancia magnética nuclear.

Dentre os métodos colorimétricos destaca-se 0 método de determinacdo de fendis
totais, que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu, presente em diferentes compéndios oficiais
(PHARMACOPEE FRANCAISE, 1980; DEUTSCHES ARZNEIBUCH, 1992; WHO, 1992;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Este método foi criado por Folin e Macallum
(1912), e utilizavam o reagente fosfotingstico para quantificar o acido Urico na urina através
de reacdes de oxirreducdo. Posteriormente o reagente foi modificado e denominado reagente
de Folin-Denis (FOLIN; DENIS, 1912). E atualmente se utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu,
inicialmente denominado de reagente fenol modificado, que difere do reagente de Folin-Denis
pela presenca de sulfato de litio, adicionado para evitar a formacdo de precipitados
indesejaveis (FOLIN; CIOCALTEU, 1927; SCALBERT, 1992).

Ao empregar um excesso de reagente pode-se observar uma certa absorvancia na
regido espectral do azul acompanhada de turbidez. Esta ¢ atribuida a formacéo de precipitados

de sais insollveis de sodio, no caso do reagente de Folin Denis. Por este motivo houve a
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inclusdo de sais de litio no reagente de Folin Ciocalteu, com a finalidade de deslocar o sddio,
minimizando assim essa turbidez (FOLIN; CIOCALTEU, 1927; SCALBERT, 1992). Outro
motivo que leva a substituicdo do Folin Denis pelo Folin Ciocalteu é pelo o segundo possuir
uma maior sensibilidade (SCALBERT, 1992).

O mecanismo de reagdo que leva ao doseamento de polifenois totais no método de
Folin Ciocalteu € através de reagdo de oxirreducao, gerando um complexo de coloragéo azul,
derivado da reducdo do reagente pelas hidroxilas fendlicas, o qual é quantificado por
espectrofotometria (UV). A reacdo de formacdo do complexo ocorre em meio fracamente
alcalino, o que explica a presenca do carbonato de sodio na metodologia (FOLIN; DENIS,
1912; SCALBERT, 1992).

O método de Folin Ciocalteu é aplicdvel para a determinacdo de substancias
polifendlicas em geral, mas também possibilita a quantificacdo de taninos. O célculo do teor
de taninos é realizado indiretamente, subtraindo do teor de polifendis totais, o teor da fracdo
ndo tanante, ou seja, fracdo de polifendis que, em tratamento prévio com agente precipitante
(proteina), ndo precipitam (SCALBERT, 1992; COSTA, 1994; BRUNETON, 2001; MELLO;
SANTOS, 2006). Uma limitacdo deste método esta relacionada a escolha do agente
precipitante ideal, ou seja, 0 mais especifico, sensivel, preciso, de baixo custo, que necessite
de menor tempo de reacdo e que seja mais estavel.

Dentre 0s agentes precipitantes empregados para a precipitacdo dos taninos, esta o pé
de pele o qual é o mais preconizado por codigos oficiais (PHARMACOPEE FRANCAISE,
1980; DEUTSCHES ARZNEIBUCH, 1992; WHO, 1992). Entretanto, este apresenta
limitacOes relacionadas ao custo e a variabilidade de procedéncia, portanto estudos tém sido
realizados com o objetivo de elucidar o fenbmeno de complexacdo e para avaliar a eficacia de
outros agentes precipitantes, de natureza protéica ou ndo (BATE-SMITH, 1973; VERZA,
2006).

A caseina é a primeira escolha para a substituicio do pé de pele como agente
precipitante. Esta classe de proteinas é composta por moléculas anfipaticas, relativamente
pequenas, contendo grande nimero de residuos de prolina distribuidos de maneira uniforme
nas seqliéncias de aminoacidos. Essa organizacdo estrutural confere conformagdes
moleculares relativamente abertas. Todas as caseinas possuem uma carga negativa proxima da

neutralidade, o que facilita a complexacéo e a precipitacdo com taninos (LUCK et al., 1994).
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3.4 Validacdo de métodos analiticos

O fundamento do método de Folin-Ciocalteu, preconizado para a determinacéo do teor
de taninos é Unico. No entanto, a analise comparativa de diversos métodos oficiais
(DEUTSCHES ARZNEIBUCH, 1998; BRITISH PHARMACOPEIA, 2001; EUR. PH.; 2002;
F. BRAS. 2010), realizada por Verza (2006), revela que existem diferencas em termos de
técnica, em parametros tais como: composicdo de reagentes, tempo 6timo de leitura e
comprimento de onda. Além da suscetibilidade do complexo tanino-proteina a fatores tais
como: temperatura, pH, proporgéo tanino:agente complexante, massa molecular, solubilidade
do complexo e a prépria variabilidade do teor de taninos entre as diferentes espécies vegetais
estdo amplamente documentados na literatura. Diante dessas variabilidades entende-se a
importancia da padronizacdo desses parametros, e adequacdo do método para cada espécie
vegetal de interesse, valorizando assim suas diferentes composicoes. Esta padronizacdo pode
ser obtida através da validacdo do método. Sendo, portanto, importante a validacdo de
metodologia para quantificacdo de taninos de S. terebinthifolius.

Validacdo de um método analitico € o processo de demonstrar que o método é
adequado ao uso pretendido, € um aspecto essencial a garantia da qualidade analitica
(BARROS, 2002; BRASIL, 2003). Também pode ser entendida como um processo de
obtencdo, documentacdo e analise de dados, permitindo descrever o método de forma
detalhada, permitindo a identificacdo e o controle dos fatores de variacdo. A validacao €,
portanto, um processo sistematico, que permite que execucao do processo analitico siga
critérios estabelecidos e aceitos, e sejam reprodutiveis em diferentes laboratérios, com
precisdo e exatiddo, através do estabelecimento de limites de confianga (MARTINS, 1998).

Os testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em produtos
farmacéuticos sdo considerados validados, desde que sejam avaliados parametros como:
exatidao, precisao (repetitividade e reprodutibilidade), especificidade, linearidade e robustez
(ICH, 2005; BRASIL, 2003).
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Resumo: Schinus terebinthifolius Raddi conhecida popularmente por aroeira, desperta
interesse farmacéutico por apresentar propriedades anti-inflamatoria, antimicrobiana,
cicatrizante e antisséptica. O objetivo deste estudo foi realizar caracterizacdo anatdmica e
histoquimica com a finalidade de aplicar no controle de qualidade da matéria prima vegetal.
As amostras foram coletadas e preparadas em laminas semipermanentes seguindo 0s
procedimentos usuais em anatomia vegetal. A folha é revestida por cuticula estriada, possui
tricomas tectores e estdmatos anomociticos apenas na face abaxial. O mesofilo é assimétrico
em disposicdo dorsiventral com feixes vasculares colaterais. O caule apresenta tricomas
tectores e glandulares, lenticela e raios unisseriados. O xilema é constituido por elementos de
vasos todos com placas de perfuracdo simples, e pontuagdes dos tipos alternadas, reticuladas e

escalariformes; podem apresentar apéndice nas extremidades ou ndo. Na casca observa-se
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bainha esclerenquimatica completa, camadas de floema secundario e raios bisseriados
heterogéneos. Em todas as partes estudadas foram verificados cristais de oxalato de célcio e
canais secretores, estes sdo ramificados na casca. Polifenois e taninos foram identificados em
todas as partes analisadas. Estas estruturas sdo concordantes com estruturas anatémicas
descritas para a familia Anacardiaceae e contribuem para a diagnose desta espécie,

fornecendo assim subsidios para a certificacdo de autenticidade da droga vegetal.

Palavras chave: Anacardiaceae, aroeira, droga vegetal, microscopia, anatomia.
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Introducéo

Anacardiaceae ¢ uma familia composta por 79 géneros com aproximadamente 600
especies, predominantemente distribuidas nas regides tropicais e subtropicais, com poucas
especies em regides temperadas. Geralmente, representantes desta familia apresentam folhas
inteiras ou compostas de disposicéao alterna; flores pequenas e pentdmeras e frutos que podem
ser secos, tipo noz ou baciforme ou drupaceos, podendo ainda ocorrer pseudofrutos (Joly,
2002). Muitas espécies desta familia produzem taninos (Joly, 2002) e dleo-resinas (Alonso,
1998; Lorenzi & Matos, 2002), sendo os taninos responsaveis por diferentes atividades
terapéuticas (Haslam et al, 1994). Esta familia abriga espécies com importancia alimentar
(Lorenzi & Matos, 2002) e medicinal, sendo amplamente empregadas na medicina popular
como, por exemplo, Schinus terebinthifolius Raddi (Albuquerque et al, 2007).

