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Enquanto estiver vivo, sinta-se vivo.
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RESUMO

Trema micrantha (L.) Blume pertence a familia Cannabaceae e é popularmente conhecida como
pau-de-bugre. Na medicina popular suas folhas sdo utilizadas em chas indicados para o
tratamento de sifilis, reumatismo, diabetes e em alguns casos é relatado seu uso como
antiofidica. Devido a isso, estudos que visam identificar caracteres de diagnostico sdo
necessarios com o intuito de contribuir para o controle farmacoboténico da espécie. Este estudo
teve por objetivo identificar os caracteres anatémicos, histoquimicos e fitoquimicos das folhas
de T. micrantha. Com esta finalidade, métodos usuais em anatomia vegetal foram utilizados
para o preparo e analise, em microscopio de luz e de polarizacdo, de ld&minas semipermanentes
contendo seccdes transversais e seccdes paradémicas da ldmina foliar de T. micrantha. Também
foram realizados testes histoquimicos com objetivo de localizar os constituintes quimicos em
seccOes transversais da lamina foliar e testes fitoquimicos objetivando identificar e avaliar a
presenca de compostos quimicos da espécie vegetal, identificando grupos de metabdlitos
secundarios relevantes. Além disso, foram realizadas analises da composicdo quimica
elementar dos cristais. A avaliagdo microscdpica optica de luz e de polarizacdo viabilizaram a
identificacdo e caracterizacdo anatdmicas da lamina foliar e peciolo, revelando caracteres de
diagnose como organizacao dos feixes vasculares na nervura central, do mesofilo, da epiderme
bem como presenca de cristais do tipo drusa. Por meio das técnicas histoquimicas evidenciou-
se a presenca de compostos fendlicos, alcaloides, compostos lipofilicos, éleos essenciais,
lignina e cristais de oxalato de célcio. A analise fitoquimica possibilitou a identificacdo mono
e sesquiterpenos, triterpenos e esteroides, saponinas, derivados cinamicos, flavonoides, taninos
hidrolisaveis e agucares redutores. O teor médio de oxalato total é considerado muito maior que
o teor de oxalato de alimentos diéarios. A correta caracterizacdo fornece importantes
informacdes anatdmicas Uteis para o controle de qualidade da droga vegetal e padronizacdo

farmacoboténica, uma vez que existe uma variabilidade nos caracteres de diagnose.

Palavras-chave: Cannabaceae. Controle de qualidade. Farmacobotanica.



ABSTRACT

Trema micrantha (L.) Blume belongs to the Cannabaceae family and it is popularly known as
pau-de-bugre. In folk medicine its leaves are used in teas indicated for the treatment of syphilis,
rheumatism, diabetes and in some cases its use is reported as an antiophidic. Because of this,
studies that aim to identify diagnostic characters are necessary in order to contribute to the
pharmacobotanical control of the species. This study aimed to identify the anatomical,
histochemical and phytochemical characters of T. micrantha leaves. For this purpose, usual
methods in plant anatomy were used to prepare and analyze, under a light microscope and a
polarization microscope, semipermanent slides containing cross sections and parademic
sections of the leaf blade of T. micranta. Histochemical tests were also performed in order to
locate the chemical components in cross sections of the leaf blade and phytochemical tests in
order to identify and evaluate their presence the chemical components of the plant species,
identifying groups of relevant secondary metabolites. An optical microscopic evaluation and
polarization will make feasible the identification and anatomical characterization of the leaf and
petiole laminae, revealing characteristics such as the organization of vascular corrections in the
central rib, mesophyll, epidermis as well as the presence of druse crystals. Through
histochemical techniques, the presence of phenolic compounds, alkaloids, lipophilic
compounds, essential oils, lignin and calcium oxalate crystals was evidenced. Phytochemical
analysis enabled the identification of mono and sesquiterpenes, triterpenes and steroids,
saponins, cinnamic derivatives, flavonoids, hydrolyzable tannins and reducing sugars.
Phytochemical analysis enabled the identification of mono and sesquiterpenes, triterpenes and
steroids, saponins, cinnamic derivatives, flavonoids, hydrolyzable tannins and reducing sugars.
The average total oxalate content is considered much higher than the oxalate content of daily
foods. The correct characterization provides important anatomical information useful for the
quality control of the vegetal drug and pharmacobotanical standardization, since there is a
variability in the diagnostic characters.

Key words: Cannabaceae. Quality control. Pharmacobotany.
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1 INTRODUCAO

Em 2009, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) incluiu os acidentes por animais
peconhentos, em particular os acidentes ocasionados por picadas de serpentes, na lista das
doencas tropicais negligenciadas e em 2010 o agravo foi incluido na Lista de Notificacdo de
Compulséria (LNC) do Brasil. Isto se deve ao fato do nimero elevado de notificaces
registradas no Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN), sendo acidentes por
animais peconhentos um dos agravos mais notificados (SINAN, 2020). De acordo com o
SINAN (2020), no ano de 2019 ocorreram no Brasil 30.482 casos de acidentes por serpentes
peconhentas e deste total 147 foram a 6bito pelo agravo notificado.

Existem aproximadamente 3.700 espécies de serpentes em todo o mundo, dessas 17%
sdo consideradas peconhentas (UETZ; HOSEK, 2018). Vale ressaltar que uma picada de
serpente € uma lesdo que, em alguns casos, resulta na intoxicagdo da vitima pela inoculagéo de
peconha (GOMEZ; DIAZ, 2015; ALVES et al., 2019; COSTA et al., 2019).

O Brasil, entre os paises da América do Sul, possui rica diversidade de serpentes estando
descritas 450 espécies, 76 dessas sdo peconhentas (UETZ; HOSEK, 2018) e pertencem as
familias Elapidae (39 espécies) e Viperidae (37 espécies) (COSTA et al., 2019).

A regido Nordeste é a camped de acidentes causados por animais pegonhentos.
Geralmente os acidentes ocorrem em sua grande maioria com vitimas da zona rural, do sexo
masculino e os membros acometidos sdo os inferiores, estando geralmente relacionados ao
aumento das atividades antropicas e devido as longas distancias entre o local de ocorréncia do
acidente e o local de atendimento médico, as vitimas demoram a receber o tratamento
soroterapico especifico (MOURA; MOURAO, 2012).

Administrar o antiveneno de origem animal é a terapia primaria mais segura, entretanto
ainda ndo consegue amenizar ou mitigar o dano local proveniente do envenenamento por
serpente (ALVES et al., 2019).

Em contrapartida, nessas areas rurais a medicina tradicional a base de vegetais tem sido
historicamente usada para o tratamento do envenenamento por serpentes (SILVA et al. 2017).
Devido a essa heranga etnoboténica, alguns metabdlitos secundarios isolados das plantas foram
testados contra a acdo letal da peconha (FERNANDES et al., 2014 ; MOURA et al., 2016;
PICANCO et al., 2016), no entanto, muitos dos remédios tradicionais a base de plantas ainda

ndo foram testados cientificamente.
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Dentre as plantas utilizadas para combater o envenenamento por serpente destaca-se a
espécie Trema micranta (L.) Blume (THOMAS, 2001), pertencente a familia Cannabaceae
Martinov.

Cannabaceae encontra-se amplamente distribuida no mundo, ocorrendo em diferentes
ecossistemas, incluindo zonas tropicais a temperadas, com exce¢do da Antartica (YANG et al.,
2013; VIANA; GIL, 2018). Representantes desta familia podem ser ervas, lianas, arbustos ou
arvores com folhas simples ou digitadas, geralmente alternas. Caracteristicas florais que
circunscrevem essa familia em Rosales incluem flores unissexuadas, ndo vistosas, apresentando
estames antetépalos e filetes livres, levemente adnatos as tépalas (VIANA; GIL, 2018).

A familia inclui espécies de importancia econdmica, como o canhamo (Cannabis sativa
L.) e o lapulo (Humulus lupulus L.). No Brasil, Cannabaceae esta representada pelos géneros
Celtis L. e Trema Lour. (BFG, 2015), os géneros mais ricos e amplamente distribuidos nas
regides tropicais e quentes (YANG et al., 2013; VIANA; GIL, 2018).

Trema apresenta 14 espécies reconhecidas (VIANA, GIL, 2018). No Brasil ocorre em
maior frequéncia a espécie T. micrantha (MACHADO; SILVA, 2019) seguida da espécie
Trema mollis (Willd.) relatada no trabalho de Miquel (1853) e no Reflora (2020).

T. micrantha pode ser facilmente reconhecida dentre as espécies da flora pelo porte
arbéreo ou arbustivo, apresentando folhas simples, alternas, com margens serreadas. Suas
inflorescéncias séo cimeiras axilares e curtas, com flores discretas, de esverdeadas a cremes.
No Brasil, ocorre em todas as regides e dominios fitogeograficos (VIANA; GIL, 2018).

O uso de T. micrantha na medicina tradicional gera questionamentos referente a
seguranca e eficacia da matéria vegetal, bem como a sua efetividade frente a acéo antiofidica
devendo ser realizadas pesquisas que comprovem esse uso popular, buscando caracterizar e
avaliar os principios ativos levando a uma padronizacdo e posterior elaboracdo de novos
medicamentos.

Devido a isso, estudos anatomicos dessa planta medicinal permitem a identificacdo
segura e correta para uma possivel padronizacdo botanica. Estudos histoquimicos e
fitoquimicos se fazem essenciais pelo grande poder terapéutico dos vegetais, fornecendo
informagdes das estruturas de armazenamento de componentes bioquimicos responsaveis pelas
atividades terapéuticas e identificando seus principios ativos.

Portanto, este trabalho teve por objetivo realizar uma caracterizacdo anatdmica,
histoquimica e fitoquimica de folhas de Trema micrantha (L.) Blume utilizada como

antiofidica.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2175-78602018000100049#B3
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2175-78602018000100049#B10
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

o Caracterizar a anatomia, histoquimica e fitoquimica de folhas de Trema micrantha (L.)

Blume, espécie utilizada como antiofidica.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Realizar a caracterizacdo anatdmica das folhas de T. micranta;

o Histolocalizar os metabdlitos secundarios na lamina foliar de T. micranta;

o ldentificar através da fitoquimica os metabdlitos secundarios em extratos foliares de T.
micrantha;

o Determinar a composicdo quimica elementar dos cristais;

o Quantificar o teor de &cido oxalico em extratos foliares de T. micrantha.



19

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS DOS ACIDENTES OFIDICOS
OCORRIDOS NOS ESTADOS DE ALAGOAS E DE PERNAMBUCO

Os acidentes por animais peconhentos constituem um sério problema de saude
negligenciada, especialmente em regides tropicais e subtropicais do planeta (WHO, 2007,
OLIVEIRA; WEN; SIFUENTES, 2009; CHIPPAUX, 2017; RORIS et al., 2018). Dentre 0s
animais peconhentos, as serpentes sdo responsaveis pela ocorréncia da maioria dos acidentes,
muitas vezes, provocando graves envenenamentos e/ou mortes (BARBOSA, 2015). Lima,
Campos e Ribeiro (2009) relataram que anualmente em todo mundo ocorrem 5 milhdes de
acidentes com serpentes peconhentas, resultando em 2,5 milhdes de casos de envenenamento,
125.000 mortes e, provavelmente, trés vezes esse nimero de vitimas permanentes.

No Brasil, anualmente é notificado aproximadamente 25.000 casos de acidentes
causados por serpentes peconhentas, com uma taxa de letalidade de 0,4% (SINAN, 2018). As
maiores incidéncias foram registradas nas regides sudeste (28%), norte (27%) e nordeste (24%)
do pais (BARBOSA, 2015; BARBOSA; MEDEIROS; COSTA, 2015). Contudo, é questionado
a precisao desses dados, uma vez que pode ocorrer subnotificacfes, além disso pode ocorrer
também a ndo notificacdo tanto por questdes logisticas como despreparo da equipe que atende
esses individuos.

