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APRESENTACAO

Farmacia e Biomedicina integram o time das ciéncias da saude que constituem
nas areas que estudam sobre a vida, a saude e a doenca. No qual focam na manutencéo
e na melhoria da saude para o individuo, grupos especificos e comunidades.

A obra “Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes” consiste de uma série de livro
(E-book) de publicagao da Atena Editora, em seus 28 capitulos de artigos cientificos
do volume I, a qual abordam tematicas atualizadas de diferentes ambitos que vao
desde relatos de casos até a analise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre
outros.

Sendo assim, almejamos que este livio possa contribuir com informagdes
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da area de farmacia e
biomedicina, oportunizando a ampliagdo dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Leticia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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CARACTERIZACAO ANATOMICA E HISTOQUIMICA
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Universidade Federal de Campina Grande,
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RESUMO: Schinus molle L., Anacardiaceae, é
umaarvore nativadaAmeérica Latinausadacomo
ornamental, bebida e como medicinal. Para
contribuir com a padronizag¢ao farmacoboténica
da espécie, 0 objetivo desse trabalho foi realizar
um estudo anatémico e histoquimico de S. molle.
Laminas semipermanentes foram preparadas,
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DE Schinus molle L.

seguindo procedimentos usuais em anatomia
vegetal, para analise de caule, peciolo e lamina
foliar em microscopia Optica, de polarizacao e
eletrbnica de varredura. Testes histoquimicos
foram realizados na lamina foliar. Os principais
caracteres Uteis para a identificagdo da planta
Através dos
evidenciada a presenca

foram determinados. testes
histoquimicos foi
de compostos fendlicos, taninos, alcaloides,
triterpenos e esteroides, substancias lipofilicas,
Oleos essenciais, lignina e cristais de oxalato
de calcio. Os resultados dao suporte para o
controle de qualidade da espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Anacardiaceae;

Microscopia; Controle de qualidade.

ANATOMICAL AND HISTOCHEMICAL
CHARACTERIZATION OF Schinus molle L.

ABSTRACT: Schinus molle L., Anacardiaceae,
is a tree native to Latin America used as
ornamental, drink and as medicinal. To contribute
to the pharmacobotanical standardization of the
species, the objective of this work was performing
an anatomical and histochemical study of S.
molle. Semipermanent histological slides were
prepared, following common plant anatomy
procedures, for analysis of stem, petiole and
leaflet in optical microscopy, polarization and
scanning electron microscopy. Histochemical
tests were performed in the leaflet. The main
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characters useful in the identification of the plant were determined. Through the
histochemical tests, it was evidenced the presence of phenolic compounds, tannins,
alkaloids, triterpenes and steroids, lipophilic substances, essential oils, lignin and
calcium oxalate crystals. The results provide support to quality control of the species.
KEYWORDS: Anacardiaceae; Microscopy; Quality control.

11 INTRODUCAO

A familia Anacardiaceae possui cerca de 80 géneros e 873 espécies, distribuidas
nas regides tropicais e subtropicais do mundo (STEVENS, 2001; APG 1V, 2016). Destes,
14 géneros e 53 espécies ocorrem no Brasil, abrangendo os dominios fitogeograficos
da Amazoénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (SILVA-LUZ;
PIRANI, 2015).

Schinus L., um dos géneros da familia Anacardiaceae, reune aproximadamente
37 espécies nativas das Américas, ocorrendo em areas tropicais e subtropicais
(ZONA, 2015). No Brasil existem 11 espécies, conhecidas como “arvore pimenta”,
“pimenta-rosa” ou “aroeira”. S&o cultivadas como ornamentais e, em algumas regides,
ocorrem como plantas invasoras (ZONA, 2015; RAMIREZ-ALBORES; BUSTAMANTE;
BADANO, 2016).