Schinus terebinthifolius apresenta didmetro do tronco variando de 20 a 60 cm (Reitz et
al, 1983), revestido por casca grossa. Possui inflorescéncias paniculadas, com flores pequenas
e esbranquicadas e frutos globoides vermelhos do tipo drupa (Takeda & Farago, 2001;
Lorenzi & Matos, 2002). Também € denominada S. terebinthifolia Raddi, e pode ser
conhecida popularmente por aroeira, aroeira-da-praia, aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira,
pimenta-brasileira, aroeira-negra, aroeira-mansa e fruto-de-sabia (Silva-Luz & Pirani, 2012).
Essa espécie apresenta grande plasticidade ecoldgica, é nativa da América do Sul (Carmello-
Guerreiro & Paoli, 2002), distribui-se desde o Nordeste do Brasil até o Rio Grande do Sul
(Silva-Luz & Pirani, 2012), sendo encontrada também na Argentina, Paraguai e Uruguai
(Sanchotene, 1989).

Diversos estudos relatam os constituintes quimicos presentes nesta espécie, sendo

identificados os seguintes metabdlitos secundarios: Gleos essenciais (Lima et al, 2009),
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alcaloides, saponinas, triterpenos, flavonoides (Kroker, 2012; Lima et al, 2006), esteroides,
antraquinonas (Lima et al, 2006) e taninos (Carlini et al, 2008; Lima et al, 2009).

E uma espécie de interesse por se tratar de uma planta com propriedades medicinais e
alimenticias. Como alimento, o consumo de seus frutos é utilizado na culinéria nacional e
internacional (Backes & Irgang, 2002), e como medicinal, é popularmente indicada para o
tratamento de diversas doengas (Amorim & Santos, 2003; Albuquerque et al, 2007). Estudos
comprovam propriedades anti-inflamatéria (Cavalher-Machado et al, 2008), antimicrobiana
(Schomourolo et al, 2005; Johann et al, 2007; Silva et al, 2009), ser eficaz para o tratamento
de vaginites (Amorim & Santos, 2003; Lima et al, 2006), cicatrizante (Coutinho et al, 2006;
Lucena et al, 2006), expectorante, antisseptico, antidiarreico (Lorenzi & Matos, 2002;
Medeiros et al, 2004), antioxidante (Aaby et al, 2004; Ceruks et al, 2007), gastroprotetor
(Falcdo et al, 2008; Carlini et al, 2010) e antitumoral (Queires et al, 2006).

Diante da importancia medicinal de Schinus terebinthifolius, existe a necessidade da
correta caracterizagdo anatdbmica para o controle de qualidade da matéria prima vegetal.
Diante disso, o presente estudo teve como objetivo verificar a histolocalizacdo de metabdlitos
e caracterizar anatomicamente os ramos e as cascas do caule de S. terebinthifolius, a fim de
fornecer subsidios para a identificagdo e certificacdo de autenticidade da espécie. Além disso,
propde-se utilizar a técnica de maceracao para a dissociacdo das células do xilema, visando
contribuir para um melhor conhecimento das suas estruturas, tendo em vista que ndo ha

descricdes detalhadas sobre estas estruturas de S. terebinthifolius.
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Materiais e Métodos

Material vegetal

Os ramos e cascas do caule de Schinus terebinthifolius Raddi, foram coletados em
Recife — PE, nos meses de novembro/2011 e marco/2013. A identificacdo e deposito da
exsicata foram realizados no Herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto Agronémico de

Pernambuco sob o nimero 87539.

Metodologia

As amostras coletadas foram fixadas em FAA 50 e seccionadas a mao livre. Para o
caule dos ramos e para a casca foram obtidas seccBes transversais e longitudinais (radiais e
tangenciais). Para as folhas foram obtidas seccGes transversais e paradérmicas. As secgdes
foram clarificadas com hipoclorito de sédio a 30%, lavadas com agua destilada e coradas com
azul de astra e safranina. Por fim, l[aminas semipermanentes foram preparadas (Sass, 1951,
Johansen, 1940).

Para dissociacdo do material foi utilizado o método de maceragdo. Para este método,
os fragmentos da casca e fragmentos longitudinais do caule, permaneceram por cinco dias em
mistura de acido crdomico 10% e &cido nitrico 10% (1:1), sendo o material filtrado e a mistura
de acidos renovada a cada 24 horas. Por fim o material foi lavado com &gua destilada e
solucéo hidroalcoolica 50% e corado com safranina 1% em solugéo hidroalcoolica 50% (v/v)

por 24 horas (Johansen, 1940).



32

Para a andlise histoquimica utilizaram-se cortes transversais do caule e da folha dos
ramos e da casca, recém-coletados e ainda frescos. Na histolocalizacdo dos metabdlitos foram
utilizados como reagentes: Sudam Il para as substancias lipofilicas (Sass, 1951), cloreto
férrico para compostos fenolicos, lugol para amido, floroglucinol para ligninas, nadi para
terpendides (David & Carde, 1964) e vanilina cloridrica para taninos (Ricco, 2002).As
analises foram realizadas em fotografias digitais capturadas por camera digital (Sony)

acoplada ao microscopio optico (Olympus).

Resultados

Anatomia das folhas

Na face adaxial observa-se a epiderme constituida por células com formato poligonal,
que apresentam pontoacOes na parede celular (Figura 1A) e € revestida por cuticula estriada
(Figura 1B). Também na face superior observam-se drusas (Figura 1B). Os estbmatos estdo
inseridos no mesmo nivel das células vizinhas, sdo do tipo anomociticos e encontram-se
dispersos de forma aleatériaapenas na face abaxial da folha, classificando-a como folha
hipoestomatica (Figura 1C). Tricomas tectores e drusas também sdo observados na face
abaxial (Figura 1D).

Figura 1

A epiderme é uniestratificada em ambas as faces, apresentando células da epiderme
adaxial maiores que da epiderme abaxial, e na face superior observa-se a hipoderme. O
mesofilo & assimétrico, apresenta parénquima palicddico e lacunoso em disposicao

dorsiventral. O primeiro é constituido de duas camadas de células alongadas dispostas lado a
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lado perpendiculares a epiderme e o segundo € constituido por cerca de seis camadas de
células de formatos variados (Figura 2A). Também no mesofilo sdo observados canais
secretores (Figura 2A) e drusas de oxalato de calcio (Figura 2B). Os feixes vasculares sdo
colaterais, circundados por bainha parenquimatica e alguns estdo associados aos canais
secretores (Figura 2C).

Figura 2

A nervura central em seccdo transversal € biconvexa e logo apos a epiderme das faces
superior e inferior observa-se colénquima anelar. Apresenta trés feixes vasculares colaterais
localizados no centro da nervura. Observam-se cinco canais secretores associados ao floema e
dois apresentam lamen grande. Também € possivel observar células esclerenquimaticas
isoladas (Figura 3A) e drusas e cristais prismaticos no floema e no colénquima (Figura 3B).

Figura 3

Em seccdo transversal o peciolo é biconvexo, coberto por uma delgada camada de
cuticula, apresenta epiderme uniestratificada, seguida por quatro a cinco camadas de
colénquima. O parénquima cortical é constituido por cinco a nove camadas de células
parenquimaticas de diferentes dimensbes. Observa-se bainha esclerenquimatica descontinua
em torno dos canais secretores, 0s quais apresentam o limem relativamente grande. O sistema
vascular apresenta-se de forma continua, constituido por floema e xilema, o qual apresenta
poros dispostos radialmente. Em seguida observa-se a medula parenquimatica com calotas de
floema primério (Figura 4A). Cristais prismaticos e drusas sdo observados no colénquima, no
parénquima cortical e no floema (Figura 4B e C). Tricomas tectores também estdo presentes
(Figura 4D).

Figura 4
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Anatomia do caule

Seccdo transversal

Ao seccionar transversalmente o caule pode-se observar o caule em crescimento
primario e desenvolvendo o crescimento secundario. Em estadio primario o caule apresenta
cuticula espessa, epiderme unisseriada, parénquima cortical com cerca de 10 camadas de
células parenquimaticas e canais secretores associados ao floema. O sistema vascular possui
floema e xilema primarios, em feixes vasculares colaterais com disposicao eustélica, sendo
possivel observar cambio fascicular e interfascicular. O xilema primario esta diferenciado em
metaxilema e protoxilema. A medula € constituida de células parenquimaticas de paredes
espessadas e apresenta também canais secretores (Figura 5A).

Com o desenvolvimento o crescimento secundario pode-se observar que este apresenta
forma circular, com trés a quatro camadas de periderme substituindo a epiderme, sendo
possivel observar as células do suber e do felogénio. Em torno dos canais secretores sdo
verificadas fibras esclerenquimaticas. O sistema vascular apresenta cadmbio vascular se
diferenciando em floema e xilema. O xilema com fibras abundantes, vasos dispostos em
fileiras radiais e raios que se prolongam até o floema. E na medula sdo visualizadas calotas de
floema primario. Observa-se também na superficie, a presenca de lenticela (Figura 5B).

Figura 5

Cuticula espessa e periderme com oito camada pode ser observada na figura 6A. O
suber é constituido de células ligeiramente quadrangulares de diferentes dimensdes e com
parede espessada nos sentidos anticlinal e periclinal, e o felogénio apresenta células

retangulares achatadas radialmente (Figura 6A). No caule jovem também se evidencia a
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presenca de tricomas tectores unicelulares de ponta aguda e paredes espessadas e tricomas
glandulares do tipo claviforme de cabeca multicelular e peddnculo curto (Figura 6B). Bem
como drusas e cristais prismaticos nas células parenquimaticas em ambas as situacOes

(Figuras 6C e 6D).