No Brasil sdo registrados nove géneros de serpentes peconhentas reconhecidas como:
Bothrops, Bothrocophias, Crotalus, Lachesis, Micrurus e Leptomicrurus e devido a
manifestagcdes semelhantes e tratamento com o mesmo antiveneno, 0s envenenamentos dos
primeiros dois géneros sao classificados como botrépico (LEMOS et al., 2009; BARBOSA,
2015; BARBOSA; MEDEIROS; COSTA, 2015). Bothrops é o género responsavel por 86,9%
dos casos, 8,7% sdo causadas por Crotalus, 3,6% pelo género Lachesis e 0,8% pelo género
Micrurus e Leptomicrurus (MELGAREJO, 2009; OLIVEIRA et al., 2013).

Nas vitimas os efeitos clinicos variam de acordo com a espécie e o tipo de veneno,
podendo causar efeitos locais (dor, edema, sangramento, dentre outras) e sistémicos (cefaleia,
vomitos, dor abdominal, hipotensao, alteragcdes na coagulacdo sanguinea, hemorragias, dentre
outras) (BARBOSA; MEDEIROQOS; COSTA, 2015).

O Ministério da Saude (MS) no Brasil, motivado pela importancia destes acidentes criou
na Década de 1980 o Programa Nacional de Controle de Acidentes por Animais Peconhentos e

a partir de 1993, e instituiu a notificacdo compulsoria deste agravo no Sistema de Informacdes
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de Agravos de Notificacdo (SINAN) (BRASIL, 2009; SINAN, 2018). Estas medidas podem
subsidiar pesquisas e contribuir para o entendimento da dindmica desse tipo de agravo, gerando
assim importantes acOes de vigilancia em saude.

De acordo com os registros do SINAN, no periodo de 2007 a 2019, foram notificados
4.287 acidentes ofidicos no Estado de Alagoas e 10.464 casos no Estado de Pernambuco. O ano
de maior ocorréncia em Alagoas foi em 2009 (382 casos) apresentando maiores incidéncias nos
meses de marco e junho, enquanto em Pernambuco foi 0 ano de 2016 (1.003 casos) destacando

0s meses de abril a julho (Tabela 1).

Tabela 1. Incidéncia mensal de acidentes ofidicos nos estados de Alagoas e Pernambuco, Brasil. 2007-2019.

Ano acidente Més

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Total

2007 18 17 20 41 24 34 29 38 30 21 18 30 320

2008 23 24 32 36 40 35 32 27 23 34 30 16 352

2009 27 26 47 49 38 27 41 27 33 32 17 18 382

2010 26 28 36 32 43 34 29 29 31 29 19 23 359

2011 17 28 30 22 31 26 27 26 23 28 20 26 304

§ 2012 20 20 36 21 30 24 36 22 23 17 26 13 288

2 2013 20 10 28 31 33 34 30 28 22 27 23 25 311

< 2014 16 26 28 28 39 30 28 26 22 21 20 16 300

2015 13 23 24 25 39 34 34 23 37 24 28 24 328

2016 34 22 30 32 45 32 32 15 26 27 29 13 337

2017 25 25 29 40 35 30 23 32 20 25 23 27 334

2018 26 15 21 31 25 29 24 35 30 30 13 23 302

2019 34 35 40 35 31 32 35 29 34 26 24 15 370
TOTAL 299 299 401 423 453 401 400 357 354 341 290 269 4.287

2007 47 60 94 65 67 80 83 70 56 41 51 47 761

2008 61 59 78 83 76 74 79 63 54 41 20 37 725

2009 62 59 80 63 83 71 73 89 7 65 59 35 815

2010 74 87 74 93 76 61 47 54 42 54 38 49 749

° 2011 83 52 106 108 99 89 72 47 74 62 63 51 906

S 2012 60 78 64 68 89 66 53 44 42 50 54 30 698

'g 2013 54 44 61 66 63 49 50 66 43 43 34 30 603

I 2014 37 46 63 69 76 47 44 57 52 55 49 49 644

E 2015 52 42 49 86 105 81 58 101 94 73 78 49 868
2016 90 78 93 93 111 88 75 95 93 53 75 59 1.003

2017 81 56 80 89 100 75 59 74 64 73 63 34 848

2018 46 70 102 88 115 73 66 74 59 51 51 60 855

2019 74 111 107 104 118 89 75 68 68 81 48 46 989

TOTAL 821 842 1051 1.075 1178 943 834 902 817 742 683 576 10.464
Fonte: Ministério da Salde/SVS - Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo - SINAN Net (Dados
atualizados em janeiro de 2020).

A maioria dos acidentes (31,16% em Alagoas e 32,09% em Pernambuco) foram
ocasionados pelo género Bothrops e por serpentes ndo pegonhentas (31,67% em Alagoas e
17,49% em Pernambuco), seguidos dos géneros Crotalus (8,32%, Alagoas e 12,71%,
Pernambuco), Micrurus (3,3% em Alagoas e 3,18% em Pernambuco) e Lachesis (0,68% em
Alagoas e 0,47% em Pernambuco) (Tabela 2).



21

Tabela 2. Distribuicdo dos acidentes ofidicos por ano de ocorréncia nos estados de Alagoas e Pernambuco,
Brasil. 2007-2019.

Ano de Géneros i
ocorréncia . . Nao
Em branco Bothrops Crotalus Micrurus Lachesis Peconhentos Total
n % n % n % n % n % n % N %

2007 70 1,6 116 2,73 20 0,46 7 016 1 0,02 106 2,48 320 7,45

2008 111 2,6 120 2,8 33 0,77 9 021 2 0,04 77 1,79 352 821

2009 94 2,2 125 2,9 30 0,71 14 03 5 0,12 114 2,66 382 8,89

2010 76 1,82 115 2,69 25 0,58 15 034 - - 128 2,98 359 841

2011 54 1,28 94 2,19 16 0,37 9 021 4 0,1 127 2,96 304 7,11

@ 2012 70 1,6 83 1,9 14 0,32 12 031 1 0,02 108 2,53 288 6,68
S 2013 58 1,37 101 2,36 22 0,51 13 0,3 1 0,02 116 2,73 311 7,29
8 2014 87 2,03 80 1,87 25 0,58 10 0,23 3 0,07 95 2,21 300 6,99
< 2015 86 2,0 99 2,3 37 0,87 11 025 - - 95 2,21 328 7,63
2016 89 2,07 106 2,48 37 0,87 8 019 1 0,02 96 2,23 337 7,86

2017 86 2,0 105 245 39 0,91 8 019 4 0,1 92 2,14 334 7,79

2018 74 1,7 90 2,1 27 0,63 13 03 3 0,07 95 2,21 302 7,01

2019 111 2,6 102 2,39 32 0,74 12 031 4 0,1 109 2,54 370 8,68

TOTAL 1066 24,87 1336 31,16 357 832 141 33 29 068 1358 31,67 4287 100

2007 206 196 317 3,025 105 100 24 022 7 0,065 102 0,97 761 7,24

2008 176 168 297 2835 119 1,13 18 017 6 0,055 109 1,04 725 6,91

2009 234 223 350 334 112 1,07 17 016 1 0,01 101 0,96 815 7,77

2010 248 238 323 3,08 81 0,775 16 015 4 0,035 77 0,73 749 7,15

° 2011 345 329 307 2,93 119 1135 25 0,24 4 0,035 106 1,01 906 8,64
S 2012 297 2,84 217 2,07 60 0,57 32 031 3 0,03 89 0,86 698 6,68
'g 2013 236 2,26 145 1,38 68 064 27 025 2 0,02 125 1,19 603 574
o 2014 272 2,59 131 1,25 90 0,87 27 025 3 0,03 121 1,16 644 6,15
E 2015 320 3,06 237 2,27 92 088 21 021 3 0,03 195 1,87 868 8,32
2016 337 323 289 2,77 114 1,09 34 033 5 0045 224 2145 1003 9,61

2017 301 288 220 211 117 1,12 29 028 7 0065 174 1,665 848 8,12

2018 254 2,43 248 2,38 121 1,16 26 025 2 0,02 204 1,95 855 8,19

2019 337 3,23 277 2,65 132 1,27 37 036 3 0,03 203 1,94 989 9,48

TOTAL 3563 34,06 3358 3209 1330 1271 333 318 50 047 1830 17,49 10464 100
Fonte: Ministério da Salde/SVS - Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo - SINAN Net (Dados
atualizados em janeiro de 2020).

A frequéncia dos acidentes em homens foi superior (73,5% em Alagoas e 71,85% em
Pernambuco) a das mulheres (26,5% em Alagoas e 28,13% em Pernambuco), com a faixa etaria
mais atingida entre 20 a 39 anos (37,03% em Alagoas 34,41% e em Pernambuco) (TAB. 3).
Em relacdo ao grau de instrucdo para a maioria das vitimas (93,63% em Alagoas e 92,9% em

Pernambuco) ndo foi informado (Tabela 3).
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Tabela 3. Variaveis epidemioldgicas relacionadas aos acidentes por animais peconhentos ocorridos nos Estados
de Alagoas e Pernambuco, Brasil. 2007-2019.

Géneros

Variavel Em branco Bothrops Crotalus Micrurus  Lachesis Peqc’)\lnaf?ento Total
n % n % n % n % n % n % n %
Em branco - - - - 1 0,02 - - - - 1 0,02 2 0,04
<1 Ano 14 0,32 5 0,12 6 0,13 - - - - 13 0,3 38 0,87
01-4 40 0,93 29 0,67 14 0,32 7 017 - - 55 1,28 145 3,37
05-09 75 1,74 56 1,3 26 0,6 012 1 0,02 76 1,77 239 5,55
10/14 89 2,08 112 2,61 29 0,68 10 025 1 0,02 116 2,7 357 8,34
& 15-19 130 3,04 148 3,45 32 0,75 10 025 4 0,08 169 3,94 493 11,51
E 20-39 385 898 482 11,25 120 2,8 64 149 10 025 526 12,26 1587 37,03
% 40-59 252 588 368 8,58 92 215 30 0,69 10 0,25 295 6,88 1047 24,43
= 60-64 28 0,66 65 1,52 16 0,38 8 019 2 0,04 46 1,09 165 3,88
" 65-69 24 0,56 29 0,68 9 021 4 008 - - 33 0,77 99 23
% 70-79 20 047 34 0,79 11 0,26 3 006 1 002 25 0,6 94 2,2
< 80e+ 9 0,21 8 0,19 1 0,02 - - - - 3 0,06 21 0,48
TOTAL 1066 24,87 1336 31,16 357 832 141 33 29 0,68 1358 31,67 4287 100
Em branco - - - - - - - - - - - - - -
S Masculino 739 17,24 1088 2538 249 58 106 248 24 056 945 2204 3151 735
& Feminino 327 763 248 578 108 252 35 082 5 012 413 9,63 1136 26,5
TOTAL 1066 24,87 1336 31,16 357 832 141 33 29 0,68 1358 31,67 4287 100
% Em branco 985 22,98 1283 2992 327 762 133 311 29 0,68 1257 29,32 4009 93,63
E Nenhum ano 81 1,89 53 1,24 30 0,7 8 019 - - 101 2,35 273 6,37
§ concluido
w TOTAL 1066 24,87 1336 31,16 357 832 141 33 29 0,68 1358 31,67 4287 100
Em branco - - - - - - - - - - - - - -
<1 Ano 42 0,40 47 0,44 21 0,20 6 005 - - 31 0,29 147 1,38
01-4 124 118 73 0,69 48 045 18 017 2 0,02 90 0,86 355 3,37
05-09 215 2,06 202 193 86 082 16 015 - - 140 1,33 659 6,29
8 10/14 334 319 287 2,74 113 108 19 018 5 005 192 1,83 950 9,07
}E 15-19 399 382 334 319 141 135 30 029 2 002 211 2,02 1117 10,69
% 20-39 1263 12,07 1115 10,65 451 432 137 131 19 0,18 615 588 3600 34,41
- 40-59 857 819 863 825 324 309 78 0,76 15 0,13 385 3,68 2522 24,10
60-64 115 1,09 145 1,39 55 0,53 0,08 2 0,02 62 0,59 388 3,7
9 65-69 89 086 132 1,27 36 0,35 0,05 3 0,03 48 0,46 314 3,02
-é 70-79 97 0,93 126 1,21 48 0,46 12 012 2 0,02 44 0,43 329 3,17
E 80e+ 28 0,27 34 033 7 0,06 2 002 - - 12 0,12 83 0,8
& TOTAL 3563 34,06 3358 32,09 1330 12,71 333 3,18 50 0,47 1830 17,49 10464 100
Em branco - - 1 0,01 - - - - - - 1 0,01 2 0,02
% Masculino 2431 2324 2579 2464 1029 984 239 229 42 040 1198 11,44 7518 71,85
@ Feminino 1132 1082 778 744 301 287 94 089 8 007 631 6,04 2944 28,13
TOTAL 3563 34,06 3358 32,09 1330 12,71 333 3,18 50 0,47 1830 17,49 10464 100
2 Embranco 3323 31,76 3166 30,25 1228 11,73 304 290 48 045 1654 1581 9723 92,9
[+
E Nenhumano 240 2,3 192 184 102 098 29 028 2 0,02 176 1,68 741 71
g concluido
i TOTAL 3563 34,06 3358 32,09 1330 12,71 333 3,18 50 047 1830 17,49 10464 100

