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Resumo

O juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart. — Rhamnaceae) é uma espécie endémica da caatinga, utilizada na
medicina popular como expectorante, no tratamento de bronquites, Ulceras gastricas, na fabricagédo de
cosmeéticos e dentifricios. Fragmentos da casca sdo amplamente comercializados na forma de pds ou
“raspas”, o que facilita sua adulteracédo. Este trabalho tem como objetivo descrever e analisar aspectos
morfolégicos, anatémicos e fitoquimicos de amostras da casca vendidas no comércio formal e informal. As
analises microscopicas e fitoquimicas realizadas permitiram observar que uma das cinco amostras
estudadas apresentou adulteracdo, evidenciada pelo estudo fitoquimico e microscopico. A descri¢cdo
anatdbmica da casca, até entdo inédita, revelou caracteres tipicos da familia que podem ser usados como

diagndsticos, do ponto de vista farmacogndstico.

Palavras-chave: Ziziphus joazeiro. Testes fitoquimicos. Anatomia da casca.

Abstract

The juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart. - Rhamnaceae) is an endemic species of the brazilian caatinga used
in folk medicine as an expectorant, in the treatment of bronchitis, gastric ulcers, in the manufacture of
cosmetics and toiletries. Bark fragments are negotiated in form of powder or “rasps”, which facilitates their
adulteration. This study aimed to describe and analyze morphological, anatomical and phytochemical
aspects of bark samples sold in the formal and informal trade. Microscopic and phytochemical analyzes
allowed to observe that one of the five samples revealed adulteration, evidenced both in phytochemical as
microscopic analysis. The anatomical description of the stem bark until then unpublished, revealed typical

characters of the family and can be used in its diagnosis.

Keywords: Ziziphus joazeiro. Phytochemical tests. Bark anatomy.
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Introducéo

Rhamnaceae compreende 58 géneros e 900 espécies (Lima, 2006) distribuidas nas regides temperadas e
nos trépicos (Lima e Giulietti, 2014). No Brasil, sdo registrados 14 géneros e 47 espécies que ocorrem em
todos os dominios fitogeograficos (BFG, 2015). A familia é caracterizada pelo habito herbaceo, arbustivo,
arboreo ou lianescente, flores com pétalas cuculadas, convolutas ou conchiformes, estames opostos as

pétalas e disco nectarifero (Lima e Giulietti, 2005; Lima e Giulietti, 2014).

Com nove espécies, Ziziphus Mill. € um dos géneros com maior diversidade para a familia no Brasil (BFG,
2015). Dentro do género, destaca-se o Juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.). Barroso e colaboradores (1991)
relatam, como caracteres marcantes, a presenca de folhas trinérveas de nervuras ndo ramificadas,
percorrendo o limbo desde a base até o apice; a presenc¢a de drupas globosas a elipsoides com um a trés
I6culos, indeiscente; e flores tipicamente dispostas em inflorescéncias auxiliares ou terminais; de modo que,
em Z. joazeiro, ocorrem tais caracteres, evidenciando-se individuos com até 16 m de altura, apresentando-
se como arvores frondosas, com tronco de 39 a 50 cm de diametro, ramos armados de fortes espinhos e
uma copa mais larga do que alta. As folhas possuem as caracteristicas diagnésticas do género, ressaltando-
se as trés nervuras principais bem visiveis, partindo da base, o formato eliptico, a textura semicoriacea com
tamanho variando de 3 a 7 cm; flores amarelo-esverdeadas, reunidas em inflorescéncias cimosas e de
tamanho pequeno e frutos do tipo drupa, sendo esta globosa, de coloragdo amarelada, com endocarpo
grande, coberto por uma polpa mucilaginosa, branca e doce (LORENZI e MATOS, 2008). Trata-se de uma
espécie endémica, do dominio da Caatinga e que ocorre nos estados da Bahia, Ceara, Maranhéo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe (BFG 2015).

O Juazeiro possui grande importancia econdmica e ecoldgica (OLIVEIRA et al., 2012). A espécie apresenta
potencial ornamental, sua madeira pode ser utilizada em construgdo, marcenaria e na producdo de lenha e
carvao, suas folhas sdo utilizadas na alimentacdo do gado e seus frutos sdo consumidos tanto pela
populacéo do nordeste brasileiro, quanto por aves e outros animais (KATO, 1996).

Todas as partes da planta séo utilizadas na medicina popular, sendo os fragmentos da casca usados como
antisséptico bucal, antimicético, expectorante, no tratamento de bronquites e de Ulceras gastricas e na
fabricagdo de cosméticos (ALBUQUERQUE et al., 2007; CRUZ et al., 2007, KATO, 1996).