Schinus molle L. é uma arvore de 5-8m de altura, de copa globosa, com ramos
e folhas aroméaticos, nativa da América do Sul (LORENZI; MATOS, 2002). No Brasil, é
conhecida como aroeira (LEITAO et al., 2014), aroeira salsa (CAMILO; BREGAGNOLI;
SOUZA, 2013), aroeirinha, aroeira-de-folha-de-salso e aroeira-mansa (FENNER et
al., 2006). Tem valor comercial como ornamental, aromatizante, pimenta e como 6leo
essencial. Suas folhas e cascas sao utilizadas na medicina popular como repelente,
analgésico, anti-inflamatério e antibacteriano (TEIXEIRA et al., 2014; CHIRINO et al.,
2017).

Estudos fitoquimicos revelam a presenca de polifenois, terpenos e 4cidos graxos
na espécie (DOMINGUEZ; CARMONA; VENEGAS, 1971; POZZO-BALBI et al., 1978;
YUEQIN et al., 2003; ONO et al., 2008; IBRAHIM; HAGGAG, 2013; MALCA-GARCIA
et al., 2017). Os terpenos sao os principais constituintes do 6leo essencial extraido
das folhas e frutos (GOMES et al., 2013; CAVALCANTI et al., 2015). Encontram-se na
literatura varios estudos farmacolégicos com os 6leos essenciais, 0s quais comprovam
atividades: alelopatica (SIMIONATTO et al., 2011), repelente e inseticida (BATISTA et
al., 2016), antiparasitaria (BALDISSERA et al., 2013), antimicrobiana (MARTINS et
al., 2014), antioxidante (MARTINS et al., 2014) e antitumoral (MALCA-GARCIA et al.,
2017).

Ao destacar a eficiéncia de uma planta como medicinal ou como fonte de um
composto importante, ressalta-se a importancia de uma identificacéo correta. Portanto,
o objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacdo anatémica e histoquimica de S.

molle.
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2| METODOLOGIA

2.1 Material vegetal

Partes aéreas de Schinus molle L., localizadas entre o terceiro e quinto nés,
foram coletadas de espécimes adultos que ocorrem na area urbana de Cuité., Paraiba,
Brazil (06°29°01”S, 36°09’13”W). Uma exsicata foi depositada no Herbario Professor
Vasconcelos Sobrinho (PEUFR), da Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob
namero de tombamento 53.678.

2.2 Caracterizacao anatémica

Seccgdes transversais na regiao mediana do caule, peciolo e foliolo de material
fresco foram obtidas a mao livre, usando uma lamina de aco comum e medula do
peciolo de Cecropia sp. como material de suporte (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE,
2009). As seccles transversais foram descoloridas com hipoclorito de sodio (50%)
(KRAUS; ARDUIN, 1997), lavadas com agua destilada e coradas de acordo com
técnica descrita por Bukatsch (1972) com safranina e azul de Astra. Para o foliolo
também foram realizados cortes paradérmicos, de acordo com o0s procedimentos
citados acima, mas foram corados com azul de metileno (KRAUTER, 1985). Em
seguida, laminas histolégicas semipermanentes foram preparadas contendo as
seccoes transversais e paradérmicas, seguindo procedimentos usuais em anatomia
vegetal (JOHANSEN, 1940; SASS, 1951). As analises das laminas foram conduzidas
em imagens em software (Toup View Image), obtidas por camera digital acoplada a um
microscoépio de luz (Alltion).

Para a caracterizacdo em microscopia de polarizacdo, laminas histolégicas
semipermanentes foram preparadas com cortes transversais de caule, peciolo e
foliolo, obtidos pelo mesmo método utilizado para a analise em microscopia de luz. As
laminas foram analisadas sob microscépio de polarizagcéo (Leica DM750M) acoplado
a camera digital (Leica ICC50 W), através de imagens processadas em software (LAS
EZ).