Fonte: Ministério da Salde/SVS - Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo - SINAN Net (Dados

atualizados em janeiro de 2020).
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A maior parte das vitimas (32,44% em Alagoas e 31,65% em Pernambuco) foi atendida
no hospital dentro das 3 primeiras horas apds o acidente, entretanto, houve um ndmero
significativo (3,05% em Alagoas e 4,15% em Pernambuco) que foi atendida tardiamente 24h
ou mais apos o acidente (TAB. 4). A maioria dos casos foi classificado como leve (61,52% em
Alagoas e 61,45% em Pernambuco), sequido de moderado (25,81% em Alagoas e 21,77% em
Pernambuco) (Tabela 4). A maioria dos casos com quadro clinico grave foram provocados pelo

género Bothrops (2,57% em Alagoas e 3,57% em Pernambuco) (Tabela 4).

Tabela 4. Variaveis clinicas relacionadas aos acidentes por animais peconhentos ocorridas no estado de Alagoas
e Pernambuco, Brasil. 2007-2019.

Variavel Clinica Géneros
Em branco Bothrops Crotalus Micrurus_ Lachesis  N&o Peconhenta Total
n % n % n % n % n % n % N %

Em branco 190 443 112 261 43 100 27 062 3 006 182 4,24 557 12,96

% Oalhoras 301 7,02 293 683 87 202 45 105 7 018 325 7,58 1058 24,68
% la3horas 296 6,91 509 11,87 97 226 43 101 13 032 432 10,07 1390 32,44
% 3 a6 horas 165 385 270 629 8 198 18 042 4 008 268 6,25 810 18,87

é 6al2horas 47 109 70 164 20 047 5 012 2 004 71 1,66 215 5,02

é. 12a24horas 29 068 46 108 16 038 2 005 - - 34 0,79 127 2,98

~ 24e+horas 38 089 36 084 9 021 1 003 - - 46 1,08 130 3,05
TOTAL 1066 24,87 1336 31,16 357 832 141 33 29 0,68 1358 31,67 4287 100

§

g _ Em branco 174 406 55 128 16 037 5 012 4 0,08 36 0,83 290 6,74
< L% Leve 748 17,45 411 958 135 315 31 0,72 7 018 1305 30,44 2637 61,52
‘% Moderado 129 3,01 760 17,73 148 345 35 082 17 04 17 0,4 1106 25,81

5‘; Grave 15 035 110 257 58 135 70 164 1 0,02 - - 254 5,93

8 TOTAL 1066 24,87 1336 31,16 357 832 141 33 29 0,68 1358 31,67 4287 100

% Em branco 178 416 69 161 20 046 11 026 4 0,08 36 0,83 318 74
§ Cura 887 20,69 1265 2951 337 786 130 3,04 25 06 1321 30,82 3965 92,52

g’" Obito 1 0,02 2 0,04 - - - - - - 1 0,02 4 0,08

ngJ TOTAL 1066 24,87 1336 31,16 357 832 141 33 29 0,68 1358 31,67 4287 100
Em branco 699 6,68 361 344 142 135 43 041 3 003 227 2,16 1475 14,07
£ Oalhoras 899 859 589 562 319 305 92 08 8 007 490 4,69 2397 22,90
é la3horas 1034 9,88 1168 11,16 424 4,06 111 1,07 16 015 557 5,33 3310 31,65
3 g 3a6horas 496 4,74 729 697 220 211 58 05 16 015 326 3,12 1845 17,65
.é E 6al2horas 173 165 212 203 94 089 14 013 4 004 101 0,96 598 5,70
§ g 12a24horas 111 107 151 145 73 069 8 007 1 0,01 62 0,59 406 3,88
. E 24e+horas 151 145 148 142 58 056 7 006 2 0,02 67 0,64 433 4,15

TOTAL 3563 34,06 3358 32,09 1330 12,71 333 3,18 50 0,47 1830 17,49 10464 100

Continua
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Concluséo

= Embranco 456 435 302 288 83 079 27 025 3 002 98 0,93 969 9,22
c

i Leve 2501 2391 1530 14,62 554 529 158 150 23 0,22 1664 15,91 6430 61,45
§ Moderado 501 4,79 1153 11,02 472 451 67 065 17 017 65 0,63 2275 21,77
::_g Grave 105 101 373 357 221 212 81 0,78 7 0,06 3 0,02 790 7,56
8 TOTAL 3563 34,06 3358 32,09 1330 12,71 333 3,18 50 047 1830 17,49 10464 100
§ Embranco 477 456 448 428 137 130 38 036 5 004 136 13 1241 11,84
'§ Cura 3079 29,44 2886 27,58 1172 11,20 295 2,82 45 043 1692 16,17 9169 87,64
g Obito 7 0,06 24 0,23 21 0,21 - - - - 2 0,02 54 0,52
u% TOTAL 3563 34,06 3358 32,09 1330 12,71 333 3,18 50 047 1830 17,49 10464 100

Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo - SINAN Net (Dados
atualizados em janeiro de 2020).

A maioria dos casos evoluiram para cura (92,52% em Alagoas e 87,64% em
Pernambuco), entretanto, em Alagoas ocorreram dois Obitos e em Pernambuco 24 6bitos
causados por espécies do género Bothrops, em ambos os estados ainda ocorreram obtidos
decorrentes de acidentes por Crotalus, com Pernambuco apresentando alto indice de acidente
(0,21%) se comparado com Alagoas, e obtidos por serpente ndo peconhenta (TAB. 4).

Devido a esses dados, os acidentes ofidicos merecem énfase devido a precocidade do
atendimento, de modo que se o uso do antiveneno for necessario, as vitimas acometidas

recebam a medicacdo o mais rapido possivel e a pegonha seja neutralizada prontamente.

2.2 TRATAMENTO DO ENVENENAMENTO POR SERPENTE

Os envenenamentos por serpente comumente sdo tratados pela administracdo de
antivenenos administrado por via intravenosa. O antiveneno € composto por soros heter6logos
monovalentes ou polivalentes, contendo imunoglobulinas derivados de cavalos ou ovelhas,
visando a neutralizagéo de toxinas (UPASANI et al., 2017; MOURA et al., 2018).

Em resposta a utilizacdo do antiveneno podem ocorrer reacfes agudas €, na maioria das
vezes, 0s sintomas sao caracterizados por dor de cabeca, febre, nausea, urticaria e vomito. Além
disso, nos casos mais severos podem ocorrer altera¢cdes nos niveis de consciéncia, anafilaxia
sistémica, cianose e hipotensdo (SILVA; RYAN; SILVA, 2015; PRADO, 2017).

O antiveneno deve ser manipulado e utilizado de maneira adequada por profissionais
capacitados tornando-se assim a maneira mais eficiente de neutralizar a pegonha da serpente

causadora do acidente. Devido a isso, torna-se fundamental a disponibilizacdo do antiveneno
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em quantidade suficiente e em locais oportunos, objetivando diminuir a0 maximo o tempo
decorrente entre o acidente e o atendimento médico especializado (BRASIL, 2019).

A partir de 1986, o Ministério da Saude passou a adquirir toda a producéo de antiveneno
dos quatro produtores nacionais, Instituto Butantan, Instituto Vital Brazil, Fundacdo Ezequiel
Dias e Centro de Produgdo e Pesquisa de Imunobioldgicos, distribuindo mensalmente cotas do
antiveneno aos estados. Isto ocorre levando em consideracao critérios epidemioldgicos pré-
definidos por meio das notificagdes de acidentes por animais peconhentos no Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN) (BRASIL, 2019).

Desde 2016 a producdo e distribui¢do de antiveneno vem ocorrendo de forma reduzida,
devido as normas exigidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) referentes
a implementacdo e certificacdo de Boas Praticas de Fabricacdo nos laboratorios. Devido a
reducdo na producdo dos antivenenos os quantitativos que foram entregues ao Ministério da
Saude vém ao longo dos anos sofrendo uma diminuicdo impactando diretamente no
abastecimento da rede de atengdo a saude de todo pais (BRASIL, 2019).

Apesar do sucesso do antiveneno, ainda é ineficaz para mitigar o dano local induzido
pela peconha da serpente (ALVES et al., 2019) tornando-se necessario procurar diferentes
inibidores de pecgonhas, sintéticos ou naturais. Sabe-se que o Unico tratamento oficialmente
eficaz para neutralizar a pegonha € a utilizacdo do antiveneno, entretanto o uso de plantas
medicinais para cura desses acidentes é comumente empregado por diversas popula¢des como

forma complementar a soroterapia tradicional (UPASANI et al., 2017).

2.3 TRATAMENTO COMPLEMENTAR A SOROTERAPIA TRADICIONAL

A busca por um antidoto eficaz contra os venenos de serpentes tem sido longa. Com a
distribuicédo precaria e as dificuldades de acesso encontradas, as populacfes se veem obrigadas
a buscar alternativas terapéuticas para curar as enfermidades provenientes de envenenamento
por serpente, geralmente buscando o campo da fitoterapia (CARDOSO et al., 2009; MOURA
etal., 2018).

Estudos de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (PDI) motivados, em parte, pela
descoberta de potentes substancias mais eficazes derivadas de plantas, constitui em um dos
grandes interesses da industria farmacéutica, principalmente aqueles que se detém em buscar
substancias com estruturas moleculares mais complexas e dificeis de serem obtidas por
processos sintéticos (WANDERLEY, 2012).
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Plantas medicinais sdo bastante utilizadas em acidentes ofidicos (VILAR; FERRI;
CHEN-CHEN, 2011), incluindo aplicagdo topica de folhas de plantas — suco, pasta, etc. —;
mastigacdo de folhas e partes de plantas; e beber extratos ou decoccBes de plantas,
principalmente por populacdes de regides onde o acesso a soroterapia é deficitario ou
inexistente (UPASANI et al., 2017).