Apesar da ampla utilizagdo dos produtos tradicionais fitoterdpicos na medicina popular, como fragmentos
de cascas e raspas de jua, podem ocorrer problemas de contaminac¢des durante a obtencdo da matéria-
prima (Souza-Moreira, Salgado e Pietro, 2010). A falta de conhecimento da espécie correta pelo seu nome
cientifico, contaminagdes acidentais ou até mesmo a sua adulteracdo proposital pelos coletores e
distribuidores do material, durante a coleta da matéria-prima, ou até mesmo adulteragdo para aumentar o
rendimento do produto final, podem ocasionar riscos ao consumidor, contribuindo negativamente para
diminuir a eficacia dos fitoterapicos (LEAL e TELLIS 2015; SOUZA-MOREIRA, SALGADO e PIETRO,
2010). Por tal motivo, a ANVISA faz clara mencao a importancia do controle de qualidade de drogas vegetais
e medicamentos fitoterdpicos no Consolidado de Normas da COFID (BRASIL, 2015), onde reporta a
necessidade de diversas analises laboratoriais vigentes na RDC n° 26, de 13 de maio de 2014 (BRASIL,

2014), dentre elas as caracterizagBes microscopica e macroscopica de tais fitoterapicos, além da
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apresentacao do perfil cromatografico da droga vegetal, acompanhado da respectiva imagem em arquivo
eletrbnico reconhecido pela ANVISA, como comparagdo que possa garantir a identidade do produto
(BRASIL, 2010).

A Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010) instrui a execu¢éo da analise macroscopica das drogas, quando
inteiras, baseando-se na forma; tamanho; cor; superficie; textura; fratura e aparéncia da superficie. Além
disso, recomenda ainda a realizagdo de andlises fisico-quimicas e microscopicas do material vegetal,
principalmente quando a amostra estiver rasurada ou em pé. Ndo obstante, a cromatografia em camada
delgada (CCD) também constitui um método bastante util, por ser: facil, versatil e rapido, além de
proporcionar uma analise qualitativa dos marcadores quimicos da droga (SOUZA-MOREIRA, SALGADO e
PETRO, 2010).

Assim, o presente estudo tem o objetivo de descrever e comparar caracteres macromorfoldgicos,
anatdmicos e fitoquimicos da casca e das folhas de espécimes de Ziziphus joazeiro obtidas no comércio
formal, informal e coletados em populag¢des naturais para detectar a presenca de caracteres diagndsticos
e metabdlitos caracteristicos, que possam ser utilizados no controle de qualidade de amostras dessa

espécie, em consonancia com a legislagdo vigente.

Material e Métodos

Coleta do material

Foram obtidas cinco amostras de Ziziphus joazeiro Mart., sendo duas delas em fragmentos grosseiros de
casca, obtidas no comércio informal, com um erveiro na Estacéo Ferroviaria de Nilopolis, RJ (1) e com um
erveiro, nos Arredores do Mercado Municipal Antdnio Franco, em Aracaju, SE (3). Além disso, obtiveram-
se outras duas amostras em po, uma delas no comercio formal, localizado a Avenida Getulio Vargas, no
Centro de Nilopolis, RJ (2), e outra no comércio informal, também obtida nos Arredores do Mercado
Municipal Antdnio Franco, em Aracaju, SE (4). Uma quinta amostra (5), adotada como padrdo de
comparacdo, inclusive para fins de identificagdo, foi coletada na zona do brejo, no municipio de Alagoa
Grande, PB, cuja exsicata foi depositada no Herbario do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia
da UFRJ, sob o nimero RFA 40.634. Nesta ultima, coletaram-se fragmentos de casca e folhas do mesmo

individuo, as quais foram previamente identificadas como Ziziphus joazeiro.

Descrigdo macromorfologica

A caracterizagdo macroscopica das amostras de cascas obtidas (materiais 1 a 5, descritos no item anterior)
foi realizada por meio de observacdo com o auxilio de um microscépio estereoscopico Bioval EL224,
comparando-se com os caracteres morfolégicos descritos por Oliveira, Akisue e Akisue (1991), Metcalfe e
Chalk (1950) e Carvalho (2007). Do mesmo modo, analisaram-se as folhas coletadas do mesmo individuo
de onde se obteve as amostras de casca numero (5), provenientes de Alagoa Grande, PB, na zona do
brejo, as quais foram adotadas como padrdo, tendo em vista sua importancia na identificacdo e

caracterizacéo do material botanico estudado.
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Descricdo micromorfoldgica

Para a andlise em microscopia fotdnica da matéria-prima vegetal em p6 (materiais 2 e 4), foram adotados
dois procedimentos distintos, adaptados de Kraus e Arduin (1997). No primeiro, todas as amostras foram
clarificadas com a mistura de acido acético e perdxido de hidrogénio na proporgdo volumétrica 1:1, lavadas
em agua destilada, desidratadas em etanol 70% em agua e coradas com safranina hidroalcodlica 1%, sendo

montados em laminas semipermanentes, usando-se glicerina 50% em agua.