Para a caracterizagcdo em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), amostras
de foliolos frescos foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% (com tampéao de cacodilato
de sodio 0,1M) e fixadas em solucéo de ésmio a 2% (com tampéo de cacodilato de
sodio 0,1M). Apos desidratacéo em série etilica, o material foi submetido a secagem no
ponto critico (Bal-Tec CPD 030) e montado em stubs de MEV, com fita adesiva dupla
face e revestido com ouro (Leica EM SCD 500) (HADDAD et al., 1998). Por fim, as
amostras foram examinadas com um microscopio eletrénico de varredura (QUANTA
200 FEG) no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

2.3 Caracterizacao histoquimica

Testes histoquimicos foram realizados em cortes transversais de foliolos frescos,
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obtidos pelo mesmo método utilizado na caracterizagdo anatémica. Os seguintes
reagentes especificos foram utilizados para indicar a presencga das substancias: cloreto
férrico (10%) para compostos fendlicos (JOHANSEN, 1940); vanilina cloridrica para
taninos (MACE; HOWELL, 1974); Liebermann-Burchard para triterpenos e esteroides
(MACE; BELL; STIPANOVIC, 1974); Dragendorff para detector alcaloides (YODER,
1976); Sudan Il para substancias lipofilicas (SASS, 1951); reagente de Nadi para 6leos
essenciais (DAVID; CARDE, 1964); floroglucinol para lignina (JOHANSEN, 1940); Lugol
para amido (JOHANSEN, 1940) e &cido cloridrico (10%) para estabelecer a natureza
quimica dos cristais (JENSEN, 1962). Controles foram realizados paralelamente
aos testes e laminas histolégicas semipermanentes foram preparadas contendo as
secdes transversais (JOHANSEN, 1940; SASS, 1951), as quais foram analisadas sob
microscopio Optico (Alltion).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O caule de S. molle, em seccao transversal, possui formato circular (Fig. 1A),
apresentando, em crescimento primario, epiderme unisseriada recoberta por cuticula
espessa (Fig. 1B). Em regides de desenvolvimento secundario, apresenta periderme
(Fig. 1C) com algumas lenticelas (Fig. 1A). Observam-se tricomas tectores (Fig.
1C). Machado et al. (2018) ndo mencionaram a presenca de tricomas no caule de
S. molle. Tricomas tectores também foram observados no caule de S. terebinthifolius
por Almeida (2013) e por Azevedo; Quirino; Bruno (2015). Entretanto, Almeida (2013)
também descreveram tricomas glandulares no caule de S. terebinthifolius e Perrotta;
Arambarri (2004) encontraram tricomas tectores e glandulares no caule de S. longifolia.

A regido cortical do caule, em crescimento primario, € formada por duas a trés
camadas de colénquima e por oito a dez camadas de parénquima (Fig. 1B), enquanto
que a regiao cortical do caule em crescimento secundario &€ formada somente por
parénquima (Fig. 1C). Machado et al. (2018) observaram apenas colénquima na regiéo
cortical do caule de S. molle.

Fibras de esclerénquima formam um anel descontinuo ao redor de canais
secretores (Fig. 1C), os quais sdo ovais e estdo associados ao floema (Fig. 1D). A
presenca desses canais secretores associados ao floema é uma caracteristica comum
em Anacardiaceae (METCALFE; CHALK, 1940). Entretanto, em S. longifolia também
foram encontrados canais secretores na regiao cortical do caule, entre a hipoderme e
o colénquima (PERROTTA; ARAMBARRI, 2004). O sistema vascular é colateral e a
regiao medular € composta de parénquima (Fig. 1A).

Cristais prismaticos e drusas sdo encontrados na regiéo cortical e no floema (Fig.
1B-E). Azevedo; Quirino; Bruno (2015) citaram apenas a presenca de drusas na regiao
cortical do caule de S. terebinthifolius, enquanto Almeida (2013) descreveram cristais
prismaticos e drusas na regiao cortical do caule de S. terebinthifolius. No caule de S.
longifolia foram encontrados cristais prismaticos na regido cortical e drusas na regiéo
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medular (PERROTTA; ARAMBARRI, 2004).