Somente na década de 1970, do século XX, o tema mereceu devida atencdo nos meios
cientificos (MORS, 1991; MARTZ, 1992). Neste sentido, varias espécies de plantas
consideradas popularmente como antiofidicas tém sido estudadas com o intuito de validar o
conhecimento tradicional: Anacardium humile A.St.-Hil. (COSTA, 2010); Annona crassiflora
Mart. (VILAR; FERRI; CHEN-CHEN, 2011); Byrsonima verbascifolia (L.) DC. (FERREIRA,
2011); Aniba fragrans Ducke (MOURA et al., 2018); Bredemeyera floribunda Willd
(TSCHINKEL et al., 2019); entre outras e caracterizar substancias biologicamente ativas
capazes de inibir diversos efeitos locais e sistémicos provocados pelos venenos de serpentes.

Os extratos vegetais podem apresentar diferentes componentes quimicos, como por
exemplo alcaloides, flavonoides, ligninas, taninos, triterpenos os quais tém a capacidade de
promover a inibicdo da peconha de serpentes, dessa forma atuam como inibidores enzimaticos
ou inativadores quimicos interagindo diretamente com macromoléculas alvo (MORS et al.,
2000; ALVES et al., 2019).

Neste sentido, um grande nimero de extratos e seus compostos isolados tém sido
testados, demonstrando, pelo menos em estudos in vitro, sua capacidade de inibir frente as
atividades bioldgicas induzidas pelos envenenamentos (MOURA et al., 2018).

De um modo geral, com raras excecdes, a fitoterapia antiveneno no meio cientifico esta
baseada em dados que superestimam a capacidade antiofidica presente nos extratos vegetais
(MOURA, 2016), havendo necessidade de uma avaliacdo critica de sua real eficacia,
formulando e utilizando protocolos que simulem o uso tradicional, o que se torna de extrema
importancia quando se pensa na producdo de um fitoterapico que possa ser utilizado como um
coadjuvante a soroterapia convencional (MOURA; MOURAO, 2012).

Inimeros sdo os trabalhos em que séo atribuidos aos vegetais, atividades de antiveneno,
mas estudos bem conduzidos, que fundamentem essas indica¢Ges, ainda continuam
extremamente escassos na literatura (VILAR et al., 2005; CARDOSO et al., 2009; MOURA et
al., 2018).

Dentre as plantas medicinais utilizadas como antiofidicas, destacam-se algumas
espécies da familia Cannabaceae (THOMAS, 2001).
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2.4 FAMILIA CANNABACEAE Martinov

A familia Cannabaceae Martinov compreende plantas de habito arboreo, arbustivo ereto
ou escandentes ou herbaceo. Apresentam ramos armados ou inermes, retos ou em zigue-zague.
As folhas sdo alternas ou raramente opostas com margens crenadas, crenuladas, denteadas,
serreadas, serrilhadas ou raramente inteiras. Possui inflorescéncias ou flores pistiladas isoladas.
Os frutos séo do tipo drupas, sdmaras ou aquénios (MACHADO et al., 2019).

A familia encontra-se inserida na ordem Rosales e historicamente seus representantes
estiveram associados as familias Moraceae, Urticaceae e Ulmaceae (APG IV, 2016). Os
géneros Cannabis L. e Humulus L. foram incluidos em Cannabaceae por Kubitzki (1993)
devido ao fato de serem ervas com frutos do tipo aquénio, esses géneros estao distribuidos nas
regides temperadas do hemisfério norte. Todzia (1993) incluiu na familia Ulmaceae 18 géneros
e cerca de 100 espécies de arvores ou arbustos com frutos do tipo drupa ou sémara.
Posteriormente, baseando-se em estudos filogenéticos, morfolégicos e quimicos, foram
transferidos oito géneros da subfamilia Celtidoideae (Ulmaceae) para Cannabaceae
(GIANNASI, 1978; WIEGREFE et al., 1998; YANG et al., 2013).

Cannabaceae, na atual circunscricdo, inclui 109 espécies em 10 géneros: Aphananthe
Planch., Cannabis L., Celtis L., Chaetachme Planch., Gironniera Gaudich., Humulus L.,
Lozanella Greenm., Parasponia Miq., Pteroceltis Maxim. e Trema Lour. distribuidos nas
regibes tropicais e temperadas do mundo (YANG et al., 2013; STEVENS, 2015).

Na familia destacam-se economicamente a maconha (Cannabis sativa L.), € uma das
primeiras e mais importantes culturas domésticas de alimentos e fibras, e uma matéria prima
cada vez mais importante usada por suas propriedades anestésicas e antipsicoticas (ZUARDI et
al., 2006; ZHANG et al., 2018), bem como o ldpulo (Humulus lupulus L.) que apresenta
inflorescéncias utilizadas na fabricacdo de cervejas (ZANOLI; ZAVATTI, 2008) e a fibra do
floema de Pteroceltis tatarinowii Maxim. Unica matéria-prima para a fabricacdo de papel
tradicional chinés Xuan (CAO, 1993; ZHANG et al., 2018).

Cannabis e Humulus sdo géneros exdéticos no Brasil, para a familia Cannabaceae no pais
sdo listados a ocorréncia de dois géneros (Celtis e Trema) representando seis espécies (C.
brasiliensis (Gardner) Planch., C. chichape (Wedd.) Miq., C. ehrenbergiana (Klotzsch) Liebm,
C. iguanaea (Jacq.) Sarg., C. orthacanthos Planch., e T. micrantha (L.) Blume), com
distribuicdo em todos os biomas brasileiros. (MACHADO et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/food-crops
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/food-crops
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2468265918300532#bib6
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2.5 GENERO Trema Lour.

Trema Lour sdo plantas de habito arbdreo ou arbustivo ereto com ramos retos a
recurvados, inermes. Apresentam folhas alternas, com bordas serreadas, serrilhadas ou
denteadas, da base ao apice. As inflorescéncias apresentam bracteas inconspicuas, caducas.
Seus representantes apresentam flores estaminadas pediceladas ou pistiladas pediceladas. Os
frutos s@o do tipo drupas, pouco carnosos, arredondados, glabros, alaranjados a vermelhos na
maturidade (MACHADO et al., 2019).

O género inclui cerca de 14 espécies (T. cannabina Lour.; T. cubense Urb.; T. discolor
(Brongniart) Blume; T. domingensis Urb.; T. guineensis (Schum. et Thonn.) Ficalho; T.
integérrima (Beurl.) Standl.; T. lamarckiana (Roem. & Schult.) Blume; T. micranta (L.) Blume;
T. mollis (Willd.) Blume; T. orientalis (L.) Blume; T. philippinensis Elme; T. strigillosa
Lundell; T. tomentosa (Roxb.) H. Hara; T. tomentosa var. viridis (Planch.) Hewson), seis das
quais séo citadas para as Américas com distribuicdo pantropical (YANG et al., 2013; VIANA,
GIL, 2018).

Tradicionalmente a Unica espécie registrada para o Brasil € Trema micrantha (L.) Blume
(CARAUTA, 1974; VIANA; GIL, 2018; MACHADO; SILVA, 2019), entretanto, Miquel
(1853) ja havia evidenciado a ocorréncia de outra espécie T. mollis além de T. micrantha.

2.5.1 Estudos Farmacologicos

Cyril et al. (2017) analisaram o efeito protetor dos extratos aquosos e etandlicos de T.
guineensis no figado de ratos albinos Wistar e mostraram que alteragdes induzidas por
tetracloreto de carbono (CCls) em parametros bioquimicos como transaminases (aspartato
aminotransferase - AST e alanina aminotransferase - ALT), proteinas totais, albumina e
gammaglobulinas foram restauradas por pré-tratamento com extratos aquosos e etanélicos de
T. guineensis e silimarina. Os autores concluiram que o extrato aquoso na dose 200 mg/kg de
peso corporal possui uma protecdo hepatica eficaz idéntica a silimarina.

Kadissoli et al. (2019) sugeriram que o0 extrato de T. guineensis impediu
significativamente o aumento do peso corporal, pressdo arterial, superoxido dismutase (SOD),
malondialdeido (MDA), glutationa reduzida (GSH) e éxido nitrico (NO). O extrato também
normalizou parametros hematolégicos, confirmando suas propriedades anti-hipertensivas que

protegem contra a hipertensdo induzida pelo etanol.
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Adjileye et al. (2019), em estudo realizado com T. orientalis utilizada para controlar a
hipertensdo, sugeriram que o extrato etandlico de T. orientalis exibiu interessante atividade
antioxidante, neutralizando ou inibindo a formacao de radicais livres e que a presenca de acidos

fenolicos e flavonoides contribuiu para a atividade antioxidante dessa planta.

2.5.2 Aspectos quimicos

Diversas substancias tém sido isoladas e identificadas em espécies do género. Hemayet
et al. (2013) em analise fitoquimica do extrato bruto de folhas de Trema cannabina Lour.,
utilizada como antinociceptiva, indicaram a presenca de agtcares redutores, taninos, esteroides
e alcaloides e demonstraram que os resultados obtidos tendem a sugerir essa atividade
antinociceptiva.

Koffi et al. (2014), em estudo fitoquimico da planta T. guineensis, identificaram
polifendis, alcaloides, esterois e terpenos presentes nos extratos aquoso e etandlico e
flavonoides, saponinas e taninos apenas no extrato aquoso.

Kuo et al. (2007) isolaram do extrato metandlico dos galhos de T. orientalis oito
substancias: o (-)-ampelopsina F, (-)-epicatequina, (+)-catequina, (+)- siringaresinol, trans-N-
p-coumaroiltiramina, trans-N-pcoumaroiloctopamina, o acido trans-4-hidroxicinamico e 3,5-
dimetoxi-4- hidroxifenil-1-O-D-glicopiranosideo.

Patel e Panchal (2017), em estudo visando o isolamento e identificacdo de compostos
flavonoides por cromatografia em camada delgada (CCD) e outras técnicas espectroscépicas,
identificaram nas folhas de T. orientalis fitosterois, triterpenoides, flavonoides, 6leo fixo,
taninos e carboidratos.

Geetha et al. (2019), em analise da planta inteira de T. orientalis, observaram que o
extrato etéreo de petr6leo mostrou a presenca de fitoesterdis, triterpendides, Oleos fixos e
gorduras, enquanto o extrato metandlico mostrou a presenca de taninos e fendlicos, flavonoides
e carboidratos, entretanto o extrato de cloroférmio ndo apresentou fitoconstituintes.

Adjileye et al. (2019), em estudo realizado com T. orientalis utilizada para controlar a
hipertensao, realizaram estudo fitoquimico e avaliaram a atividade antioxidante e identificaram
em extratos foliares a presenca de flavonoides, taninos, saponinas, 6leos essenciais, lignina e

glicosideos cardiacos.
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2.6 ESPECIE Trema micrantha (L.) Blume

2.6.1 Informacdes Botéanicas e Ecoldgicas

O enquadramento taxonémico da espécie Trema micrantha (L.) Blume de acordo com
Carl (Karl) Ludwig von Blume, esté apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Enquadramento taxondmico da espécie Trema micrantha (L.) Blume.
ENQUADRAMENTO TAXONOMICO

Classe Equisetopsida C. Agardh
Subclasse Magnoliidae Novak ex Takht
Ordem Rosales Bercht. & J. Presl
Familia Cannabaceae Martinov
Género Trema Lour.

Espécie Trema micrantha (L.) Blume

Fonte: T. micrantha, Trépicos, 2016.