No segundo procedimento, as amostras de fragmentos da casca (1, 3 e 5) foram imersas durante 72h
usando-se a mistura de Jeffrey, uma solugdo de &cido nitrico 10% e &cido crdmico 10% na proporgao
volumétrica 1:1, ou utilizando etilenodiamina 10%. Por fim, o material foi macerado manualmente, com
auxilio de graal e pistilo de porcelana, sendo em seguida lavados em agua destilada, filtrados, desidratados,
corados e montados em laminas semipermanentes de maneira semelhante ao procedimento anterior
(JOHANSEN, 1940).

Foram ainda reservadas fragBes de cada amostra, sem passar pelos processos supracitados, sendo estas

consideradas como controle, a fim de avaliar a eficacia de cada método.

As folhas adotadas como padrao foram analisadas ao microscopio foténico apds serem diafanizadas com
hipoclorito de s6dio 5% em estufa aquecida a 60°C durante 10 min seguida por trés lavagens em agua
destilada, durante 5 min cada, sob aquecimento em estufa a 60°C, conforme referem Kraus e Arduin (1997).
Posteriormente, estas foram parcialmente desidratadas em etanol 70% e coradas com safranina
hidroalcodlica 1% durante 2min, para, enfim, serem montadas em laminas semipermanentes, usando-se
glicerina 50% ou gelatina glicerinada de Kaiser como meio de montagem (Johansen, 1940), onde foram

examinadas as caracteristicas anatémicas, tanto na face abaxial quanto na adaxial.

No procedimento para obtencdo dos cortes anatdmicos, os fragmentos de casca foram lapidados em
formato de paralelepipedo, amolecidos em etilenodiamina 10% durante 72h, lavados trés vezes em agua
destilada com reciclos a cada 24h e emblocados em polietileno glicol peso molecular 1500, conforme a

metodologia proposta por Barbosa e colaboradores (2001).

Estes blocos foram montados em suporte de madeira nas disposi¢fes longitudinal tangencial, radial e
transversal. Para a confec¢é@o dos cortes histol6gicos, os blocos foram seccionados com espessura entre
25 e 45 ym em micrétomo rotativo da marca Yadi modelo YD-315 com navalhas de aco Leica, em virtude
da grande maciez apresentada pelo material botanico. Em seguida, os cortes obtidos tiveram a resina
removida por agua destilada, sendo submetidos a desidratacéo por etanol 70% em agua. Os cortes foram
corados com safrablau (1 parte de safranina para 9 partes de azul de astra), segundo Bukatsch (1972) e
montados em laminas semipermanentes com glicerina 50% ou com gelatina glicerinada de Kaiser, segundo
Johansen (1940). Para medi¢Oes na casca foram utilizados ocular e/ou régua micrométrica PZO, além do
software presente no microscopio eletrénico de varredura. Todos os cortes obtidos foram fotografados
usando-se maquina digital acoplada ao microscopio fotdnico Alltion Co., série ABM100 ou ao microscopio

fotdnico binocular Ernst Leitz Wetzlar dfv.

Para analise ao microscépio eletrénico de varredura (MEV), foram obtidos cortes no plano tangencial,
seguindo a metodologia ja descrita. Os cortes foram montados em fita dupla face da marca 3M e grafite

coloidal em stubs de aluminio com didmetro de 12,7 mm, ambos da marca Ted Pella Inc., sendo analisados
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no MEV Phenom World, modelo Pro X, com porta amostra redutor de carga, sem necessidade de
metalizagdo das amostras, o canhdo de elétrons foi configurado no modo Image em 10 kV, para geragdo

de eletromicrografias, e 15 kV para microanalise de raios-x (EDS).

Estudo fitoquimico

A partir dos materiais vegetais descritos anteriormente, prepararam-se extratos etandlicos por meio da
metodologia de Kato (1996) adaptada. A partir de 10 g, cada amostra triturada manualmente foi submetida
a extracdo com 40 mL etanol P.A. em frascos separados, a frio, durante 72 h, sem agitacédo. Os extratos
foram filtrados e concentrados em evaporador rotatério sob presséo reduzida, até o volume préximo de 5
mL. Estes foram submetidos aos testes fitoquimicos de precipitacdo, segundo Barbosa e colaboradores
(2001), para detecgédo de: saponinas, pelo teste de formacéo de uma coluna de espuma; flavonoides, por
meio da reacdo de Shinoda; fendis e taninos, pela reacdo a solugdo de cloreto férrico 2%,; alcaloides, pelos
reativos de Mayer e Bouchardat; e esteroides e triterpenos, com a reacdo de Liebermann-Bouchard
(BARBOSA et al., 2001; KATO, 1996; MATOS, 1997).