Figura 1 - Seccgdes transversais do caule de Schinus molle L.

A: Aspecto geral; B-C: Detalhe da regiao cortical; D: Canal secretor; E: Cristais prismaticos e drusas. co:
colénquima; cp: cristal prismatico; cs: canal secretor; ct: cuticula; dr: drusa; ep: epiderme; fi: fibra; fl: floema; fv:
feixe vascular; len: lenticela; pa: parénquima; pd: periderme; xi: xilema. Barras: A: 500 ym; B-D: 50 ym; C: 200

um; E: 100 pym.

O peciolo, em secgéao transversal, possui formato cilindrico (Fig. 2A-B). Almeida
(2013) mencionaram um formato biconvexo para o peciolo de S. terebinthifolius,
enquanto Azevedo; Quirino; Bruno (2015) citaram um formato aproximadamente
circular para S. terebinthifolius. Em S. longifolia, Perrotta; Arambarri (2004) verificaram
um formato semicircular. A epiderme é unisseriada, recoberta por cuticula espessa
e apresenta estébmatos (Fig. 2C). Tricomas nao foram encontrados no peciolo de S.
molle, o que pode ser considerado um importante caractere de diagnose, uma vez que
foram encontrados tricomas tectores no peciolo de S. terebinthifolius (ALMEIDA, 2013;
AZEVEDO; QUIRINO; BRUNO, 2015) e tricomas tectores e glandulares no peciolo de
S. longifolia (PERROTTA; ARAMBARRI, 2004).

Observam-se uma a duas camadas subepidérmicas de parénquima (Fig. 2C),
seguidas por duas a quatro camadas de parénquima palicadico, dispostas lateralmente,
formando um arco aberto em cada lado do cértex do peciolo (Fig. 2A-B). Na regido de
encontro dos arcos de parénquima palicadico, observa-se a presenca de colénquima
(Fig. 2A-B). No peciolo de S. terebinthifolius, o parénquima palicadico é composto por
cerca de trés a cinco camadas (AZEVEDO; QUIRINO; BRUNO, 2015).

Naregiaomaisinternado cortex encontra-se parénquima e fibras de esclerénquima
gue, como visto no caule, formam um anel descontinuo em torno dos canais secretores
associados ao floema (Fig. 2A-B). No entanto, no peciolo os canais secretores estao
em numero de cinco e estéo voltados para a face abaxial (Fig. 2A-B).

Os feixes vasculares séo colaterais e em numero de seis, dispostos formando um
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anel, com cinco feixes voltados para a face abaxial e um feixe voltado para a face adaxial
(Fig. 2A-B). No peciolo de S. longifolia ocorrem de quatro a cinco feixes vasculares,
dispostos em forma de arco (PERROTTA; ARAMBARRI, 2004). A regidao medular é
parenquimatica (Fig. 2A-B). Cristais prismaticos e drusas sao encontrados na regido
cortical, principalmente na camada subepidérmica e no parénquima palicadico (Fig.
2C). Azevedo, Quirino; Bruno (2015) observaram apenas drusas na regiao cortical e
no xilema do peciolo de S. terebinthifolius.

Figura 2 — Seccdes transversais do peciolo de Schinus molle L.

A-B: Aspecto geral; C: Detalhe da regido cortical; D: Cristais prismaticos e drusas. co: colénquima; cp: cristal
prismatico; cs: canal secretor; cse: camada subepidérmica; ct: cuticula; dr: drusa; ep: epiderme; est: estbmato; fi:
fibra; fl: floema; pa: parénquima; pp: parénquima pali¢adico; xi: xilema. Barras: A-B: 200 ym; C-D: 50 ym.

O foliolo, em vista frontal, apresenta células epidérmicas com paredes levemente
onduladas ou retas nas faces adaxial e abaxial (Fig. 3A-B). Em MEV, observa-se que
a cuticula é lisa em ambas as faces (Fig. 3C-D).