Seccao Longitudinal

Na seccdo longitudinal radial ndo se observa epiderme, e sim periderme com células
do suber e do felogénio alongadas longitudinalmente, podendo-se observar as células da
feloderme semelhante as celulas do parénquima cortical, porém menores. No cortex algumas
células se apresentam alongadas longitudinalmente e outras circulares com diferentes
dimensGes (Figura 7A). No xilema € possivel observar elementos de vasos dispostos entre
fibras e raios unisseriados homocelulares compostos por células quadradas (Figuras 7B) e
elementos de vasos com pontuagdes variando dos tipos alternas a escalariformes (Figura 7C e
7D).

Figura 7

Em seccgéo longitudinal tangencial pode-se observar os elementos de vasos, as fibras,
que sdo as estruturas alongadas, estreitas e com extremidades afinadas e 0s raios unisseriados.
Assim como também, canal secretor (Figura 8A). Na figura 8B observa-se a ligacdo entre dois
elementos de vasos. Cristais prismaticos estdo presentes nas células parenquimaticas do
floema (Figura 8C) e verifica-se a presenca de placa crivada de elemento tubo crivado (Figura
8D).

Figura 8



36

Anatomia da casca do caule

Seccdo transversal

A periderme possui suber composto por aproximadamente 15 camadas de células
achatadas radialmente, e a feloderme apresenta varias calotas de fibras esclerenquimaticas
(Figura 9A) e canais secretores. Logo ap0s a periderme verifica-se uma bainha
esclerenquimatica continua (Figura 9B). Observam-se faixas tangenciais constituidas por
cerca de sete a dez camadas de células parenquimaticas, com canais secretores inseridos,
intercalando-se com regides floematicas contendo calotas de fibras esclerengquimaticas
também dispostas tangencialmente. Também & possivel observar os raios atravessando toda
espessura da casca (Figura 9C). Quanto ao tipo dos canais secretores, a origem € equizdgena,

e ao redor observam-se varios graos de amido (Figura 9D).

Secc¢do longitudinal radial e tangencial

Em seccdo radial observar-se o stber com células achatadas radialmente (Figura 10A)
e as células da feloderme com formatos irregulares e fibras esclerenquimaticas presentes
nesta. Faixas de células parenquimaticas intercalam-se com faixas floematicas, estas com
fibras abundantes, que dificultam a visualizacdo das células do floema (Figura 10B). Os raios
sdo heterocelulares constituidos por células parenquimaticas procumbentes, que sdo alongadas
no sentido radial, e eretas, estas localizadas nas margens superior e inferior do raio. As células
das faixas parenquimaticas apresentam-se em sua maioria alongadas longitudinalmente e

algumas sdo arredondadas (Figura 10C). No floema € possivel observar células
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parenquimaticas contendo cristais prismaticos (Figura 10D). Em secc¢do tangencial os raios
sdo bisseriados (Figura 11A) e os canais secretores sdo ramificados (Figura 11B).
Figura 10

Figura 11

Células dissociadas do caule

No xilema, através da dissociacdo das células, constatou-se a presenca de
elementos de vasos todos com placa de perfuracdo simples. Foram observados vasos com
pontoacdes do tipo reticulada, sem apéndice em ambas as extremidades e de Iimen estreito
(Figura 12A), pontoacdes reticuladas a escalariforme, com apéndice em ambas as
extremidades e lumen estreito e fibras libriformes abundantes (Figura 12B), pontoactes
escalariforme com apéndice em uma das extremidades e de limen estreito ou largo, assim
como também fibras libriformes (Figuras 12C), vasos com pontoacdes reticulada a
escalariforme, de limen estreito, apéndice em apenas uma das extremidades e fibras
libriformes (Figura 12D). Também se confirma a presenca de células pétreas (Figuras 12E) e
de traqueideo (Figura 12F). A tabela 1 apresenta uma comparacdo entre as estruturas
anatomicas do caule dos ramos e da casca.

Figura 12
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Tabela 1. Comparacdo anatémica do caule e da casca do caule de Schinus terebinthifolius.

CAULE DOS RAMOS
(Crescimento primario)

CAULE DOS RAMOS (Inicio de

desenvolvimento secundério)

CASCA

Cuticula e Epiderme

Fibras escassas

Floema e xilema (eustélica)
interligados por cdmbio
interfascicular

Raio unisseriado homocelular

Ausente

Tricomas tectores e
glandulares

Cristais de oxalato de calcio

Canais secretores

Desenvolvimento de periderme

Fibras em torno dos canais

Floema e xilema dispostos
continuamente

Raio unisseriado homocelular
Lenticelas
Tricomas tectores e glandulares
Cristais de oxalato de calcio

Canais secretores

Periderme e stber evidente
Fibras abundantes, no
floema, parénquima e

bainha

Faixas de floema e
parénquima
Raio bisseriado
heterocelular

Ausente

Ausente

Cristais de oxalato de
calcio
Canais secretores
ramificados

Histoquimica

Foliolo

Foi evidenciada a presenca de substancias lipofilicas apenas na cuticula (Figura 13A).

O floroglucinol revelou lignina nas fibras do xilema da nervura central e em fibras presentes

no mesofilo (Figura 13B). O cloreto férrico e a vanilina cloridrica evidenciam,

respectivamente, polifenois (Figura 13C e D) e taninos (Figura 13E e F) por toda extensdo da

folha. Terpendides foram observados na cuticula, nas células da epiderme e da hipoderme, em

células em torno do canal secretor (Figura 13G) e nas células parénquima palicadico (Figura

13H). Néo foi identificada a presenca de amido.

Figura 13
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Caule dos ramos

Os testes histoquimicos indicaram a presenca de substancias lipofilicas na cuticula, na
periderme, nas fibras do xilema, nas fibras esclerénquimas localizadas em torno dos canais
secretores (Figural4A) e nos tricomas tectores (Figura 14B). O cloreto férrico reagiu com as
células do suber e com as células da medula, mas compostos fenolicos em abundancia foram
evidenciados no felogénio, no parénquima cortical, nas células esclerenquimaticas em torno
dos canais secretores e no floema. Observa-se também polifendis no interior das fibras do
xilema (Figura 14C). Reservas de amido foram verificadas no floema (Figura 14D), no
interior das fibras do xilema e nas células parenquimaticas da medula, principalmente nas
proximidades do xilema (Figura 14E). As fibras esclerenquimaticas presentes no parénquima
cortical e as fibras do xilema apresentam-se lignificadas (Figura 14F). Os taninos estdo
presentes em abundancia no felogénio, no parénguima cortical, nas fibras em torno dos canais
secretores, no floema, no interior das fibras do xilema e em menor intensidade na medula
(Figura 14G).

Figura 14

Casca do caule

Foi evidenciada a presenca de substancias lipofilicas no interior dos canais
secretores, discreta presenca nas células parenquimaticas das faixas tangenciais e nos raios
(Figura 15A). Reservas de amido estdo presentes principalmente nas células parenquimaticas
das faixas tangenciais, mas também ocorrem no floema (Figura 15B). O floroglucinol revelou

lignina nas fibras esclerenquimaticas inseridas no floema (Figura 15C). O cloreto férrico e a
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vanilina cloridrica evidenciam alta concentracédo de polifenois (Figura 15D) e taninos (Figura
15E), respectivamente, presentes por todas extensdo da casca. A tabela 2 apresenta uma
sintese dos resultados dos testes histoquimicos realizados.

Figura 15

Tabela 2. Histoquimica das folhas, do caule e da casca do caule de Schinus terebinthifolius.

PARTE LIPIDIO AMIDO LIGNINA POLIFENOIS TANINOS
Cuticula e Fibras do Toda
FOLHAS parénquima Ausente xilemado  Toda extensao u
o . extensdo
palicadico mesofilo
Floema e na
CAULE Fibras, periderme e rg]fidn:;aas Toda
DOS P P Fibras Toda extenséo «
tricomas calotas de extensao
RAMOS
floema
primario
Interior dos canais,
raios e das faixas Faixas de Toda
CASCA de parénquima parénquima e Fibras Toda extensao ~
. extenséo
associadas ao no floema
floema

Discussao

Caracteristicas da folha como células da epiderme adaxial maiores que da epiderme
abaxial, presenca de hipoderme, mesofilo com organizacdo dorsiventral apresentando canais
secretores, nervura central biconvexa com cerca de cinco canais secretores, estdmatos
anomociticos, hipoestomatica, presenca de drusas e cristais prismaticos corroboram com
caracteristicas descritas em outras diagnoses (Oliveira, 2004; Duarte et al, 2007; 2009; Junior,
2009; Grisi, 2010). O peciolo segue o perfil de organizacdo semelhante ao do caule. As

estruturas do caule dos ramos de Schinus terebinthifolius, como a disposicdo da regido
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cortical, do sistema vascular e da regido medular, confirmam caracteristicas estruturais das
dicotileddneas, classe a qual a aroeira pertence.