Para a analise por cromatografia em camada delgada dos extratos, seguiu-se a metodologia de Kato (1996)
com modificagBes. Foram utilizadas, como fase estacionéria, placas de aluminio revestidas com silica gel
60G e revelador Fzs4 da Merck, em sistemas de eluicdo com polaridade variada e reveladores quimicos
mais especificos, conforme descrito na (TABELA 1).

TABELA 1. Sistemas cromatograficos utilizados nos testes fitoquimicos realizados.

Placa Eluente Revelador
1 Cloroférmio-acetato de etila (9:1) Anisaldeido sulfarico
2 Hexano-acetato de etila (3:7) Anisaldeido sulfarico
3 Cloroférmio-acido acético glacial-metanol-agua (64:32:12:8) NP/PEG
4 Cloroférmio-acetato de etila (9:1) Vanilina sulfarica
5 Hexano-acetato de etila (3:7) Vanilina sulfarica
6 Cloroférmio-acido acético glacial-metanol-agua (64:32:12:8) Vanilina sulfarica
7 Tolueno-acetato de etila (93:7) Vanilina sulfarica
8 Acetato de etila Dragendorff modificado

Resultados e Discusséo

Descricdo macromorfoldgica

Todas as cascas, observadas ao microscopio estereoscopico, possuem fragmentos com formato
encurvado, com uma face concava e outra convexa. Oliveira, Akisue e Akisue (1991) afirmam que as cascas
podem ser classificadas em quatro categorias: 1 — planas, 2 — encurvadas, 3 — canaletadas (forma de canal
ou goteira) ou 4 — em forma de canudo (quando as margens se recobrem). Dessa forma, todas as amostras
analisadas enquadram-se no padrdo 2 (FIGURA 1A). Da mesma maneira, encontra-se uniformidade nos
aspectos externos das cascas dos materiais 1 e 5 que possuem ritidoma de cor cinza escuro a castanho,
consisténcia rigida, pouco desenvolvida e textura rugosa, além de apresentar placas quadradas e uniformes
no ritidoma, medindo entre 1 a 3 mm de largura (FIGURA 1B), enquadrando-se na descrigdo feita por
Carvalho (2007). J& a casca 3 teve boa parte de seu suber removido mecanicamente, por raspagem, de

maneira intencional.
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Quanto ao aspecto da superficie interna, todos os fragmentos apresentaram-se em conformidade com as
caracteristicas descritas na literatura, apresentando textura rugosa, coloragdo amarela, variando-se a
tonalidade e fratura levemente fibrosa, de acordo com os padrdes descritos por Oliveira, Akisue e Akisue
(1991), com pequenos grupos contendo essas estruturas, visiveis nitidamente a olho nu. Esses fatores
indicam, portanto, a autenticidade de todas as amostras de fragmentos da casca.

FIGURA 1 — A: Amostral, evidenciando os aspectos gerais da casca nas faces interna e externa. Barra = 2 cm. B:
Detalhe do ritidoma. Barra = 1 cm. C: Face adaxial da folha de Ziziphus joazeiro. D: Face abaxial da folha de Ziziphus
joazeiro. Barras = 1 cm.

A andlise das folhas ao microscépio estereoscépico (FIGURA 1C e 1D) mostrou que estas apresentam
consisténcia membranacea a levemente coriacea, formato ovalado a eliptico, com base cordada a obtusa,
apice curto-acuminado, margem finamente serreada, face adaxial e abaxial glabrescente, com trés nervuras
inferiormente pubescentes bem visiveis, partindo da base; peciolo medindo de 0,5 cm a 0,8 cm de
comprimento, pubescente; e estipulas com 1,0 mm a 1,5 mm de comprimento e 0,8 mm a 1,0 mm de
largura, o que esta de acordo com as descri¢cdes de Joly (1976), Souza e Lorenzi (2008), Carvalho (2007)
e Gongalves e Lorenzi (2011).

Descrigdo micromorfolégica

A observacao das laminas foliares, ao microscopio 6ptico, revelou a presenga, na face adaxial, de células
epidérmicas com paredes sinuosas e auséncia de tricomas. No mesofilo, ha ocorréncia de drusas de oxalato
de célcio dispersas pelo parénguima palicadico e cristais prismaticos margeando as nervuras principais da
folha. Na face abaxial, nota-se a presenca de numerosos estbmatos anomociticos e raros tricomas tectores
(FIGURA 4A, B e C).