T. micrantha é popularmente conhecida como candiuba, candilva, crinditva, grandilva,
pau-polvora, pau-de-bugre, pau-de-vaca, periquiteira, dentre outros (SOUZA; LORENZI,
2008; BRITO; SENNA-VALLE, 2011; GOMES et al., 2019), possui habito arboreo, apresenta
ramos esverdeados e tricomas geralmente esparsos. As folhas apresentam peciolo glabro com
lamina foliar membranécea a cartacea, margens serreadas com face adaxial aspera e tricomas
curtos esparsos e face abaxial aspera com tricomas curtos. As inflorescéncias com bracteas e
bractéolas acuminadas, pedicelos e flores glabrescentes (MACHADO et al., 2019).

T. micrantha estad amplamente distribuida nas Américas (MACHADO et al., 2019). No
Brasil, ocorre em todas as regides e encontra-se distribuida nas matas secundarias da floresta
ombrdfila densa Atlantica e Amazonica, floresta ombrofila aberta, estacional semidecidual e
decidual, cerrado e caatinga (PEDERNEIRAS et al., 2011; MACHADO; SILVA, 2019).

Esta planta é uma das primeiras espécies arboreas a ocorrer em areas abandonadas,
sobrevivendo a todos os estagios da sucessdo secundaria e apresentando uma boa adaptacao a
solos de baixa fertilidade e em terrenos desnudos (PEDERNEIRAS et al., 2011).
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2.6.2 Uso Popular

T. micrantha é comumente empregada na recuperacdo de solos degradados ou apds
qgueimadas (VENTURIN et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2018). Derivam de sua madeira
produtos como celulose e papel, carvdo, lenha, além disso esta espécie € utilizada na
alimentacdo animal (forragem), como recurso para fauna, bem como na medicina tradicional
(LORENZI, 2000; LORENZI, 2002; MORESSI et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2018).

Na medicina tradicional suas cascas sdo utilizadas para combater aftas (FENNER et al.,
2006) e as folhas sdo utilizadas em chéas indicados para o tratamento de sifilis (LORENZI,
2000), reumatismo (LORENZI, 2000; MESSIAS et al., 2015), diabetes (SCHOENFELDER et
al., 2006), em lavagens externas indicadas para cicatrizacdo de feridas (ALVES et al., 2008) e

para combater o envenenamento ocasionado por picadas de serpentes (THOMAS, 2001).

2.6.3 Estudos Farmacolégicos

Estudos in vivo utilizando extrato da casca de T. micrantha demonstrou a atividade
antimalarica (MUNOZ et al., 2000). Extratos de folhas de T. micrantha testados em animais
demonstraram atividades analgésicas, antiinflamatérias (BARBERA et al., 1992) e
hipoglicémicas (SCHOENFELDER et al., 2006).

Guzzo (2013), testou os extratos brutos e substancias puras foliares em ensaios in vitro
para determinacdo da atividade citotoxica frente a linhagens tumorais de células leucémicas

U937 e THP-1, obtendo resultados favoraveis.

2.6.4 Estudos Toxicoldgicos

A toxidez de T. micrantha foi caracterizada em intoxicagOes experimentais em bovinos
(TRAVERSO et al., 2004), caprinos (TRAVERSO et al. 2002) e equinos (BANDARRA et al.,
2011).

Traverso et al. (2004), em seu experimento caracterizaram as folhas de Trema
micrantha como toxicas para bovinos, ocasionando morte em doses a partir de 54g/kg. Quando
manipuladas doses iguais ou superiores, quando a planta foi fracionada ou dessecada, ndo
demonstraram toxicidade. A dose toxica foi superior aquela observada na intoxicacdo pela
mesma planta para caprinos, de 30g/kg (MATOS et al., 2000; TRAVERSO et al., 2002).



32

No experimento de Bandarra et al., (2011), a dose letal minima de folhas de T.
micrantha estabelecida foi de 20g/kg para equinos.

Experimentalmente foi comprovado que um principio téxico isolado denominado
trematoxina foi citado em T. tomentosa e correlacionado também a T. micrantha, entretanto
sem estrutura quimica determinada. A trematoxina age principalmente como uma toxina para
o figado e sistema nervoso central (MATOS et al., 2000).

Neste sentido, considerando-se a semelhanca dos sinais clinicos em bovinos, caprinos e
equinos decorrentes de intoxicagdes por T. tomentosa e T. micrantha, € possivel que 0 mesmo
principio toxico ou semelhante seja comum entre essas espécies (TRAVERSO; DRIEMEIER,
2000; TRAVERSO et al., 2004). Entretanto, nenhum estudo foi encontrado sobre a correlagéo
estrutural de qualquer constituinte quimico isolado ou mesmo alguma atividade toxica relatada
em Trema ssp (MATOS et al., 2000).

2.6.5 Aspectos Quimicos

Frimmel et al., (2000) isolaram vitexina, paprazina, sitosterol e o acido ursacolico dos
ramos e folhas de T. micrantha. De acordo com estes autores o isolamento de vitexina indica
que este composto, bem como seus derivados sdao marcadores quimicos do género Trema,
enquanto paprazina foi identificada pela primeira vez no género.

Guzzo (2013), em estudo fitoquimico, isolou os flavonoides C-glicosilados 2°’-O-
xilosilvitexina e 2’’- oxilosilorientina da fracdo hidrometandlica das folhas e o acido palmitico,
palmitato de etila e estearato de etila foram obtidos predominantemente dos extratos hexanico
e em acetato de etila.

Investigacao recente abordou, principalmente, testes de histolocalizacdo em tricomas de
T. micrantha, nos quais foram identificados compostos fendlicos, alcaloides, terpenos, lipidios
e polissacarideos (NASCIMENTO, 2017).
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3 METODOLOGIA

3.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado na comunidade Tururu, Janga — PE. Para a coleta do
material botanico foram seguidas as especificacbes de Albuquerque et al. (2010) que
recomendam coletar amostras vegetais floridas e/ou frutificadas, sem danos mecénicos ou
causados por insetos e fungos.

A identificacdo da espécie por sua vez foi realizada mediante procedimentos usuais da
boténica, registro fotografico da espécie, utilizacdo de chave de identificacdo (SOUZA;
LORENZI, 2008) consultas a sites, banco de dados e bibliografias especializadas.
Posteriormente a esta etapa, as exsicatas foram encaminhadas ao herbario do Instituto
Agronémico de Pernambuco-IPA para herborizacdo e identificacdo, sob o ndmero de
tombamento 91800.

3.2 CARACTERIZACAO ANATOMICA FOLIAR

3.2.1 Microscopia Optica de Luz (MOL)

Para a caracterizacdo anatdmica foliar, o material botanico foi fixado em FAA50
(formaldeido, acido acético e alcool etilico 50%, 1:1:18 v/v) (JOHANSEN, 1940). Foram
obtidas a mé&o livre sec¢des transversais de laminas foliares e de peciolos utilizando laminas de
aco e como suporte a medula do embatba (Cecropia sp.). Além das sec¢des transversais, foram
realizadas sec¢cbes paradérmicas, tanto da face adaxial como abaxial da lamina foliar.
Posteriormente, para clarificacdo, as sec¢des foram submetidas a uma solucgéo de hipoclorito de
sodio (50%) (KRAUS; ARDUIN, 1997).

Em seguida os cortes foram lavados com agua destilada, as sec¢Oes transversais foram
coradas com safranina e azul de Astra (BUKATSCH, 1972) e as sec¢Oes paradérmicas foram
coradas segundo técnica descrita por Krauter, (1985), com azul de metileno. Apos estes
procedimentos foram montadas laminas semipermanentes, de acordo com o0s procedimentos
usuais em anatomia vegetal JOHANSEN, 1940; SASS, 1951).

A analise de todas as laminas foi realizada em imagens processadas em software (LAS
EZ), obtidas por camera digital (Leica ICC50 W) acoplada a um microscépio de luz (Leica
DM750M).
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3.2.2 Microscopia de Polarizagdo (MP)

Laminas histolégicas semipermanentes foram preparadas com sec¢des transversais de
laminas foliares obtidas de modo semelhante ao destinado para a analise em MOL. Para a
andlise das laminas foi utilizado microscopio de polarizacdo (Leica DM750M), acoplado com
camera digital (Leica ICC50W), através da qual foram obtidas imagens processadas em
software (LAS EZ).

3.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Amostras de laminas foliares foram fixadas em solugdo Karnovsky por no minimo 2h.
Posteriormente, as amostras foram lavadas trés vezes com tampao de sodio 1M, pos-fixadas
com tetréxido de 6smio 0,5% e novamente lavadas com tampdo cacodilato 1 M e em seguida
lavadas com &gua destilada. Apds desidratacdo em série etilica (30,70, 90, e 100%), o material
foi submetido a secagem no ponto critico (Bal-Tec CPD 030). Em seguida, as amostras foram
montadas em stubbs, metalizadas com ouro (HADDAD et al., 1998) e analisadas em
microscopio eletrénico de varredura (TESCAN — Mira 3) no Laboratério de Microscopia

Eletronica do Departamento de Fisica - UFPE.

3.3 CARACTERIZACAO HISTOQUIMICA DA LAMINA FOLIAR

Foram realizados testes histoquimicos em seccdes transversais de laminas foliares
frescas, obtidas a mao livre, usando lamina comum de barbear e medula do peciolo de embauba
(Cecropia sp.) como suporte (JOHANSEN, 1940). Em seguida foram utilizados reagentes
especificos, listados no Quadro 1, para localizacdo dos metabdlitos secundarios na lamina

foliar.



Quadro 1 — Metodologia utilizada para a anélise histoguimica de laminas foliares.

~ COLORACAO/ .
SUBSTANCIAS REAGENTE REAGAO REFERENCIAS
Alcaloides Dragendorff Laranja BRASIL, 2010
Amido Lugol Azulnegrol 15 NSEN. 1940
Marrom escuro
Compostos fendlicos cloreto férrico (10%) Vermelho JOHANSEN, 1940
Compostos Sudan 111 vermelho SASS, 1951
lipofilicos alaranjado
Cristais de oxalato Dissolucéo ou
de célcio ou acido cloridrico (10%) ndo dos JENSEN, 1962
carbonato de calcio cristais
Lignina floroglucinol Vermelho JOHANSEN, 1940
Oleos essepmals e Nadi Azul / Rosa DAVID; CARDE,
oleoresinas 1964
Taninos vanilina cloridrica Rosa/ Vermelho MACE;15|7O4WELL’
Triterpenos e tricloreto de antimdnio Vermelho MACE; BELL;
esteroides alaranjado STIPANOVIC, 1974

Fonte: Autor proprio.

Foram realizados controles em paralelo aos testes histoquimicos e preparadas laminas
semipermanentes contendo secgdes transversais (JOHANSEN, 1940; SASS, 1951). As laminas
contendo os cortes histologicos para a caracterizagdo histoquimica foram analisadas em
imagens utilizando o software Toup View Image, obtidas por uma camera digital acoplada a

um microscopio optico de luz (Alltion).

3.4 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DE EXTRATOS FOLIARES

Para o perfil fitoquimico o material vegetal foi caracterizado através de Cromatografia
em Camada Delgada (CCD), a partir de extratos metanolicos por decoc¢do. As analises foram
efetuadas empregando-se como fase estacionaria placas prontas de gel de silica (Macherey-
Nagel) e fases moveis variadas e reveladores adequados obedecendo a um protocolo
desenvolvido no Laboratério de Farmacognosia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas/UFPE apoiado em estudos de Harborne (1984) e Wagner (1996) com
modificagfes (RANDAU, 2004) (QUADRO 1). Além disso, foram utilizados alguns reagentes
cromogénicos, também apresentados no quadro 2, para evidenciar a presenca de metabolitos

secundarios.