Em diagnose realizada por Duarte e colaboradores (2007), foi relatada a presenca de
epiderme e felogénio no sistema de revestimento caulinar. No entanto Oliveira (2004)
observou periderme revestindo o caule de Schinus terebinthifolius. Neste estudo pdde-se
caracterizar e diferenciar a anatomia do caule em crescimento primario, em estadio de
transicdo para o crescimento secundario e da casca, na qual as estruturas secundarias sdo
definidas. Este resultado demonstra a importancia em primeiramente identificar a parte da
planta a ser analisada e em seguida qual o estadio de crescimento que esta parte se encontra.
Visto que ha diferencas estruturais, podendo ser essa a justificativa pelos resultados diferentes
descritos nos trabalhos de Duarte e colaboradores (2007) e de Oliveira (2004). Além de a
literatura relatar que os farmacogenos geralmente estdo presentes em estruturas com
crescimento secundario.

Ao observar o caule dos ramos transitando do estadio de crescimento primario para o
secundario observa-se 0 um avanco no desenvolvimento do sistema vascular, o que vai
garantir aumento do didmetro do caule. Na casca observam-se varias camadas de floema
intercalando-se com faixas de parénquima cortical. Verifica-se também, que no caule
transitando para o crescimento secundario e na casca hd um aumento no nimero de canais
secretores associados ao floema, os quais na casca apresentam um formato ramificado e ndo
mais circular.

As mesmas caracteristicas do xilema como a presenca de raios (Gongalves et al, 2005)
e a disposicdo dos elementos de vasos em fileiras radiais observadas nesta analise, foram
verificadas por Duarte e colaboradores (2007) e Oliveira (2004), sendo também um arranjo

caracteristico da familia Anacardiaceae (Metcalfe & Chalk, 1950). Neste estudo foram
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verificados raios bisseriados heterocelulares com células procumbentes e eretas conforme
relatado por Cury (2001), e em alguns cortes foi possivel observar o paréngquima axial
paratraqueal. Porém, diferentemente do observado neste estudo, Cury (2001) observou vasos
na maioria multiplos e dispostos de forma difusa, parénquima axial difuso e tilos nédo
abundantes. O que pode ser justificado pelo fato da amostra utilizada no estudo de Cury
(2001) ter sido retirada diretamente do tronco, o qual € mais desenvolvido. Enquanto, as
amostras analisadas, neste estudo, foram retiradas das extremidades dos ramos.

Gongcalves e colaboradores (2005), em analise de amostras carbonizadas de varias
espécies de Anacardiaceae, dentre elas Schinus terebinthifolius, também verificou poros
difusos como Cury (2001), mas, com parénquima axial paratraqueal escasso. Gongalves et al
(2005) e Cury (2001) relataram a presenca de cristais nas células parenquimaticas dos raios de
S. terebinthifolius, conforme visto no floema nesta anélise em ambos estadios.

Os tricomas auxiliam na caracterizacdo de grupos taxondmicos, por assumirem
morfologia variada e caracteristica de determinadas espécies sendo assim importantes na
identificacdo de drogas vegetais (Metcalfe & Chalk, 1988). Neste trabalho o corte transversal
do caule dos ramos de S. terebinthifolius revelou a presenca de tricomas tectores e
glandulares, sendo os mesmos tipos também relatados no caule por Duarte et al (2007). Nas
folhas de S. terebinthifolius foram observados varios tricomas tectores, porém um tricoma
glandular do tipo claviforme foi observado no corte realizado para o estudo histoquimico,
corroborando com o descrito por Duarte et al (2007) e Grisi (2010).

Cristais de oxalato de calcio, bem como a forma que assumem nos vegetais podem
auxiliar na caracterizacdo de grupos taxonémicos, sendo também relevantes na identificacao
de drogas vegetais (Metcalfe & Chalk, 1988). Cristais caracteristicos de oxalato de calcio

foram visualizados nas folhas e no caule de S. terebinthifolius, corroborando com o descrito
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por Duarte e colaboradores (2007; 2009), além de também ocorrerem na casca. A deposicao
destes cristais é comum em espécies de Anacardiaceae (Metcalfe & Chalk, 1988; Alvarez et
al,2008) e pode estar relacionada a varios fatores, dentre eles protecdo contra herbivoria
(Fernandes, 1994), regulacéo de célcio, suporte tecidual e detoxificacdo (Nakata, 2003).

Estruturas secretoras sdo valorosas para o diagnostico taxonémico. E caracteristica
marcante de Anacardiaceae a ocorréncia de canais secretores ou resiniferos em 6rgéos
vegetativos e reprodutivos. Estes canais estdo comumente associados ao floema, circundados
por fibras, (Metcalfe & Chalk, 1950; Cronquist, 1981), podendo ser encontrados também na
medula (Metcalfe & Chalk, 1950, Oliveira, 2004), como pode ser observado neste estudo na
seccdo transversal do caule e da casca de S. terebinthifolius. Esses canais produzem
substancias de uso medicinal, industrial ou com efeitos alergénicos (Judd et al, 1999).

A dissociacdo das células, através do lenho macerado, permite observar células do
xilema em grupos ou individualizadas, visto que estas resistem ao processo o qual € muito
agressivo (Esal, 1997). A presenca de apéndices nos elementos de vasos pode ser uma
caracteristica diferenciada desta espécie. Nos elementos de vasos da aroeira, Cury (2001)
observou, através de cortes longitudinais, pontoacdes arredondas alternas, sendo estas também
observadas nesta analise, além de vasos com pontoa¢des do tipo escalariforme e reticulada.
Células pétreas visualizadas nas laminas do macerado, ndo estdo associadas ao xilema, mas
sim as fibras esclerenquimaticas. E por serem células resistentes suportaram o processo de
maceracao, podendo ser observadas.

Os compostos identificados na analise histoquimica confirmam analises fitoquimicas
realizadas anteriormente quanto a presenca de polifenois e taninos, 0s quais estdo presentes
em abundancia tanto nos ramos (folhas e caule) quanto na casca. Estas sdo as principais

substancias responsaveis pelas atividades de interesse farmacéutico desta espécie. Este
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resultado levanta a hipotese de que tanto o caule e folhas dos ramos, quanto a casca do caule
adulto, o qual é comumente utilizado, podem ser empregados como drogas vegetais desta
espécie. Porém as folhas e os caules dos ramos apresentam uma vantagem, pois a sua retirada
ndo compromete a sobrevivéncia do vegetal. Enquanto que a retirada da casca, € mais
limitada, visto que dependendo da extensdo da area retirada o vegetal ndo sobrevive porque
impede a conducdo da seiva elaborada que é feita através do floema e a cicatrizacdo desse
corte é longa. Mas a analise histoquimica é qualitativa, portanto através dela ndo podemos
afirmar com seguranca que os caules jovens apresentam exatamente as mesmas substancias
quimicas que a casca do caule adulto, as quais garantem as atividades biologicas relatadas em
diversos estudos. Sendo necessarios estudos analiticos quantitativos para verificar se ambas as
composicdes e as concentracdes desses polifenois presentes nas folhas, no caule e na casca do
caule sdo responsaveis pelas atividades bioldgicas atribuidas a esta espécie vegetal.

Verifica-se que ha variacdo na localizacdo de substancias lipofilicas nas diferentes
estruturas analisadas. Nas folhas estas substancias estdo presentes na cuticula e no parénquima
palicadico, no caule dos ramos estdo nas fibras, na periderme e nos tricomas, enquanto que na
casca ocorrem no interior dos canais secretores e nas células parenquimaticas dos raios e das
faixas que intercalam com o floema. A reacdo positiva com reagente de Nadi nas folhas
sugere que as substancias lipofilicas identificadas pelo Sudan |11, na cuticula e no parénquima
paligadico, podem também ser 6leos essenciais ou oeloresinas. Em analise histoquimica das
folhas realizada por Junior (2009), a reacdo com o reagente de Nadi foi negativa, porém foram
identificados terpenoides com grupamentos carbonilicos através do teste com 2,4-
dinitrofenilhidrazina.

Reserva de amido é ausente nas folhas, mas no caule dos ramos esta presente no

floema e na casca esta presente nas faixas de células parenquimaticas e em menor quantidade
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no floema. Ndo foram identificados metabolitos secundarios nos interiores dos canais
secretores, 0 que pode ser justificado pelo fato da secrecdo de substancias ocorrer de forma
ciclica, em que apds a liberacdo do secretado acumulado nas células, se da inicio uma nova
sintese e armazenamento (Sant’anna-Santos, 2006). O resultado mostra perfil quimico
semelhante entre as folhas e o caule, com a diferenca de que nas folhas ndo ha reserva de
amido. Oliveira (2004) realizou testes no caule apenas com cloreto férrico e lugol, e
identificou a presenca de polifenois nas células parenquimaticas do cortex e da medula e
amido em peguena quantidade na medula.