No material controle, a anatomia da casca revelou caracteres diagnésticos. O cambio vascular apresenta
drusas de oxalato de calcio nas iniciais radiais (FIGURA 2A), que se tornam abundantes e bem visiveis nas
demais regifes da casca. Raramente ocorrem drusas nas iniciais fusiformes. Por vezes, as esclereides

formam idioblastos a partir das iniciais radiais, sempre em células que contém cristais prismaticos. Esses
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grupos de braquiesclereides tornam-se numerosos nas outras regides da casca e estdo aleatoriamente
distribuidos, podendo ser vistos nitidamente nos trés planos de corte.

Em seccao tangencial pode-se ver corddes estreitos, constituidos de fibras e outra células com paredes
esclerificadas e aspecto retangular, por vezes alongadas, contendo 2 ou 3 células de largura. Grandes
grupos de esclereides distribuem-se em meio as demais células (FIGURA 2C). Por vezes, nota-se a
presenca de fibras que contém cristais prismaticos. Os elementos de tubo crivado, melhor visualizados
neste plano por microscopia eletrdnica de varredura, apresentam dimensdes médias de 122 pm de
comprimento por 20 um de largura e placas crivadas que medem até 34 um. Estas células sempre se
encontram margeadas por outras de natureza parenquimatica, contendo cristais prismaticos no seu interior,

formando uma bainha cristalifera ao redor dos elementos condutores (FIGURA 5A).

FIGURA 2 — A: Seccéao longitudinal tangencial, mostrando o cambio vascular de aspecto tipico, evidenciando a presenca
de drusas nas iniciais radiais (seta). Barra = 150 um. B: Seccao radial da casca de Ziziphus joazeiro, evidenciando grupos
de fibras com cristais prismaticos (seta maior) e; drusas nas demais células (seta menor) do floema. Barra = 150 ym. C:
Detalhe mostrando os estreitos corddes de células esclerificadas e fibras (seta menor) e grandes grupos de esclereides

encontrados no floema (seta maior). Barra = 200 um.

No plano radial, os grupos de fibras, mencionados anteriormente, podem ser claramente vistos, distribuindo-
se no sentido das demais células que formam os corddes parenquimaticos (FIGURA 2B). Essas fibras sdo
gelatinosas, o que pode ser evidenciado pela observacéo das mesmas em corte transversal (FIGURA 3B).
Os raios parenquimaticos possuem de 5 a 17 estrados celulares com espessura que varia de 10 a 36 um,
com espessura média de 20 um. Muitas dessas células armazenam drusas, ja observadas desde as iniciais
radiais, conforme mencionado (FIGURA 2B). E comum a ocorréncia de grdos de amido em células

parenguimaticas, evidenciadas pelo teste com Lugol, ocorrendo sem localizagdo preferencial na casca.
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No corte transversal, os raios tém, em geral, aspecto sinuoso (FIGURA 3A). O parénquima axial possuli,
em média, trés células de espessura. Antes de sofrerem alargamento possuem largura minima de 26 pm.
Depois, possuem média de 127 pm e maxima de 300 um. Durante seu desenvolvimento, algumas dessas
regides se tornam bem dilatadas pelo desenvolvimento de grandes idioblastos no seu interior, formados por
esclereides, muitos deles, contendo cristais prismaticos (FIGURA 3C). Esses raios mais dilatados, em geral,
se anastomosam. Nesse plano de corte, pode-se ver que grupos de fibras e esclereides ocupam os espacos
entre os raios, em meio ao parénquima axial, j& os maiores grupos de idioblastos medindo, em média, 28
pUm, ocupam o interior do raio, conforme ja mencionado (FIGURA 3C). O padréo de distribuicdo dos dois

tipos de cristais se mantém.

O floema néo colapsado apresenta, em média, area de aproximadamente 156 um, ja o floema colapsado,
apresenta area total média de aproximadamente 300 pm. Nesta regido, também se observam os idioblastos
de esclereides alargando o raio, mas poucas fibras. Na regido mais externa da casca, observa-se o
desenvolvimento de um ritidoma de aspecto irregular, consistindo de células da periderme e de tecidos por
elas englobadas e cujas camadas se formam e se esfoliam sequencialmente (FIGURA 3D).