O foliolo é anfiestomatico, com estématos anomaociticos e ciclociticos (Fig. 3A-
B). Machado et al. (2018) e Pires et al. (2015) também observaram esses mesmos
tipos de estbmatos para a espécie. Além de S. molle, S. longifolia também possui
foliolo anfiestomatico (PERROTTA; ARAMBARRI, 2004), porém, apresenta apenas
estdmatos anomociticos. Schinus terebinthifolius e S. weinmaniifolia possuem foliolos
hipoestomaticos. Duarte et al. (2009) e Almeida (2013) descreveram estdmatos
anomociticos em S. terebinthifolius, enquanto Azevedo; Quirino; Bruno (2015)
descreveram a presenca de estdmatos tetraciticos em S. terebinthifolius. Schinus
weinmaniifolia possui estdmatos anomociticos (ARAMBARRI et al., 2008).

Tricomas tectores unicelulares sao visualizados em ambas as faces da epiderme
(Fig. 38E-F). Machado et al. (2018) encontraram tricomas tectores e glandulares
em S. molle. Schinus longifolia e S. terebinthifolius apresentam tricomas tectores
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e glandulares (PERROTTA; ARAMBARRI, 2004; DUARTE et al., 2009; AZEVEDO;
QUIRINO; BRUNO, 2015).

Figura 3 — Seccdes paradérmicas e microscopia eletrénica de varredura do foliolo de Schinus
molle L.

A,C,E: Face adaxial; B,D,F: Face abaxial. ct: cuticula; ep: epiderme; est: estdmato; tt: tricoma tector. Barras: A-F:
50 ym.

Em secéo transversal, o foliolo apresenta epiderme unisseriada, recoberta por
cuticula espessa (Fig. 4A) e camada subepidérmica em ambas as faces (Fig. 4B).
Schinus terebinthifolius possui uma camada subepidérmica apenas na face adaxial
(DUARTE et al., 2009; ALMEIDA, 2013; AZEVEDO; QUIRINO; BRUNO, 2015) e
S. longifolia ndo possui camada subepidérmica (PERROTTA; ARAMBARRI, 2004),
tornando este um carater importante para distinguir estas espécies.

A nervura central tem um contorno levemente biconvexo, com colénquima em
ambos os lados e parénquima palicadico somente na face adaxial (Fig. 4A). O sistema
vascular é composto por quatro feixes colaterais vasculares, dos quais dois sao
maiores e dois menores (Fig. 4A). O floema dos dois feixes maiores esta associado
aos canais secretores (Fig. 4A). Os feixes vasculares e os canais secretores estao
envolvidos pelo parénquima (Fig. 4A).
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O mesofilo € isobilateral, com cerca de trés camadas de parénquima palicadico,
voltadas para cada face da epiderme, e uma camada de parénquima esponjoso
(Fig. 4B). Schinus weinmaniifolia também possui mesofilo isobilateral (ARAMBARRI
et al.,, 2008). Schinus longifolia e S. terebinthifolius possuem mesofilo dorsiventral
(PERROTTA; ARAMBARRI, 2004; DUARTE et al., 2009; ALMEIDA, 2013), sendo que
S. terebinthifolius possui canais secretores no mesofilo.

Na borda do foliolo hd um canal secretor e colénquima (Fig. 4B). Cristais
prismaticos e drusas sédo encontrados na nervura central e no mesofilo (Fig. 4C-D).
Cristais prismaticos e drusas também foram encontrados no foliolo de S. terebinthifolius
(DUARTE et al., 2009), enquanto no foliolo de S. longifolia foram encontradas apenas
drusas (PERROTTA; ARAMBARRI, 2004). Segundo Metcalfe; Chalk (1950), um ou
mais tipos de cristais podem ocorrer na familia.

Figura 4 — Seccdes transversais do foliolo de Schinus molle L.