Estruturas observadas neste estudo como células esclerificadas no parénquima cortical,
calotas de fibras inseridas no floema, cilindro xilematico com raios estreitos, cristais de
oxalato de calcio, elementos de vasos com placas de perfuracdo simples, parénquima axial
escasso, raios estreitos ou unisseriados geralmente heterogénios e células do floema contendo
cristais sdo atributos de Anacardiaceae (Metcalfe & Chalk, 1950). Os resultados obtidos
corroboram com caracteristicas descritas em estudos anteriores (Oliveira, 2004; Gongalveset
al, 2005; Duarte et al, 2007; Grisi, 2010) e com a anatomia de espécies vegetais pertencentes a
familia (Metcalfe & Chalk, 1950).

A descricdo apresentada auxilia a diagnose anatémica da droga vegetal de Schinus
terebinthifolius Raddi. Além de incrementar as descricdes realizadas anteriormente com
detalhes anatémicos dos cortes longitudinais do caule, da casca e das células dissociadas do
xilema do caule. Desta forma, o presente estudo contribuiu para a certificacdo de
autenticidade da droga vegetal de Schinus terebinthifolius, bem como para a diferenciacdo de

outras espécies vegetais podendo-se evitar falsificacoes.
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Figura 1. Foliolo de Schinus terebinthifolius em seccdo paradérmica. A. Superficie adaxial células
poligonais com pontoagdes nas paredes celulares. B. Drusas na superficie adaxial. C. Superficie
abaxial demonstrando a disposicdo dos estdmatos. D. Superficie abaxial com tricoma tector e drusas

(setas). A, Be C =50 ym; D =100 pum.

Figura 2. Foliolo de Schinus terebinthifolius em secgdo transversal. A. Mesofilo. B. Drusas. C. Feixe
vascular colateral associado ao canal secretor. Ae C =100 um; B =50 pum.



51

£
L- .
A &a

SN Y dhea -y '
i - valbii . - _—
Figura 3. Nervura central de Schinus terebinthifolius em sec¢éo transversal. A. Visdo geral da nervura

central. B. Drusas. A =100 um; B = 50 um.

Figura 4. Peciolo em seccéo transversal. A. Visdo geral do peciolo. B. Drusas e cristais prismaticos.
C. Drusas. D. Tricomas tectores. A =100 um; B, C e D =50 um.
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Figura 5. Caule jovem de Schinus terebinthifolius Raddi. (Anacardiaceae) em sec¢do transversal. A.
Organizagdo caulinar, canal secretor na medula (seta). B. Caule com crescimento secundario em
desenvolvimento, fibras esclerenquimaticas, calota de floema primario e canal secretor na medula

(setas). Barras: A e B =200 pum. (scs = bainha esclerenquimatica; scv = canal secretor; ph = floema
primario.

Figura 6. Caule jovem de Schinus terebinthifolius Raddi. (Anacardiaceae) em sec¢éo transversal. A.

Sistema de revestimento e cortex. B. Tricoma tector unicelular e tricoma glandular. C. Drusas. D.
Cristais prismaticos. Barras: A, C e D =20 um; B =200 pm.
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Figura 7. Caule jovem de Schinus terebinthifolius Raddi. (Anacardiaceae) em seccdo longitudinal
radial. A. Células da periderme e do cdrtex. B. Xilema com raios unisseriados homocelulares. C.
Elemento de vaso com pontuagdes do tipo areoladas alternadas. D. Elemento de vaso com pontuac¢des
do tipo escalariforme. Barras: A= 200 um; B = 100 um; C e D = 30 um. (ve = elementos de vasos; ra
= raio).
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Figura 8. Caule jovem de Schinus terebinthifolius Raddi. (Anacardiaceae) em sec¢do longitudinal
tangencial. A. Visdo geral do corte. B. Ligacdo entre dois elementos de vasos. C. Células
parenquimaticas do floema contendo cristais prismaticos. D. Placa crivada (seta). Barras: A = 200 um;
B, C e D =50 um. (xy = xilema; ph = floema).
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Figura 10. Casca de Schinus terebinthifolius Raddi. (Anacardiaceae) em seccdo longitudinal radial. A.
Suber e regido cortical. B. Visdo geral da casca. Faixas de parénquima cortical e de floema com fibras
abundantes. C. Células parenquimaticas dos raios (seta). D. Cristais prismaticos em células do floema.

»

Figura 11. Casca de Schinus terebinthifolius Raddi. (Anacardiaceae) em seccdo longitudinal
tangencial. A. Vis&o geral, raios bisseriados. B. Canal secretor ramificado. Barras: A e B =200 pum.
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Figura 12. Macerado do caule de Schinus terebinthifolius Raddi. (Anacardiaceae). A. Vaso com
pontuagdes do tipo reticulada, sem apéndice. B. Vaso com pontoacdes reticuladas a escalariforme,
com apéndice em ambas as extremidades, limen estreito e fibras libriformes. C. Vasos com
pontoagOes escalariforme com apéndice em uma das extremidades, um de Iimen estreito outro de
lumen largo e fibras libriformes. D. Vaso com pontoagdes reticulada a escalariforme, de limen
estreito, apéndice em uma das extremidades e fibras libriformes. E. Célula pétrea (seta). F.
Traqueideos (seta). Barras: A, B, C, D e E = 100 pm.
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Figura 13. Histoquimica do foliolo de Schinus terebinthifolius Raddi. (Anacardiaceae) em seccdo
transversal. A. Sudan Il revelando lipidios na cuticula. B. Floroglucinol revelando ligninas nas fibras.
C e D. Cloreto férrico evidenciando polifendis por toda extensdo da folha. E e F. Vanilina cloridrica
evidenciando os taninos. G e H. Nadi evidenciando dleos essenciais. | e J. Controle. Barras: A, Ge H

=50 um; B,C,D, E,F, 1eJ =100 um.
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Figura 14. Histoquimica do caule dos ramos de Schinus terebinthifolius Raddi. (Anacardiaceae) em
seccdo transversal. A. Sudan Il revelando lipidios na periderme, nas fibras esclerenquimaticas e nas
fibras do xilema. B. Sudan Il no tricomatector. C. Cloreto férrico evidenciando polifenéis por toda
extensdo do caule. D. Reserva de amido no floema e no interior das fibras do xilema (lugol). E. Amido
no interior das fibras do xilema. F. Floroglucionol revelando ligninas nas fibras. G. Vanilina cloridrica
evidenciando os taninos. H. Controle. Barras: A, B, C, E, F, Ge H =200 um, D =50 um.
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Figura 15. Histoguimica da casca do caule de SchinusterebinthifoliusRaddi. (Anacardiaceae) em
seccdo transversal. A. Sudan 111 revelando lipidios nas células parenquimaticas e no interior dos canais
secretores. B. Amido reveladas por lugol no parénguima e no floema. C. Floroglucionol revelando
ligninas nas fibras. D. Cloreto férrico revelando polifenois. E. Vanilina cloridrica evidenciando os
taninos. F. Controle. Barras: A, B, C, D, E, F, Ge H =200 pum.
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Introducéo

Schinus terebinthifolius Raddi pertencente & familia Anacardiaceae, € uma arvore com
ampla distribuicdo geografica (LORENZI, 1992), ocorrendo no Brasil, nos estados do
Nordeste, Sudeste e Sul do pais (SILVA-LUZ, 2012). E conhecida popularmente por aroeira,
aroeira da praia, aroeira de remedio, aroeira vermelha, aroeira pimenteira ou aroeira mansa
(LORENZI, 1992; TAKEDA; FARAGO, 2001; LORENZI; MATOS, 2002). Os frutos séo
utilizados na culinaria em substituicdo a pimenta-do-reino (Piper nigrum), sendo muito famosa
na cozinha européia, principalmente na Franca (LORENZI, 1992).

Seu uso pela populagdo ocorre desde a época dos jesuitas (KROKER, 2003), foi
incluida na primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira (1926) e atualmente é uma das 71 plantas
medicinais listadas pelo Ministério da Saude como de interesse do SUS (BVS, 2012). Diversos
estudos comprovam atividade antiinflamatéria (CAVALHER-MACHADO et al.,, 2008),
antimicrobiana (AMORIM; SANTQOS, 2003; LIMA et al., 2006; SCHOMOUROLO et al.,
2006; JOHANN et al, 2007; SILVA et al, 2009), cicatrizante (COUTINHO et al., 2006;
LUCENA et al., 2006), expectorante, antidiarreico (DI-STASI; HIRUMA-LIMA, 2002;
LORENZI; MATOQS, 2002; MEDEIROS et al., 2004), antioxidante (AABY et al., 2004;
CERUKS et al., 2007), gastroprotetor (FALCAO et al., 2008; CARLINI et al., 2010) e
antitumoral (QUEIRES et al., 2006).

Apresenta grande diversidade de constituintes quimicos como 6leos essenciais (LIMA
et al., 2009), alcaloides, saponinas, triterpenos, flavonoides (KROKER, 2003; LIMA et al.,
2006), esteroides e antraquinonas (LIMA et al., 2006), e é conhecida principalmente por
apresentar alto teor de taninos (LORENZI, 2002; MATOS, 2002; KROKER, 2003; LIMA et
al., 2006; CARLINI et al., 2008; LIMA et al., 2009), os quais estdo bastante relacionados com
as atividades citadas (JOLY, 2002).