FIGURA 3 - (A) Fotomicrografia da secgéo transversal da casca, mostrando uma viséo geral do floema néo colapsado,
em objetiva de 4x. Barra = 200 um. (B) Pequeno grupo de fibras gelatinosas, parcialmente circundadas por cristais. Barra
=50 pum. (C) Detalhe do floema né&o colapsado. A seta indica um grupo de esclereides, muitos deles, contendo cristais

prismaticos. Barra =25 pm. (D) Ritidoma em detalhe. Barra = 500 pm.
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Oliveira, Akisue e Akisue (1991) descreveram a anatomia da casca de Rhamnus purshiana D.C. (cascara-
sagrada) e R. frangula L. (Rhamnaceae), popularmente conhecido como “amieiro-preto”. Alguns aspectos
anatdbmicos bem semelhantes puderam ser observados entre essas espécies e a espécie estudada, tais
como a presencga de uma bainha cristalifera, a presenca de drusas de oxalato de célcio no floema e os raios
parenquimaticos (medulares) estreitos. Entretanto, em R. frangula, ocorrem caracteres bem distintos, como
a presenca de um suber bem mais espesso e de uma regido macica de colénquima formada por células
poliédricas com numerosos cristais de oxalato de célcio e glandulas mucilaginosas, alongadas no sentido
transversal. Dessa forma, pode-se considerar que os caracteres anatdmicos da casca podem até servir
para auxiliar na diferenciacdo de espécies, de um mesmo género, dentro da familia Rhamnaceae. A
presengca maci¢ca de cristais também merece destaque, como carater marcante, incluindo a relagéo
existente entre a presenca de cristais e a formagdo de esclereides, conhecida desde a década de 1930.
Milanez (1932) estabeleceu uma correlagdo entre a presenca desses cristais e 0 espessamento das
paredes celulares e, ainda, sugeriu que 0s cristais sejam responsaveis pela formagdo de esclereides em
algumas familias de dicotiledéneas, fato também visto na espécie estudada.

A andlise microscépica dos materiais clarificados e macerados (MATERIAIS 2 e 4) (FIGURAS 4D - 4G),
revelou a presencga de fragmentos que possuiam os caracteres tipicos da espécie. Contudo, além dos
fragmentos de floema e das demais regides da casca, foram encontrados no material 2, fragmentos
contendo elementos de vaso espiralado (FIGURA 4F), além de outros fragmentos foliares contendo células
de paredes retas a levemente sinuosas, com estdmatos anomociticos e tricomas tectores estrelados
(FIGURA 4G) que, por vezes, se assemelham ao padrdo anatdmico compativel com a epiderme foliar de
Peumus boldus. Por transparéncia, foi possivel, inclusive, ver as células parenquimaticas globosas,
semelhantes a idioblastos oleiferos. Esse padrao anatdémico, encontrado nesses fragmentos, difere muito
dos caracteres encontrados na epiderme foliar de Z. joazeiro, onde a folha é glabrascente, exceto sobre
nervuras (FIGURA 4C) e onde se encontra uma grande quantidade de drusas no parénquima lacunoso e

cristais prismaticos, principalmente nas nervuras.

No que se referem aos métodos de maceragéo e clarificacdo, notou-se que estes foram prejudiciais aos
caracteres anatdmicos mais “delicados”, destruindo-os total ou parcialmente, fator prejudicial & analise
que pode conduzir o analista a interpretagdes errbneas, caso ele desconhega a estrutura anatémica do

material integro.
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FIGURA 4 — A: Corte paradérmico da folha de Ziziphus joazeiro, evidenciando a presencga de drusas no mesofilo (seta),
vistas na face adaxial. Barra = 75 pum. B: Estdmatos anomociticos (seta) presentes na face abaxial da epiderme. Barra =
75 pum. C: Tricoma tector simples (seta) na face abaxial da epiderme. Barra = 150 um. D: Vista geral do material
macerado, evidenciando a presenca de cristais (seta), esclereides (seta vazada) e células parenquimaticas. Barra = 150
pm. E: Detalhe de um fragmento do cdmbio vascular no material macerado. Barra = 50 pm. Diferentes fragmentos foliares
encontrados na amostra 2, evidenciando a presenca de elementos de vaso espiralado (seta) em F (Barra = 50 ym) e
tricomas estrelados (seta) em G (Barra = 150 pm).