Quadro 2 — Sistemas cromatogréficos e reveladores utilizados na prospeccdo fitoquimica.

36

. ~ CRITERIO DE =
METABOLITOS SISTEMA ELUENTE PROPORCAO | REVELADOR AVALIACAO PADRAO
Alcaloides AcOEt: A. F:A.Acd: H,0O 100:11:11:27 Dragendorff Visivel Atropoina
. Vanilina sulfirica .
Mono Sesquiterpenos Tol* AcOEt! 97:3 +A Visivel Carvacrol
. . Liebermann/ . .
Triterpenos e Esteroides Tol* AcOEt! 90:10 Visivel [-sitosterol
Burchard + A
. Vanilina sulfdrica . .
Saponinas ACOEt: A FAAC: H0 | 100:11:11:27 . ; A“ i Visivel Saponina
. Visivel e Ultra-viol .
Antraguinonas AcOEt!: Metanol: H,O 100:13,5:10 KOH 10% ISive (SGL;::)VIO eta Senosideo
_ Tol*: Eter! saturad AAc? . :
Cumarinas ° ersa 1“5; o com ¢ 1:1 KOH 5% Ultra-violeta (365nm) Cumarina
Fenilpropanoglicosideos AcOEt!: A. F:A.Ac® H0 100:11:11:27 NEU Ultra-violeta (365nm) Verbacosideo
Derivados cindmicos AcOEt: A. F:A.Acd: H,0 100:3:3:3 NEU Ultra-violeta (365nm) Acido clorogénico
Flavonoides AcOEt!: A. F:A.Ac3: H.0 100:3:3:3 NEU Ultra-violeta (365nm) Rutina
. Vanili . .
Taninos condensados AcOEt: A. F:A.Ac3: H,0 100:3:3:3 cljr?zirl?cz Visivel Catequina
Taninos hidrolisaveis AcOEt: A. F:A.Ac3: H,0O 100:3:3:3 NEU Ultra-violeta (365nm) Acido elagico
, Timol 0,5% . .
Acucares redutores AcOEt!: A. F:A.Ac3: H.0 100:11:11:27 EtOMS + AO Visivel Glicose

A.Ac2: Acido acético; Ac®: acetona; AcOELt!: acetato de etila; AF2: 4cido formico; EtOHS: etanol; NEU: 4cido etilborilaminoéster 1% em alcool metilico; Tol%: Tolueno.
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3.5 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA ELEMENTAR DOS CRISTAIS

SeccOes transversais de laminas foliares foram processadas de acordo com a
metodologia descrita para as analises em MEV. Microanalises quimicas por Espectroscopia de
Energia Dispersiva (EDS) foram realizadas com detector de raios-X acoplado a um microscopio
eletronico de varredura (TESCAN — Mira 3).

3.6 DOSEAMENTO DE ACIDO OXALICO EM LAMINAS FOLIARES

Laminas foliares foram secas em estufa a 60°C, por 48 h, e trituradas em liquidificador.
Em seguida foram pesados 0,5 g do pé das laminas foliares em erlenmeyers de 100 mL e
acrescentados 50 mL de &cido cloridrico 2 M (oxalato total) ou agua destilada (oxalato soltvel).
Os erlenmeyers foram colocados em banho-maria com agitacéo, a 80°C, por 30 min.

Posteriormente os extratos foram filtrados e diluidos com 50 mL de 4gua destilada (AL-
WAHSH; WU; LIEBMAN, 2012). De cada extrato foram tomadas aliquotas de 25 mL para
titulacbes com solucdo de permanganato de potassio 0,02 M padronizado contra oxalato de
sodio. Para acidular o meio dos extratos preparados com agua destilada (oxalato soltvel), foram
usados 20 mL de acido sulfurico 2 M. As titulagdes (em triplicata) foram realizadas sob
aquecimento, a 50°C, e a viragem foi de incolor para réseo persistente, por mais de 30s. As

concentracdes de oxalato foram expressas em g/100 g de matéria seca.



38

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO ANATOMICA FOLIAR DE Trema micrantha (L.) Blume

4.1.1 Peciolo

O peciolo de T. micrantha, em secc¢éo transversal, apresenta formato co6ncavo-convexo,
com duas projecOes na face adaxial (FIGURA 1A). A epiderme € unisseriada e recoberta por
uma camada de cuticula levemente espessa (FIGURA 1A). Observam-se dois tipos de tricomas:
tectores conicos e glandulares filiformes (FIGURA 1B). Adjacente a epiderme situa-se o
colénquima angular, com cerca de duas a cinco camadas (FIGURA 1A). Na regido central
parenquimatica encontra-se um feixe vascular colateral, disposto na forma de arco (FIGURA

1A). Drusas séo encontradas no parénquima e no floema (FIGURAS 1C e 1D).

Figura 1 — Seccdes transversais do peciolo de Trema micrantha (L.) Blume.

Aspecto geral; B. tricomas; C: detalhe do feixe vascular e drusas; D: detalhe das drusas na microscopia de
polarizacdo. co: colénquima; dr: drusa; ep: epiderme; tg: tricoma glandular; tt: tricoma tector; fv: feixe vascular.
Fonte: Autor proprio.
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4.1.2 Lamina Foliar

A lamina foliar, em vista frontal, apresenta células de contorno reto na face adaxial
(FIGURA 2A) e de contorno sinuoso na face abaxial (FIGURA 2B). E classificada como
hipoestomatica, com estbmatos anomociticos (FIGURA 2B). No género Celtis L. ocorrem
folhas anfiestométicas, como em Celtis iguanaea (Jacq.) Sarg. (PILATI; SOUZA, 2006).

Em ambas as faces observam-se tricomas tectores e glandulares (FIGURAS 2A e 2B),
semelhantes aos encontrados no peciolo. Nascimento (2017) demonstrou diferentes tipos de
tricomas glandulares em espécies de Cannabaceae e Ulmaceae e afirmou que essas diferencas
apoiam os estudos que alteraram a circunscricdo de Celtis e Trema, incluindo-os em
Cannabaceae.

Figura 2 — Aspecto frontal da lamina foliar de Trema micrantha (L.) Blume.

| e

A: face adaxial; B. face abaxial. ep: epiderme; est: estomas, tg: tricoma glandular; tt: tricoma tector.
Fonte: Autor prdprio.

Em seccdo transversal, a nervura central, sob MEV e MOL, exibe um contorno plano-
convexo (3A e 3B). A epiderme unisseriada, recoberta por cuticula levemente espessa
(FIGURA 3B). O colénguima angular possui cerca de quatro camadas (FIGURA 3B). Assim
como no peciolo, o feixe vascular é colateral, disposto na forma de um arco (FIGURA 3B).
Drusas sdo encontradas no parénquima e no floema (FIGURAS 3C e 3D).

O mesofilo é dorsiventral, com parénquima palicadico composto de uma a duas camadas
de células e parénquima esponjoso com pequenos espacos intercelulares (FIGURA 3E).
Fermino Junior et al. (2004) encontraram duas a trés camadas de parénquima pali¢adico em T.
micrantha. Observa-se a presenca de cistolitos na base dos tricomas tectores, tanto na face
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adaxial quanto na face abaxial (FIGURA 3E). Drusas séo encontradas em todo o mesofilo
(FIGURAS 3 E e 3F). Cristais de oxalato de calcio s&o o tipo mais comum em plantas, enquanto
que os cristais de carbonato de calcio sdo encontrados em poucas familias, como Moraceae,
Urticaceae e Acanthaceae (FRANCESCHI; HORNER, 1980). Poucos estudos descrevem a
presenca dos dois tipos de cristais em uma mesma espécie (FAHN, 1990), como verificado no
presente estudo para T. micrantha.

100 pm D T

Figura 3 — Secc¢des transversais da Iamina foliar de Trema micrantha (L.) Blume.
« ~ SN ;" |\

200 pm

A

A: microscopia eletronica de varredura; A, B e E: microscopia Optica de luz; D e F: microscopia de polarizagao.
A e B: nervura central; C: detalhe do feixe vascular e drusas; D: detalhe de drusas na nervura central em
microscopia de polarizagdo; E: mesofilo; F: detalhe de drusas no mesofilo em microscopia de polarizagdo. co:
colénquima; cis: cistolito; dr: drusa; ep: epiderme; est: estomas; fv: feixe vascular; pe: parénquima esponjoso; pp:
parénquima palicada; tg: tricoma glandular; tt: tricoma tector.

Fonte: Autor proprio.
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4.2 CARACTERIZACAO HISTOQUIMICA DA LAMINA FOLIAR DE Trema micrantha
(L.) Blume

A Figura 4 apresenta os resultados da histoquimica, mostrando em secc¢éo transversal a
lamina foliar sem adig@o de nenhum reagente nas Figuras 4A e 4B. Compostos fendlicos foram
encontrados no parénquima palicadico (FIGURA 4C) e alcaloides no parénquima esponjoso
(FIGURA 4D). Compostos lipofilicos foram observados na cuticula e na epiderme (FIGURA
4E). Possivelmente os compostos lipofilicos sdo 6leos essenciais, 0s quais foram encontrados
também na epiderme (FIGURA 4F). A lignina foi evidenciada no xilema (FIGURA 4G). O
teste com acido cloridrico (10%) demonstrou que as drusas sdo de oxalato de célcio, apos a

dissolucdo das mesmas, sem ocorrer formacao de bolhas (FIGURAS 4H e 41). Os testes para

amido, taninos, tripertenos e esteroides foram negativos. Flavonoides e terpenos tém sido
identificados nas folhas de T. orientalis (PATEL; PANCHAL, 2017).

S~ 1
| —

{ e e Foe ﬁﬁﬁ T b N o (WP e | —
A, B: controle; C: Dicromato de potassio (10%); D: Dragendorff; E: Sudanlll; F. Nadi; G: Floroglucinol; H, I:
Acido cloridrico (10%). ct: cuticula; dr: drusa; ep: epiderme; id: idioblast; pp: parénquima palicada; pe:
parénquima esponjoso; Xi: xilema.
Fonte: Autor proprio.

-
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4.3 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DE EXTRATOS FOLIARES DE Trema
micrantha (L.) Blume

O Quadro 3 mostra os resultados obtidos apds a prospeccdo fitoquimica de extratos

foliares de Trema micranta (L.) Blume.

Quadro 3 — Resultados da prospeccao fitoquimica de Trema micrantha (L.) Blume a partir de extratos metanolicos
foliares.

METABOLITOS Extrato foliar
Alcaloides -
Mono Sesquiterpenos ++
Triterpenos e Esteroides ++
Saponinas +
Antraquinonas -
Cumarinas -
Fenilpropanoglicosideos -
Derivados cindmicos +
Flavonoides +++
Taninos condensados -
Taninos hidrolisaveis +
Acucares redutores +

- auséncia de bandas; +: até duas bandas evidenciadas; ++: duas a cinco bandas evidenciadas; +++: acima de cinco
bandas evidenciadas.
Fonte: Autor préprio.

Para T. micrantha ja foi citado previamente na literatura a presenca de flavonoides em
estudo fitoquimico da fracdo hidrometandlica das folhas (GUZZO, 2013). No presente estudo
foram evidenciados mono e sesquiterpenos, triterpenos e esteroides, saponinas, derivados
cindmicos, flavonoides, taninos hidrolisaveis e agucares redutores.

Hemavet et al. (2013), em analise fitoquimica do extrato bruto de folhas de Trema
cannabina Lour. indicaram a presenca de acUcares redutores, taninos, esteroides e alcaloides.