A,C: Nervura central; B,D: Mesofilo. co: colénquima; cp: cristal prismatico; cs: canal secretor; cse: camada
subepidérmica; ct: cuticula; dr: drusa; ep: epiderme; fl: floema; pa: parénquima; pe: parénquima esponjoso; pp:
parénquima pali¢adico; xi: xilema. Barras: A-D: 100 ym.

A Figura 5A mostra a seccédo transversal do foliolo sem adicdo de reagente.
Compostos fendlicos foram encontrados nas células epidérmicas, na camada
subepidérmica e no mesofilo (Fig. 5B). Em S. terebinthifolius, compostos fenodlicos
foram encontrados nos canais secretores (SILVA, 2011), o que nao foi observado no
presente estudo para S. molle.

Outros metabolitos secundarios identificados no mesofilo de S. molleforam taninos
(Fig. 5C), alcaloides (Fig. 5D), triterpenos e esteroides (Fig. 5E). Em S. terebinthifolius,
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os taninos foram identificados no mesofilo e na nervura central (ALMEIDA, 2013). Os
alcaloides néo sao muito comuns na familia Anacardiaceae, com alguns relatos nos
géneros Dracontomelum e Spondias (CORREIA; DAVID; DAVID, 2006; SILVA et al.,
2014). Os terpenos também sdo encontrados em outras partes de S. molle, como na
casca e na fruta (YUEQIN et al., 2003; ONO et al., 2008; MALCA-GARCIA et al., 2017).

Compostos lipofilicos foram evidenciados na cuticula, epiderme, camada
subepidérmica, colénquima e no parénquima da nervura central (Fig. 5F), bem como
nas células que circundam os canais secretores (Fig. 5G). Todas essas regides
coradas com Sudan Ill também foram coradas com reagente de Nadi (Fig. 5H-),
indicando a presenca de 6leos essenciais. A composi¢ao do 6éleo essencial de S. molle
varia de acordo com o local de coleta, como demonstrado por Gomes et al. (2013),
gue analisou onze populacdes de S. molle e identificaram quatro grupos, sendo 0s
principais compostos: sabineno, a- e B-pineno, a-cadinol e mirceno.

A lignina presente no xilema foi evidenciada com floroglucinol (Fig. 5J) e a
dissolugdo dos cristais com o0 uso de acido cloridrico (10%) mostrou que eles séao
de oxalato de célcio (Fig. 5K-L). Machado et al. (2018) também identificaram que os
cristais presentes no foliolo de S. molle séao de oxalato de calcio, mas através de
espectroscopia de raios-X por energia dispersiva. O teste para amido foi negativo.
Este teste também foi negativo no foliolo de S. terebinthifolius (ALMEIDA, 2013).

Figura 5 — Histoquimica do foliolo de Schinus molle L.

A: Controle; B: Cloreto férrico (10%); C: Vanilina cloridrica; D: Dragendorff; E: Liebermann-Burchard; F-G: Sudan
llI; H-I: Reagente de Nadi; J: Floroglucinol; K-L: Acido cloridrico (10%). co: colénquima; cr: cristal; cs: canal
secretor; cse: camada subepidérmica; ct: cuticula; ep: epiderme; id: idioblasto; pa: parénquima; pp: parénquima
palicadico; xi: xilema. Barras: A-C: 200 ym; D-L: 50 ym.
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41 CONCLUSAO

Este trabalho ampliou as informag¢des sobre o género Schinus e mostrou os
caracteres uteis na identificacao de S. molle e em sua diferencia¢ao de outras espécies
deste género, como o tipo de tricoma presente no caule e no foliolo; a quantidade e
localizacdo dos canais secretores e feixes vasculares no caule, peciolo e foliolo; o
tipo de estdbmato e mesofilo do foliolo e o tipo e localizagdo dos cristais nos 6rgéaos
estudados. Também foi possivel observar a histolocalizagdo dos metabdlitos presentes
no foliolo, destacando a presenca de alcaloides.
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