A microanalise de raios-x (EDS) do material padrdo (casca nimero 5) e dos demais fragmentos de cascas,
excluindo-se os pulverizados, mostrou que os cristais prismaticos sdo compostos por oxalato de célcio
(FIGURA 5B), quando comparados os espectros obtidos no material estudado com cristais de oxalato de
célcio penta hidratado usado como padrdo (FIGURA 5C). ESAU (1974) afirma que, a excec¢éo do cristal do
tipo cistdlito, composto por carbonato de calcio, todos os demais tipos de cristal sdo formados por oxalato

de célcio. Logo, a andlise por EDS corroborou com tal informagao.
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FIGURA 5 — A: Eletromicrografia de varredura evidenciando elementos de tubo crivado (seta), margeados por cristais
prisméaticos. Barra = 50 um. B: Espectro de EDS do cristal prisméatico presente na casca de Ziziphus joazeiro. C: Espectro

de EDS do padréo de oxalato de calcio penta hidratado.
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Estudo fitoquimico

Na (TABELA 2), abaixo, encontra-se um panorama dos resultados obtidos nos testes de precipitagéo,
valendo ressaltar a uniformidade dos demais resultados, principalmente no que diz respeito a presenca de
saponinas, fenodis e taninos e esteroides e triterpendides, em todas as amostras. Os extratos, ao serem
submetidos aos testes de precipitagdo revelaram que, na reagdo de Shinoda, o extrato 2 obteve uma leve

coloracao rosada, indicando a presenca de flavonoides.

O extrato 5, proveniente da folha do Z. joazeiro, quando submetido a reagdo de Shinoda, ndo indicou
presenca de flavonoides, sugerindo que a amostra 2 pode ter sido contaminada por partes de outras
espécies. Isso é corroborado pela analise microscépica do material 2, onde os caracteres anatémicos dos

fragmentos foliares se mostram diferentes dos observados no padréo foliar de Z. joazeiro.
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Devido & grande concentragéo de clorofila nas cascas usadas como padrao (5), os precipitados encontrados
nos dois testes para alcaloides apresentaram uma coloragéo esverdeada, fator que inviabilizou a utilizagéo

dos mesmos. Entretanto a cromatografia em camada fina esclareceu a presenca de tais metabolitos.

TABELA 2 - Resultados dos testes fitoquimicos. (+) = presenca; (-) = auséncia; (*) = resultado indeterminado.

Extratos

Metabdlitos
1 2 3 4 5
Saponinas + + + + +
Flavonoides (Shinoda) - + - - -
Fenois e taninos + + + + +
Alcaloides (Bouchardat) + + + + *
Alcaloides (Mayer) + + + + *
Esteroides e triterpenoides + + + + +

Na cromatografia em camada delgada, todos os extratos apresentaram um perfil cromatogréafico proximo
ao do padrdo (5), o que indica autenticidade em todas as amostras, conforme observado na (TABELA 3).
Entretanto, nota-se uma variagdo na intensidade ou presenca de bandas (vide TABELA 3). Essa variacdo
nas taxas de determinados metabdlitos, é influenciada pela idade do espécime e por fatores climaticos e
geogréficos como sazonalidade, disponibilidade hidrica e nutricdo do solo (GOBBO-NETO e LOPES, 2006).
Apesar dessas discrepancias, todas as amostras apresentaram em sua composi¢éo os triterpenos: acido
betulinico, acido oleandlico e lupeol; representados pelas manchas violadceas mais intensas, nessa ordem
de eluicdo, além das saponinas, representadas pelas manchas de coloragées marrom e cinza, marcadores
da espécie descritos por Kato (1996), e também detectados neste estudo, em condi¢Bes especificas de

gradiente de polaridade e reveladores.

TABELA 3 - Resultados da cromatografia em camada delgada. (++++) = Muito intenso, (+++) = Intenso, (++) = Moderado,
(+) = fraco, (-) = Ausente e (*) = Indeterminado.

Extratos
Placa Metabolitos

1 2 3 4 5
Acido oleandlico o+t F+ FR— 4+ N
1 Acido betulinico +++ 4+ + + N
Lupeol + + R i _
Acido oleandlico o+t F o+ 4 + +
2 Acido betulinico ++ 4+ R _ _
Lupeol ++ + _ R _

3 Flavonoides +4 4 444+ o+ + e
Acido oleandlico o+t F+ 4+ r+ +
4 Acido betulinico +++ 4+ + + _
Lupeol + + - R R
Acido oleandlico ++t+ S+ ++ ¥ N
5 Acido betulinico ++ 4+ ¥ n +
Lupeol ++ + + _ B
Saponinas ++++ +++ ++++ ++ +
Oleos essenciais * * * * "

Alcaloides ++ + 4+ + 4 ++ 4
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Para a deteccdo de 6leos essenciais, notou-se que o gradiente de eluicdo empregado foi ineficiente, dada
a complexidade das matrizes analisadas, a polaridade dos marcadores fitoquimicos e a coloragao dos spots
em comparagao com as placas 4 e 5, também reveladas com vanilina sulfdrica. Levando em consideracéo
esses fatores, o resultado dessa andlise foi considerado como indeterminado (TABELA 3).