Koffi et al. (2014), em analise do extrato aquoso e etanodlico de T. guineensis,
identificaram polifendis, alcaloides, esterois e terpenos e evidenciaram apenas no extrato
aquoso flavonoides, saponinas e taninos.

Patel e Panchal (2017), identificaram nas folhas de T. orientalis fitosterois,
triterpenoides, flavonoides, 6leo fixo, taninos e carboidratos.

Geetha et al. (2019), em analise da planta inteira de T. orientalis, demonstraram que o
extrato etéreo de petrdleo mostrou a presenca de fitoesterdis, triterpenoides, 6leos fixos e
gorduras, enquanto o extrato metanolico mostrou a presenca de taninos e fendlicos, flavonoides

e carboidratos, entretanto o extrato de cloroférmio néo apresentou fitoconstituintes.
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Adjileye et al. (2019), em estudo realizado com T. orientalis identificaram em extratos
foliares a presenca de flavonoides, taninos, saponinas, 6leos essenciais, lignina e glicosideos
cardiacos.

Alcaloides foram evidenciados na histolocalizacdo desse estudo, entretanto, ndo foi
evidenciado na caracterizagdo fitoquimica. A auséncia de alcaloides no extrato metandlico de
T. micrantha pode ser explicado devido ao tipo de extragdo, pois, normalmente os alcaloides se
encontram em fracGes acidas. Embora outros estudos relatem a presenca dos alcaloides no

género, fitoquimicamente ainda ndo foi relatado para Trema micrantha.

4.4 ANALISE DA COMPOSIQAO QUIMICA ELEMENTAR DOS CRISTAIS EM
LAMINAS FOLIARES DE Trema micrantha (L.) Blume

Através das microanalises quimicas realizadas por MEV-EDS as drusas estavam
presentes na nervura central e no mesofilo de Trema micrantha (L.) Blume foi possivel
identificar picos de absorvancia em maioria para calcio, carbono e oxigénio, confirmando que
sdo formados de oxalato de calcio (Figuras 5 e 6). Ndo foram encontradas na literatura
microandlises quimicas realizadas por MEV-EDS para demonstrar a natureza quimica dos
cristais da espécie estudada.

Os cristais de oxalato de célcio foram encontrados em todos 0s organismos dos cinco
reinos vivos (NAKATA, 2003). Nas plantas, encontra-se amplamente distribuido na maioria
dos tecidos e 6rgdos (LERSTEN; HORNER, 2006; SA et al., 2019a) e pode ser caracterizado
como uma caracteristica taxondmica (HORNER et al., 2015).

O écido oxalico ocorre como acido livre, como sais solUveis de potéssio e de sodio e
como sais insolliveis de calcio, magnésio e ferro (NOONAN; SAVAGE, 1999).
Predominantemente, a fracdo insolivel é composta por oxalato de calcio e, em algumas plantas,
formam cristais (NAKATA, 2003).

Alguns estudos mostraram que o acido oxalico e sintetizado em resposta ao aumento de
calcio (CALISKAN, 2000; KEATES et al., 2000). S&o atribuidas aos cristais de oxalato de
calcio as funcbes de captura e reflexdo da energia solar, defesa vegetal contra herbivoria,
desintoxicacdo de metais, equilibrio de ions celulares, regulacdo osmotica e suporte mecanico
de tecidos (FRANCESCHI; HORNER, 1980, FRANCESCHI; NAKATA, 2005).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/microanalysis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxalic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/herbivory
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/detoxication
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/inorganic-ions
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osmoregulation
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18302850#bib0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18302850#bib0065
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Figura 5 — Microscopia eletronica de varredura e composicdo quimica elementar dos cristais na nervura central da
lamina foliar de Trema micrantha (L.) Blume.
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A, Ce E: drusa; B, D e F: difratograma. Abreviaturas: dr: drusa. Fonte: Autor préprio.
Fonte: Autor proprio.
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Figura 6 — Microscopia eletrénica de varredura e composicao quimica elementar dos cristais no mesofilo da lamina
foliar de Trema micrantha (L.) Blume.
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A, C e E: drusa; B, D e F: difratograma. Abreviaturas: dr: drusa. Fonte: Autor préprio.
Fonte: Autor préprio.

4.5 DOSEAMENTO DE ACIDO OXALICO EM LAMINAS FOLIARES DE Trema

micrantha (L.) Blume

As concentracdes médias de oxalato determinadas nas laminas foliares de Trema
micranta (L.) Blume encontram-se na Tabela 5. As concentragdes de oxalatos podem ser
encontradas em quantidades que variam de 3 a 80% do peso seco das plantas (NGUYEN;
SAVAGE, 2013).

Tabela 6 — Concentracfes médias (g/100 g de matéria seca) de oxalato nas laminas foliares de Trema micranta
(L.) Blume.

3 OXALATO OXALATO
ESPECIE OXALATO TOTAL 3 3
SOLUVEL INSOLUVEL
Trema micranta 16,05+0,11 12,57+0,04 3,48

Fonte: Autor proprio.

Os valores encontrados neste estudo sdo maiores que os teores de oxalato de alimentos
diarios, como biscoitos (23,7 a 384 mg/100 g de materia seca), paes (16,5 a 45,9 mg/100 g de
matéria seca) (OKOMBO; LIEBMAN, 2010) e massas (20 a 30 mg/100 g de matéria seca)
(LIEBMAN; OKOMBO, 2009).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18302850#bib0175
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18302850#bib0175
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Nguyen e Savage (2013) em estudo determinaram o teor de oxalato total em frutas
consumidas na Nova Zelandia e verificaram as maiores concentragdes em Averrhoa carambola
L. (0,4361 g/100 g de matéria seca), Phyllanthus emblica L. (7,566 g/100 g de matéria seca) e
Rheum rhabarbarum L. (0,6402 g/100 g de matéria seca).

Siener et al. (2006) analisaram os teores de oxalato total e oxalato soltvel em diferentes
partes de espécies de Amaranthaceae A. Juss., Chenopodiaceae L. e Polygonaceae A. Juss.
(folhas, caules, raiz e nozes) e determinaram que o maior teor de oxalato foi evidenciado em
folhas e caules dessas familias. Nessas partes, o teor de oxalato total variou de 874 a 1959
mg/100 g de matéria seca e o teor de oxalato soltvel variou de 258 a 1029 mg/100 g de matéria
seca.

Sé et al. (2019a) realizaram a determinacdo de oxalato em laminas foliares através de
titulacdo de duas espécies da familia Annonaceae Juss e verificaram uma variagdo no teor de
oxalato, sendo que Annona squamosa L. (6,27+0,24 g/100 g de matéria seca) apresentou 0
maior valor de oxalato total e Annona muricata L. (4,65+0,09 g/100 g de matéria seca)
apresentou o maior valor de oxalato soltvel.

Em estudo realizado com duas espécies da familia Oxalidaceae R. Br. foi determinado
o0 teor de oxalato através da titulacdo, onde evidenciaram que Averrhoa carambola L. (valor
total 5,92+0,47 g/100 g de matéria seca e valor soltvel 4,87+0,11 g/100 g de matéria seca)
apresentou o maior valor de oxalato total e soltvel se comparado Averrhoa bilimbi L. (valor
total 5,45+0,28 g/100 g de matéria seca e valor soltvel 3,38+0,11 g/100 g de matéria seca) (SA
et al., 2019b).

Poucos sdo os estudos que realizaram a determinacdo de oxalato através de titulagéo.
Na literatura ndo ha trabalhos que evidenciam a concentracdo de &cido oxalico em laminas
foliares de plantas utilizadas no tratamento do envenenamento por serpente, bem como sobre o

teor de acido oxalico em laminas foliares de T. micrantha.
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5 CONCLUSAO

Esse estudo possibilitou a identificacdo de parametros anatémicos, histoquimicos e
fitoquimicos para a diagnose de Trema micrantha (L.) Blume. O estudo histoquimico
evidenciou o local de acimulo de metabolitos nas ldminas foliares da espécie investigada 0s
quais ainda ndo tinham sido descritos para a espécie.

A analise fitoquimica possibilitou a identificacdo de componentes quimicos da espécie,
como mono e sesquiterpenos, triterpenos e esteroides, saponinas, derivados cinamicos,
flavonoides, taninos hidrolisdveis e aclUcares redutores. As analises microquimicas
confirmaram que os cristais evidenciados na histoquimica séo de oxalato de célcio. O teor
médio de oxalato total na espécie € considerado muito maior que o teor de oxalato de alimentos
diarios.

Portanto, esse estudo contribuiu com a padronizacdo farmacoboténica da espécie
estudada e trouxe dados ineditos sobre o conteudo das laminas foliares de T. micrantha.
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Resumo
Trema micrantha (L.) Blume, popularmente conhecida como candilba, pau-p6lvora, dentre outros,
possui importante utilizacdo na medicina tradicional brasileira. Com o intuito de expandir as
informacdes farmacobotanicas desta espécie, esta pesquisa teve como objetivo realizar a caracterizagao
anatdémica e histoquimica das folhas de T. micrantha. Foram realizadas secgdes transversais de peciolo
e lamina foliar, além de seccBes paradérmicas da lamina foliar. As analises foram conduzidas em
microscopico de luz e de polarizacdo. Para a anélise histoquimica, foram utilizados diferentes reagentes,
de acordo com o metabdlito pesquisado. Mediante analise microscopica foi possivel identificar as
estruturas anatébmicas (tricomas tectores e glandulares, estbmatos anomociticos, drusas, mesofilo
dorsiventral, feixes vasculares colaterais) que conferem a diagnose minuciosa da espécie estudada.

Através da histoquimica evidenciou-se na lamina foliar a presenca de compostos fendlicos, alcaloides,
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compostos lipofilicos, éleos essenciais, lignina e cristais de oxalato de célcio. Assim sendo, o0 estudo
trouxe dados inéditos sobre a espécie, ampliando os conhecimentos sobre a familia Cannabaceae.

Palavras-chave: Cannabaceae, Farmacoboténica, Microscopia.

Anatomic and histochemical characterization of leaves on Trema micrantha (L.) Blume

Abstract

Trema micrantha (L.) Blume, popularly known as candiuba, pau-p6lvora, among others, has important
use in traditional Brazilian medicine. In order to expand the pharmacobotanical information of this
species, this research aimed to perform the anatomical and histochemical characterization of T.
micrantha leaves. Transverse sections of petiole and leaf blade were made, as well as paradermic
sections of the leaf blade. The studies were conducted under light and polarized microscopy. For the
histochemical analysis, different reagents were used, according to the researched metabolite.
Anatomical structures (glandular and non-glandular trichomes, anomocytic stomata, druses, dorsiventral
mesophyll, collateral vascular bundles) that provide the detailed diagnosis of the studied species were
described. The histochemistry showed the presence of phenolic compounds, alkaloids, lipophilic
compounds, essential oils, lignin and calcium oxalate crystals on the leaf blade. Thus, the study brought
unpublished data about the species, expanding the knowledge about the Cannabaceae family.

Keywords: Cannabaceae, Microscopy, Pharmacobotany.

Introducéo

Trema micrantha (L.) Blume, popularmente conhecida como granditva, candilba, canditva,
crindiGva, pau-p6lvora, pau-de-bugre, dentre outros, € uma arvore da familia Cannabaceae (Moressi,
Padovan, & Pereira, 2014).