Os taninos sdo substancias polifenélicas complexas, amplamente distribuidas no reino
vegetal (HASLAM et al.,1994) e de acordo com suas estruturas quimicas, sao divididos em
dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados (BRUNETON, 2001; MELLO;
SANTOS, 2006). Sédo atribuidas a estes metabdlitos secundarios um namero significativo de
atividades bioldgicas as quais se devem a capacidade de formarem complexos com
macromoléculas como proteinas, polissacarideos e com ions metélicos. Fazendo com que
plantas que possuam estes metabdlitos despertem interesse econdmico, ecoldgico e medicinal
(MARTINS, 1998; BRUYNE, et al., 1999; BRUNETON, 2001; MELLO; SANTQS, 2006;
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MONTEIRO et al., 2005). Schinus terebinthifolius € uma espécie de interesse farmacéutico,
utilizada na producéo de cosméticos e de fitoterapicos. Sendo importante o estabelecimento
de especificacdo para este metabolito, que garanta a efetividade da atividade para a qual se
destina a espécie, bem como o produto final. Desta forma, os taninos tém sido empregados
como marcadores para a avaliagdo da qualidade de matérias-primas vegetais (SOARES, 2002;
MELLO; SANTQS, 2006).

Portanto se faz necessaria a quantificacdo dessas substancias, e varios sdo 0s métodos
de determinacdo do teor de taninos que tém sido empregados (CARVALHO et al, 2004;
MONTEIRO et al., 2005). Dentre os métodos mais utilizados destaca-se o0
espectrofotométrico para determinacdo de fendis totais, que utiliza o reagente de Folin-
Ciocalteu, presente em diferentes compéndios oficiais (PHARMACOPEE FRANCAISE,
1980; DEUTSCHES ARZNEIBUCH, 1992; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O método de Folin-Ciocalteu possui fundamento Unico para a determinacdo do teor de
polifenois totais. No entanto, a andlise comparativa do método apresentado em diversos
compéndios oficiais (DEUTSCHES ARZNEIBUCH, 1992; BRITISH PHARMACOPEIA,
2001; EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2002; FARMACOPEIA BBRASILEIRA, 2010),
realizada por Verza (2006), revelou que existem diferencas nas técnicas e pardmetros
utilizados. Tais como, composicdo de reagentes, tempo 6timo de leitura e comprimento de
onda, os quais sao influenciados pela suscetibilidade do complexo tanino-proteina a diversos
fatores como temperatura, pH e proporcao de tanino e agente complexante. Além da propria
variabilidade do teor de taninos entre diferentes espécies vegetais, que estdo amplamente
documentados na literatura, e que também contribuem para a variabilidade do método
(VERZA, 2006). Diante do exposto se faz necessaria a padronizacdo desses parametros e
adequacao do método para a espécie S. terebinthifolius, através da validacdo da metodologia

para quantificacdo de taninos, valorizando assim suas diferentes composicdes.

Metodologia

Obtencéao e preparacdo do material vegetal

Foram coletadas as cascas do caule de Schinus terebinthifolius Raddi, Anacardiaceae,

em Recife — PE, no més de novembro, cuja identificacdo e depdsito da exsicata foram
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realizados no Herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto Agronémico de Pernambuco
sob 0 nimero 87539. As cascas foram trituradas em moinho de facas (Adamo, modelo 340).

Preparo da solucdo extrativa

Para obtencéo da solugéo extrativa, 0,5 g de matéria-prima triturada foram submetidas
a decoccdo sob refluxo por 30 min, a temperatura de 80-90°C, utilizando 150,0 mL de agua.
Apbs resfriamento a temperatura ambiente, a solucédo extrativa foi transferida para baldo de
250,0 mL e o volume completado com agua. Apds decantacdo, a solucao foi filtrada, sendo
desprezados os primeiros 50,0 mL, obtendo-se assim a solugdo extrativa (EUROPEAN
PHARMACOPEIA, 2002; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Otimizacgao dos parametros experimentais
Determinacdo da concentracdo da amostra e do comprimento de onda para leitura

Para escolha da aliquota da solucdo extrativa a fim obter um valor de absorbancia
adequado ao método (entre 0,2 e 0,8 UA) e para estabelecimento do comprimento de onda de
leitura 6timo, uma série de amostras, diluidas a partir da solucdo extrativa, foram submetidas
a varredura em espectrofotémetro na faixa de 500 a 900 nm. Foi escolhido o comprimento de
onda no qual se obteve a absorbancia maxima.
Cinética de Reacdo

Foi realizada a leitura da amostra no espectrofotémetro apdés 5, 10, 15, 20, 25 e 30
min da adi¢do do carbonato de sédio. A analise foi realizada em triplicata e a média dos
valores foi representada através de grafico de disperséo.

Planejamento fatorial

As amostras foram preparadas utilizando bal&do volumétrico com capacidade para 25

mL. Foram adicionados 10 mL de agua, diferentes aliquotas do reagente Folin Ciocalteau,
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aliquota da solucdo extrativa completando o volume com solugdes de carbonato de s6dio em
diferentes concentrag@es. Apds 15 minutos da adi¢do do Gltimo reagente efetuou-se leitura da
absorbancia em espectrofotometro UV/Vis (modelo Evolution 60S), utilizando 4gua como
solucéo de compensacao (branco).

As condicdes foram avaliadas através de planejamento fatorial do tipo 3% (3 variaveis
em 2 niveis de variacdo) adicionado de 3 pontos centrais. Os fatores analisados foram o
volume de reagente Folin Ciocalteau (onde foram testadas aliquotas de 1, 2 e 3 mL),
concentracdo de carbonato de sédio (10,75%, 15% e 20%, (p/v)) e tempo de reacdo (5, 15 e
25 min) (Tabela 1). As leituras foram realizadas em 780 nm em triplicata. A andlise estatistica
foi realizada através do gréafico de Paretos, regressdo pelo método dos minimos quadrados e
ANOVA, utilizando o software STATISTICA 6.0 (StatSoft, USA).

Tabela 1. Matriz de desenho composto central (DCC) aplicado para avaliar a influéncia da quantidade
de reagente de Folin, concentracdo de carbonato e tempo de reagcdo nas respostas do método
(absorbancia).

Variaveis Naturais Variaveis Codificadas
Folin Ciocalteau  Carbonato Tempo Folin Ciocalteau Carbonato Tempo
(mL) (%) (min) (mL) (%) (min)
1 10,75 5 -1 -1 -
1 10,75 25 -1 -1 +1
1 20 5 -1 +1 -1
1 20 25 -1 +1 +1
3 10,75 5 +1 -1 -1
3 10,75 25 +1 -1 +1
3 20 5 +1 +1 -1
3 20 25 +1 +1 +1
2 15 15 0 0 0
2 15 15 0 0 0
2 15 15 0 0 0

Determinacéo da quantidade ideal de caseina

Para escolha da quantidade de caseina adequada para a precipitacdo dos taninos, foi

utilizado como referéncia o trabalho realizado por Solon e colaboradores (2007).

Calculo para determinacao do teor de taninos totais

O teor de taninos totais foi calculado através da formula: TT = PFT — FNT
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Onde: PFT = teor de polifendis totais (g%); FNT = teor de polifendis da fracdo ndo
tanante (g%); TT = teor de taninos totais (g%). Os teores foram expressos em concentracao de

acido galico.

Curva de calibracéo para o padréao de acido gélico

A curva de calibracdo do padrdo foi determinada a partir da média de trés curvas
auténticas, construidas com amostras da solucdo do padrdo, acido galico, em sete
concentragoes (2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0 pg/mL). A linearidade foi avaliada através do

calculo de regresséo linear utilizando o método dos minimos quadrados.
Validacdo da metodologia analitica

A metodologia descrita foi avaliada de acordo com as normas estabelecidas pela RE n°
899 (BRASIL, 2003) e pelas diretrizes do ICH (ICH, 2005). Determinando-se, portanto a
especificidade, linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisao
(repetitividade e precisdo intermediaria), exatiddo e robustez do método. Todas as analises
foram realizadas em triplicata e a confiabilidade dos parametros foi verificada pelo
coeficiente de variagdo percentual (CV%), admitindo-se apenas valores inferiores a 5%. Os
resultados foram tratados estatisticamente por Andlise de Variancia (ANOVA) One-Way,

guando aplicavel.

Linearidade e Limites de detecgdo e quantificacdo

A linearidade do método foi verificada a partir da média de trés curvas, construidas
com amostras da solucdo extrativa, em 5 concentragdes, 16,0, 32,0, 48,0, 64,0 e 80,0 ug/mL.
Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente através do calculo de regressdo linear
pelo método dos minimos quadrados, a fim de definir o coeficiente de correlagdo (R?), sendo
R?> 0.99, 0 minimo aceitavel.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados (em pg/mL) de
acordo com as equagdes LD = DPa x 3/IC e LQ = DPa x 10/IC, onde DPa é o desvio padrdo
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do intercepto com o eixo do Y obtido das trés curvas de calibracdo do padréo acido galico e
IC é a média dos coeficientes angulares (inclinacdo da reta) das respectivas curvas.