Jé& o ensaio cromatogréafico para alcaloides revelou a presenca dessa classe em todas as amostras.
Entretanto ao comparar a corrida dos spots referentes aos extratos e o padrao de cafeina, nota-se o avango
do padrdo e a retencdo dos demais alcaloides em suas respectivas origens. Além de Kato (1996),
Tschesche e colaboradores (1981) j& haviam evidenciado a presenga de alcaloides, como por exemplo, a
anfibina-D, em Rhamnaceae e, especificamente, em Z. joazeiro, ao passo que outros metabdlitos dessa
classe, como a cafeina, ocorrem em quantidades reduzidas, de maneira que nédo sdo detectados pela

metodologia empregada.

Foi observada uma variacdo nos resultados obtidos para os acidos oleandlico e betulinico e o lupeol
(TABELA 3). Essa variagdo pode ocorrer gragas ao estresse causado pela temperatura ambiente, que
influencia diretamente o metabolismo (SUZUKI e MITTLER, 2006) e inviabiliza a utilizacdo destes
metabdlitos como marcadores para o controle de qualidade de amostras de Ziziphus joazeiro.

Apesar da grande semelhanca estrutural entre os marcadores supracitados e a jujubogenina, saponina
isolada na casca de Z. joazeiro (TRIGUEIRO, 1981 apud HIGUSHI, 1984), nota-se que esta estéa ligada a
um glicosideo que a estabiliza e, consequentemente, altera a sua polaridade frente as fases estacionaria e
movel. Esse fator explicaria a retencdo da saponina a origem da corrida cromatografica em todas as
amostras nas placas 1, 2, 4, 5 e 7, enquanto os demais marcadores destacam-se em posic¢des diferentes
nas cromatoplacas. Entretanto, ao ser submetida a um gradiente de eluicdo com carater mais polar, essas

saponinas sao carreadas e separadas de maneira satisfatoria.

Na placa 3 nota-se a presenca de flavonoides, ja esperados, em todas as amostras e no padréo, visto que
os testes preliminares indicaram a presenga de compostos fendlicos. Entretanto, ao observar as marcas
fluorescentes reveladas por NP/PEG sob luz UV 254nm, nota-se que, no extrato 2, existe a presenca de
outros flavonoides além daqueles encontrados nos demais extratos, confirmando o resultado positivo na

reacdo de Shinoda.

Conclusdes

Considerando-se todos os resultados obtidos, foi possivel concluir que a andlise anatdbmica revelou a
presenca de caracteres que servirdo para uma diagnose mais segura e precisa, tais como: presenca de
uma bainha cristalifera, margeando os elementos de tubo crivado; a presenca macica de cristais prismaticos
e drusos de oxalato de calcio, presentes desde o cambio vascular e nas outras regides no floema, estando
presentes, inclusive, no interior das esclereides; 0s raios parenquimaticos estreitos, por vezes alargados
pelos grandes idioblastos, também presentes no floema ndo colapsado, além da presenca de ritidoma. Na
morfologia externa, a presenca do ritidoma na face externa, contrastando com o tom amarelo (forte) da face
interna auxiliam na identificagdo macroscépica. Pode-se contar ainda com os caracteres morfolégicos e
macroscopicos da folha, principalmente o formato ovalado a eliptico, com base cordada a obtusa, apice
curto-acuminado, margem finamente serreada, com trés nervuras bem visiveis na face inferior, partindo da

base da lamina foliar.

429
Revista Fitos, Rio de Janeiro, Vol, 10(4), 375-547, Out-Dez 2016 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br



Caracterizacdo morfo-anatdomica e testes fitoquimicos em amostras Alan Nascimento, José Torres e Carlos Marques
comerciais de Ziziphus joazeiro Mart. (Rhamnaceae)

As amostras, de modo geral, sdo auténticas. Entretanto, uma das amostras adquiridas no comércio formal
apresentou inconformidades, tanto nos parametros fitoquimicos quanto nos aspectos microscopicos, sendo
estes: a presenca de elementos foliares pertencentes a outra espécie, resultado positivo para flavonoides
na reacdo de Shinoda, que ndo sdo caracteristicos desta espécie. Em contrapartida, € preciso que as
amostras revelem resultado positivo nos testes com saponinas (principal marcador), fendis e taninos,

esteroides e triterpendides que também s&o tipicos.

E de fundamental importancia, em um trabalho com viés farmacogndstico, o cruzamento dos dados obtidos
nas analises quimicas e microscapicas, visto que estes se complementam, esclarecendo melhor, tantos os

parametros relativos a autenticidade, quanto a origem da contaminag&o ou adulteracéo.
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