Especificidade

A especificidade do método espectrofotométrico foi determinada através da
sobreposicao dos espectros do padrdo e da amostra do extrato. E atraves do método de adicao
do padrédo. Neste segundo adicionou-se uma concentracao fixa do padrdo as concentracdes da
curva de linearidade, e por fim foi feita a comparagdo das retas obtidas, observando o

paralelismo entre elas.

Precisao

A precisdo foi avaliada pela repetitividade (precisdo intracorrida), na qual foram
examinadas, em um unico dia, por um operador, seis determinagdes para amostras a 100% da
concentracdo teste, obtidas a partir de seis solucdes extrativas diferentes.

E pela precisdo intermediaria (precisdo intercorrida), a qual foi determinada por dois
analistas, cada um fez trés determinacOes para amostras a 100% da concentragéo teste, obtidas
a partir de trés solucdes extrativas diferentes.

Exatidao

A exatiddo foi avaliada por ensaios de recuperacdo, através da adicdo de quantidades
conhecidas do padrdo a 80, 100 e 120% (1,0, 2,0 e 3,0 ug/mL) a amostras da solucdo extrativa
diluida a 100% da concentracdo teste, com trés réplicas cada. Os valores de recuperacéo,
expressos em porcentagem, foram determinados através da razdo entre as concentracdes

médias determinadas experimentalmente com as concentra¢des tedricas correspondentes.

Robustez
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O ensaio para determinacéo da robustez do método espectrofotométrico foi realizado a
partir da variagdo dos seguintes parametros: influéncia da luminosidade (presenca e auséncia

de luz) e concentracédo de carbonato de sodio (10,75% para 15%).

Resultados e discussao

Os ensaios de determinacdo da aliquota, planejamento fatorial, especificidade e
exatidao foram empregados apenas para a etapa de polifenois totais, visto que o método se
baseia primariamente na determinagdo deste grupo, para posteriormente realizar a

determinacéo de taninos totais.

Otimizacao da metodologia

Determinacao da concentracdo da amostra e comprimento de onda

O méaximo de absorbancia ap6s reacdo do extrato de S. terebinthifolius com o reagente
Folin Ciocalteau, na presenca de carbonato de sodio, foi observado no comprimento de onda
de 780 nm. Dentre as concentracGes de amostras testadas, a amostra na concentracéo de 48
pg/mL foi a que apresentou valor de absorbancia mais adequado para 0 método, ou seja entre
0,2 e 0,8 U.A. de acordo com a Lei de Lambert-Beer (Figura 1).

Figura 1. Espectro de varredura para solu¢cdo amostra correspondente a polifenois totais a partir da
matéria-prima de Schinus terebinthifolius.
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Cinética de reacdo

Observa-se na tabela 2 que de 15 para 20 minutos de reacdo nao ocorre incremento
significativo da absorbancia e apos este periodo a absorbancia permanece constante podendo-

se também visualizar figura 2.

Tabela 2. Valores da absorbancia da cinética de rea¢do de complexacgdo dos polifenois com o reagente
Folin Ciocalteau.

Tempo (min) Média (U.A.) DP CV%
5 0,426 0,005 1,083
10 0,439 0,005 1,139
15 0,443 0,004 0,912
20 0,447 0,005 1,034
25 0,447 0,003 0,563
30 0,447 0,002 0,341

Figura 2. Cinética da reagdo de complexacéo dos polifenois com o reagente Folin Ciocalteau.
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Avaliagdo das variaveis analiticas — Planejamento fatorial

Em revisdo sobre os métodos de determinacdo do teor de taninos realizada por Verza
(2006), observou-se grande variacao das especificacdes analiticas entre diversos compéndios
e cadigos oficiais. Diferentes comprimentos de onda (730 a 760 nm), tempos de reagdo (25 a
30 min), volumes de reagente (1 a 3 mL), concentragdes de carbonato de sédio e quantidade
de caseina foram empregados para diferentes espécies vegetais. Sendo, portanto necessaria a
padronizacdo destes parametros para Schinus terebinthifolius. O planejamento fatorial foi o
método de escolha para a investigacdo e determinacdo das condi¢bes adequadas para o
método, pois permite a analise da influéncia das variaveis em conjunto.

A matriz de planejamento experimental, contendo os valores médios da absorbancia
com seus respectivos desvios-padrdo e coeficientes de variacdo estdo apresentadas na Tabela
3.

Tabela 3. Matriz de planejamento experimental.

Variaveis Resultados
. Folin .
Ensalos ciocalteau Carbonato% -E;n:r?)o '\(/Ijil)a DP CV%
(mL)
1 1 10,75 5 0,426 0,009 2,302
2 1 10,75 25 0,430 0,009 2,292
3 1 20,00 5 0,379 0,011 2,908
4 1 20,00 25 0,360 0,010 2,893
5 3 10,75 5 0,508 0,009 1,827
6 3 10,75 25 0,507 0,010 2,110
7 3 20,00 5 0,480 0,005 1,148
8 3 20,00 25 0,468 0,005 1,177
9 2 15,00 15 0,415 0,008 1,927
10 2 15,00 15 0,413 0,003 0,739
11 2 15,00 15 0,415 0,007 1,691

UA = Unidade de absorbancia, DP = Desvio padrdo, CV% = Coeficiente de variagao.

Para verificacdo da significancia dos resultados obtidos para os efeitos estimados foi
realizada analise estatistica, com intervalo de confianca de 95%, empregando o grafico de
Paretos e ANOVA (Figura 3), além da utilizacdo do gréfico de Superficie de Resposta que

permite visualizar a influéncia das variaveis sobre a absorbancia (Figura 4). Ao analisar estes
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gréaficos e o célculo dos efeitos estimados para os fatores, observa-se que o fator tempo de
reacdo merece destaque. O aumento do tempo de reacdo teve influéncia positiva, a mudanca
de nivel favoreceu a resposta, incrementando a absorbancia. Logo, o tempo de reacéo de 15
minutos foi escolhido como o mais apropriado para execucdo do experimento, acordo com 0
resultado da cinética de reacdo de complexacéo.

Embora em menor intensidade, o fator carbonato de sédio também exerceu influéncia
relevante. Porém, o aumento na concentracdo de carbonato de sodio reduz a resposta. Devido
ao fato da reacdo de complexacéo, ou seja, reducdo do reagente pelas hidroxilas fendlicas, que
gera a coloragdo azul, ocorrer em meio alcalino. Porém a reacdo € pouco estavel em excesso
de base fraca, e principalmente na presenca de base forte, observando-se uma perda rapida da
coloracdo (FOLIN;DENIS, 1912; SCALBERT, 1992). Diante disto, a concentracdo de
10,75% de carbonato de sodio foi escolhida, além de ser uma concentracdo bastante citada na
literatura.

O fator volume de Folin Ciocalteau, ndo apresentou importancia. Porém, estudos
relataram que o emprego de 1 mL do reagente sofre o risco de perda da linearidade por
insuficiéncia de reagente nas concentraces mais altas, comprometendo estudos de
linearidade. Por outro lado, os dados indicam que o uso de 2 ou 3 mL do reagente é suficiente
para o ambiente reacional (MARTINS, 1998; VERZA, 2006). Neste estudo, observou-se que
0 uso de aliquotas de 1 mL de reagente conduzem a um maior coeficiente de variacdo das
respostas (ver Tabela 2). Portanto, a aliquota de 2 mL de reagente foi adotada para a

metodologia.

Figura 3. Gréfico de Paretos obtido através de planejamento fatorial 3%
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Figura 4. Superficie de resposta, para os principais efeitos (tempo de reacdo e concentracdo de
carbonato de sddio), obtido pelo planejamento fatorial 3%

Curva de calibracao do padréo (acido galico)

A média de trés curvas de calibracdo do padrdo gerou o grafico apresentado na Figura
5 com equacdo da reta sendo y = 0,1019x + 0,0158, com R? = 0,9982.

Figura 5. Curva de calibragdo do padrdo acido galico.
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Validacéo da metodologia analitica

Linearidade, limites de deteccéo e quantificacao

A linearidade de um método demonstra que o valor de absorbancia obtido,
correlaciona a dependéncia da resposta espectrofotométrica com a variagcdo da concentragdo
da amostra. O resultado foi obtido através da média de trés curvas de polifenois totais (PFT)
(solucdo extrativa) e de trés curvas para a fracdo ndo tanante (FNT). Sendo posteriormente
calculadas as diferencgas entre as absorbancias de polifenois totais e da frangdo néo tanante
para obtencéo da curva para taninos totais. Através da analise de regresséao linear pelo método
dos minimos quadrados foi gerada uma reta com coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9924,
apresentada na figura 6. Este valor significa que 99,24% da variacdo experimental € explicada
pela equacdo da reta (y = 0,002x + 0,058), comprovando a correlacdo linear entre a resposta

espectrofotométrica e a concentracdo da amostra.

Figura 6. Curva de linearidade representando taninos totais nas cascas de S. terebinthifolius.
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Os valores dos limites de deteccdo e de quantificacdo foram 0,2208 e 0,7360 pg/mL,
respectivamente. Esses resultados apontam a sensibilidade que o método tem para detectar e
quantificar, sem interferéncias do equipamento, o padréo acido galico no extrato das cascas de

S. terebinthifolius.
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Especificidade

Considerar um método especifico significa que ele possui a capacidade de medir
exatamente um composto especifico, independente da matriz da amostra e de suas impurezas.
Através dos espectros obtidos para o acido galico (Figura 7), e para solugdo extrativa de S.
terebinthifolius (Figura 8), observa-se similaridade de espectro, principalmente do méaximo de
absorbancia, demonstrando a especificidade do método, sendo este, capaz de identificar os
polifendis mesmo na presenca de outros constituintes do extrato.

Através do método de adicdo do padrdo, pode-se comparar a reta obtida na
determinacéo da linearidade (polifenois totais) com equagéo y = 0,008x + 0,087 e R? = 0,9993
e a reta obtida pela adicdo do padrdo com equacdo y = 0,0072x + 0,194 e R? = 0,9963 (Figura
9) e verificar que os coeficientes angulares sdo bastante aproximados, demonstrando que o

método capta a presenca dos polifenois, sendo, portanto especifico para quantificacdo destes.

Figura 7. Espectro de varredura do padréo (acido géalico).
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Figura 9. Gréafico de comparagdo entre as retas de linearidade e especificidade demonstrando a

especificidade do método.
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Precisao

Um método é preciso quando demonstra proximidade entre os resultados obtidos em

diferentes circunstancias, mas em condi¢cdes experimentais iguais. A precisdo do método foi

avaliada através da repetitividade e da precisdo intermediaria. No ensaio de repetitividade a

solucdo extrativa apresentou um teor médio de taninos totais de 3,29% + 0,132 (4,01%). Para

0 ensaio de precisdo intermediaria, os dados foram avaliados estatisticamente através de

ANOVA One-Way, e os resultados demonstraram que o método é preciso quando as analises

sdo realizadas por um Unico analista em dias diferentes e por analistas diferentes em um

mesmo dia (Tabela 4).

Tabela 4. Anéalise da precisdo intermediaria.

Parametros TT % = DP (1) TT % £ DP (2) Ftabelado F calculado
Diasle?2 3,39 £ 0,024 3,46 + 0,186 6,314
Analistas 1 e 2 3,46 £ 0,186 3,39+0,133 6,314

TT = Taninos totais; DP = Desvio padréo.
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Exatidao

A exatiddo representa a capacidade do método de ser coerente entre o resultado obtido
e o valor esperado. A amostra de 48 pg/mL da solucdo extrativa foram adicionados 1, 2 e 3
pg/mL de solucdo do padrdo &cido galico e as taxas de recuperacdo de polifenois totais
verificada para as concentracbes de padrdo adicionadas, obteve-se um percentual de
recuperacdo entre 88,24-93,86% respectivamente, com confianca de 95% (Tabela 5). Estes
dados confirmam que a taxa de recuperacdo do método esta dentro das exigéncias sanitarias

(de 80 a 120%), permitindo afirmar que se trata de um procedimento exato (ICH, 2005).

Tabela 5. Teste de recuperagéo.

Solucéo extrativa + Valor tedrico Valor Real £ DP Recuperacéo
acido galico (ug/mL) (Polifenois pg/ml) (Polifenois pg/ml) (%)

48+ 1 5,9359 5,54 £ 0,076 93,33

48 + 2 6,9271 6,50 + 0,048 93,86

48 + 3 8,6935 7,67 £0,075 88,22

DP = Desvio padréo

Robustez

Ao analisar a robustez do método, verifica-se a sua capacidade em resistir a pequenas
variacBes dos pardmetros analiticos, indicando assim, sua confianca durante o processo. Esta
verificacdo é importante para identificar quais condi¢bes ou etapas analiticas devem ser
melhor controladas. Diante dos resultados apresentados na tabela 6, observa-se que o método
foi robusto quanto a pequena varia¢do na concentracao do carbonato de sédio de 10,75% para
15%, pois o F calculado foi inferior ao F tabelado atraves de ANOVA One-Way. Porém
guanto ao parametro luminosidade verifica-se a necessidade de proteger as amostras e 0
reagente Folin Ciocalteau da luminosidade durante o experimento visto que houve nitida
queda do teor de taninos na presenca de luz com F calculado superior ao F tabelado, sendo

este resultado significante com valor de p = 0,0043.
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Tabela 6. Analise da robustez.

Parametros Teor TT (%) £ DP F calculado F tabelado
Auséncia de luz 3,13 £ 0,155
41,204 6,314
Presenca de luz 2,47 + 0,092
Carbonato de sédio a 10,75% 3,30+ 0,144
1,187 6,314
Carbonato de sédio a 15% 3,17 £ 0,147

TT = Taninos totais; DP = Desvio padréo

Concluséo

A otimizacdo do método bem como o emprego do planejamento fatorial permitiu
eleger as condicGes apropriadas para a metodologia espectrofotométrica, a qual foi adequada
de acordo com os parametros de validacdo estabelecidos pela RE n°® 899/03 da ANVISA
(BRASIL, 2003) e pelo ICH (2005). Apresentando-se como técnica especifica, sensivel,
precisa, exata e robusta, sendo necessario proteger da luminosidade as amostras e o reagente
Folin Ciocalteau durante o experimento, para analise quantitativa de taninos totais das cascas
de S. terebinthifolius.

Além disso, 0 uso de técnicas espectrofotométricas para a quantificagdo de metabdlitos
secundarios € fundamental para o controle de qualidade de drogas vegetais. Visto que este
tipo de equipamento além de ser de facil operacionalidade possui custo acessivel para

pequenas industrias e laboratdrios.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Na folha foram observadas caracteristicas como: células da epiderme adaxial maiores
que da epiderme abaxial, presenca de hipoderme, mesofilo com organizacdo dorsiventral
apresentando canais secretores, nervura central biconvexa com cerca de cinco canais
secretores, estbmatos anomociticos, folha hipoestomatica, presenca de drusas e cristais
prismaticos , que confirmam caracteres de folhas de Schinus terebinthifolius. O peciolo segue
o perfil de organizacdo semelhante ao do caule.

As estruturas do caule dos ramos de Schinus terebinthifolius, como a disposi¢do da
regido cortical, do sistema vascular e da regido medular, confirmam caracteristicas estruturais
das dicotileddneas, classe a qual a aroeira pertence. Estruturas observadas neste estudo como
células esclerificadas no parénquima cortical, calotas de fibras inseridas no floema, cilindro
xilematico com raios estreitos, cristais de oxalato de calcio, elementos de vasos com placas de
perfuragdo simples, parénquima axial escasso, raios estreitos ou unisseriados geralmente
heterogénios e células do floema contendo cristais séo atributos de Anacardiaceae, familia a
qual Schinus terebinthifolius pertence. A presenca de apéndices nas extremidades dos
elementos de vasos pode ser uma particularidade que contribua para a diferenciacdo da
espécie.

Os compostos identificados na analise histoquimica confirmam analises fitoquimicas
realizadas anteriormente quanto a presenca de polifenois e taninos, os quais estdo presentes
em abundancia tanto nos ramos (folhas e caule) quanto na casca. Estas sdo as principais
substancias responsaveis pelas atividades de interesse farmacéutico desta espécie. Podendo-se
desta forma, levantar a hipétese de que tanto o caule e folhas dos ramos, quanto a casca do
caule adulto, o qual é comumente utilizado, podem ser empregados como drogas vegetais
desta espécie. Sendo necessarios estudos analiticos quantitativos para verificar se ambas as
composicdes e as concentracdes desses polifenois presentes nas folhas, no caule e na casca do
caule séo responsaveis pelas atividades bioldgicas atribuidas a esta espécie vegetal.

A descricdo apresentada auxilia a diagnose anatdbmica da droga vegetal de Schinus
terebinthifolius Raddi. Além de incrementar as descricbes realizadas anteriormente com
detalhes anatémicos dos cortes longitudinais do caule, da casca e das células dissociadas do
xilema do caule. Desta forma, o presente estudo contribui para a certificacdo de autenticidade

da droga vegetal de Schinus terebinthifolius.
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Quanto a metodologia para quantificacdo de taninos nas cascas de Schinus
terebinthifolius, a otimizacdo do método bem como o emprego do planejamento fatorial
permitiu eleger as condic¢des apropriadas para a metodologia espectrofotométrica, a qual foi
adequada de acordo com as legislacdes vigentes. Apresentando-se como técnica especifica,
sensivel, precisa, exata e robusta, sendo necessario proteger da luminosidade as amostras e 0
reagente Folin Ciocalteau durante o experimento, para anélise quantitativa de taninos totais
das cascas de S. terebinthifolius.

Além disso, 0 uso de técnicas espectrofotométricas para a quantificacdo de metabdlitos
secundarios € fundamental para o controle de qualidade de drogas vegetais. Visto que este
tipo de equipamento além de ser de fécil operacionalidade possui custo acessivel para

pequenas industrias e laboratorios.
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