A circunscrigdo desta familia tinha sido bastante contestavel, ja que tradicionalmente seus
géneros eram incluidos em Urticaceae ou Moraceae, ou, mesmo delimitada, confundia-se com o

complexo Ulmaceae-Celtidaceae-Cannabaceae (Martins & Pirani, 2009). Entretanto, devido ao acimulo
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de estudos em filogenia (Yang et al., 2013), a circunscri¢cdo antes utilizada de Cannabaceae foi ampliada,
sendo incluidos na familia os géneros Celtis L. e Trema Lour., tradicionalmente reconhecidos como
membros de Ulmaceae (Martins & Pirani, 2009). Assim, a familia Cannabaceae apresenta 10 géneros e
estimativas incluem cerca de 110 espécies (APG 1V, 2016). No Brasil ocorrem apenas os géneros Celtis,
com cinco espécies, e Trema, com uma espécie (Flora do Brasil, 2020).

Nativa do Brasil, T. micrantha pode atingir de 1,5-10 m de altura (Viana & Gil, 2018), habitando
diferentes comunidades vegetacionais (florestas estacionais, matas ciliares, cerrados e carrascos, bem
como em vegetacgdo xerofila, como a Caatinga) (Martins & Pirani, 2009; Flora do Brasil, 2020).

No Brasil, T. micrantha é comumente empregada na recuperagéo de solos degradados ou apos
gueimadas, bem como na medicina tradicional (Lorenzi, 2000; Moressi et al., 2014; Oliveira, Barroso,
Andrade, Freitas, & Amim, 2018). Suas folhas sao tradicionalmente utilizadas em chés indicados para
o tratamento de sifilis, reumatismo (Lorenzi, 2000) e diabetes (Schoenfelder, Cirimbelli, & Citadini-
Zanette, 2006). Extratos de folhas de T. micrantha testados em animais demonstraram atividades
analgésicas, antiinflamatérias (Barbera, Trovato, Rapisarda, & Ragua, 1992) e hipoglicémicas
(Schoenfelder et al., 2006).

Uma investigacdo mais recente abordou, principalmente, testes de histolocaliza¢do em tricomas
de T. micrantha, nos quais foram identificados compostos fendlicos, alcaloides, terpenos, lipidios e
polissacarideos (Nascimento, 2017). Estes dados caracterizam que T. micrantha tem um grande
potencial para exploragdo medicinal. Desta forma, este estudo objetivou ampliar as informacGes
cientificas pouco encontradas na literatura através da caracterizagdo anatémica e histoquimica das folhas

de T. micrantha.

Material e Métodos

Folhas expandidas de espécimes adultos de Trema micrantha (L.) Blume, situadas entre o

terceiro e o quinto no, foram coletadas na cidade do Janga, precisamente na comunidade do Tururu,

Pernambuco, Brasil. Também foi coletado material botanico para confeccdo de uma exsicata, que foi
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depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima, do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), sob
ntmero de tombamento n° 88149.

Para a caracterizagdo anatdmica, o material foi fixado em FAASO (formaldeido, &cido acético e
alcool etilico 50%, 1:1:18 v/v) (Johansen, 1940). Seccbes transversais de peciolo e lamina foliar foram
obtidas & mao livre, usando I&minas de aco e medula do peciolo de embauba (Cecropia sp.) como
material de suporte. Para a lamina foliar também foram realizadas sec¢Bes paradérmicas, nas faces
adaxial e abaxial. Em seguida, as sec¢Bes foram submetidas a uma solugéo de hipoclorito de sodio (50%)
para descoloracéo (Kraus, & Arduin, 1997). Apds lavagem em &gua destilada, as sec¢des transversais
foram coradas segundo técnica descrita por Bukatsch (1972), com safranina e azul de Astra; as sec¢oes
paradérmicas foram coradas com azul de metileno (Krauter, 1985). Posteriormente, todas as sec¢des
foram montadas em laminas semipermanentes, seguindo procedimentos usuais em anatomia vegetal
(Johansen, 1940; Sass, 1951). Para a analise das laminas foi utilizado microscdpio dptico de luz e de
polarizacdo (Leica DM750M), acoplado com camera digital (Leica ICC50W), através da qual foram
obtidas imagens processadas em software (LAS EZ).

Testes histoquimicos foram realizados em seccdes transversais de laminas foliares frescas,
obtidas pelo mesmo método usado para a caracterizagdo anatdmica. Os seguintes reagentes foram
utilizados para indicar a presenca dos metabdlitos: dicromato de potassio (10%) para compostos
fendlicos (Johansen, 1940); Dragendorff para alcaloides (Yoder, & Mahlberg, 1976), vanilina cloridrica
para taninos (Mace & Howell, 1974); Sudan 1l para compostos lipofilicos (Sass, 1951); tricloreto de
antimonio para triterpenos e esteroides (Mace, Bell, & Stipanovic, 1974); reagente de Nadi para 6leos
essenciais (David & Carde, 1964), Lugol para amido (Johansen, 1940); floroglucinol para lignina
(Johansen, 1940) e acido cloridrico (10%) para estabelecer a natureza dos cristais (Jensen, 1962).
Controles foram realizados em paralelo aos testes histoquimicos e laminas semipermanentes foram
preparadas contendo seccOes transversais (Johansen, 1940; Sass, 1951). A analise foi conduzida em
imagens, usando o software Toup View Image, obtidas por uma camera digital acoplada a um

microscopio optico de luz (Alltion).
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Resultados e Discussao

O peciolo de T. micrantha, em seccédo transversal, apresenta formato céncavo-convexo, com
duas projecdes na face adaxial (Fig. 1A). A epiderme é unisseriada e recoberta por uma camada de
cuticula levemente espessa (Fig. 1A). Observam-se dois tipos de tricomas: tectores conicos com
cistolitos na base e glandulares filiformes multicelulares unisseriados (Fig. 1B). Estes tipos de tricomas
ja foram previamente descritos por Sweitzer (1971) e Adamski e Coelho (2014). Adjacente a epiderme
situa-se 0 colénquima angular, com cerca de duas a cinco camadas (Fig. 1A). Na regido central
parenquimatica encontra-se um feixe vascular colateral, disposto na forma de arco aberto voltado para

a face adaxial (Fig. 1A). Drusas sdo encontradas no parénquima e no floema (Figs 1 C e 1D).

Figura 1 — Secgdes transversais do peciolo de Trema micrantha (L.) Blume. A: visdo geral; B. Detalhe
dos tricomas; C-D: detalhe do feixe vascular e drusas em microscopia de luz e de polarizag&o. co:

colénquima; dr: drusa; ep: epiderme; fv: feixe vascular; tg: tricoma glandular; tt: tricoma tector.

A lamina foliar, em vista frontal, apresenta células de contorno reto a ligeiramente sinuoso na
face adaxial (Fig. 2A) e de contorno sinuoso na face abaxial (Fig. 2B). E classificada como
hipoestomatica, com estdbmatos anomociticos (Fig. 2B). No género Celtis ocorrem folhas
anfiestomaticas, como em Celtis iguanaea (Jacq.) Sarg. (Pilati & Souza, 2006). Em ambas as faces
observam-se tricomas tectores e glandulares (Figs. 2A and 2B), semelhantes aos encontrados no peciolo.

Nascimento (2017) demonstrou diferentes tipos de tricomas glandulares em espécies de Cannabaceae e
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Ulmaceae e afirmou que essas diferencas apoiam os estudos que alteraram a circunscricdo de Celtis e
Trema, incluindo-os em Cannabaceae.

Em seccdo transversal, a nervura central exibe um contorno plano-convexo, apresentando
epiderme unisseriada, recoberta por cuticula levemente espessa (Fig. 2C). O colénquima angular
subepidérmico possui cerca de quatro camadas (Fig. 2C). Assim como no peciolo, o feixe vascular é
colateral, disposto na forma de um arco (Fig. 2C). Drusas sdo encontradas no parénquima e no floema
(Figs 2D and 2E).

O mesofilo é dorsiventral, com parénquima palicadico composto de uma a duas camadas de
células e parénquima esponjoso com pequenos espagos intercelulares (Fig. 2F). Adamski e Coelho
(2014) também reportaram uma a duas camadas de células de parénquima pali¢adico, enquanto Fermino
Junior, Paulilo, Reis e Santos (2004) encontraram duas a trés camadas de parénquima palicadico em T.
micrantha. De acordo com Sweitzer (1971), essa diferenca pode ocorrer devido a adaptacdes ambientais.
Observa-se a presenca de cistdlitos na base dos tricomas tectores, tanto na face adaxial quanto na face
abaxial (Fig. 2F). Drusas sdo encontradas em todo o mesofilo (Figs. 2F e 2G). Sweitzer (1971)
observaram drusas e cristais prismaticos no mesofilo de T. micrantha. Cristais de oxalato de calcio sdo
o0 tipo mais comum em plantas, enquanto que o0s cristais de carbonato de calcio sdo encontrados em
poucas familias, como Moraceae, Urticaceae e Acanthaceae (Franceschi & Horner, 1980). Poucos
estudos descrevem a presenca dos dois tipos de cristais em uma mesma espécie (Fahn, 1990), como

verificado no presente estudo para T. micrantha.
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Figure 2 — SecgOes paradérmicas e transversais da lamina foliar de Trema micrantha (L.) Blume. A:
face adaxial; B. face abaxial; C: nervura central; D-E: detalhe do feixe vascular e das drusas em
microscopia de luz e de polarizagdo; F: mesofilo; G: detalhe das drusas no mesofilo em microscopia de
polarizagéo. co: colénquima; cis: cistolito; dr: drusa; ep: epiderme; est: estdmato; fv: feixe vascular; pe:

parénquima esponjoso; pp: parénquima palicadico; tg: tricoma glandular; tt: tricoma tector.

A Figura apresenta os resultados da histoquimica, mostrando em secgéo transversal a lamina
foliar sem adicdo de nenhum reagente nas Figuras 3A e 3B. Compostos fenélicos foram encontrados no
parénquima pali¢adico (Fig. 3C) e alcaloides no parénquima esponjoso (Fig. 3D). Compostos lipofilicos
foram observados na cuticula e na epiderme (Fig. 3E). Possivelmente os compostos lipofilicos sdo 6leos
essenciais, 0s quais foram encontrados também na epiderme (Fig. 3F). A lignina foi evidenciada no
xilema (Fig. 3G). O teste com acido cloridrico (10%) demonstrou que as drusas sdo de oxalato de célcio,
apos a dissolucao das mesmas, sem ocorrer formagéo de bolhas (Figs. 3H and 31). Os testes para amido,
taninos, tripertenos e esteroides foram negativos. Flavonoides e terpenos tém sido identificados nas

folhas de T. orientalis (Patel & Panchal, 2017).

Figure 3 — Histoquimica da lamina foliar de Trema micrantha (L.) Blume. A,B: controle; C: dicromato

de potassio (10%) (compostos fendlicos); D: Dragendorff (alcaloides); E: Sudan Il (compostos
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lipofilicos); F. Nadi (6leos essenciais); G: floroglucinol (lignina); H,I: acido cloridrico (10%) (natureza
dos cristais). ct: cuticula; dr: drusa; ep: epiderme; id: idioblasto; pe: parénquima esponjoso; pp:

parénquima palicadico; xi: xilema; setas indicam reacdo positiva. Barras: A = 200 pum; B-1 =50 pum.

Conclusoes

Os estudos referentes & Trema micranta sdo escassos, mesmo se comparando a espéecies de
outros géneros da familia Cannabaceae, mostrando a importancia do estudo apresentado. As analises
microscopicas forneceram importantes informagdes anatdémicas Uteis para a padronizagdo
farmacoboténica, uma vez que existe uma variabilidade nos caracteres de diagnose. A histoquimica
realizada possibilitou a caracterizagdo dos locais de acimulo dos metabolitos presentes na [amina foliar

da espécie, assim como determinou a natureza dos cristais.

Agradecimentos

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

Referéncias

Adamski, J.M. & Coelho G.C. (2008). Biomass, Mineral Accumulation, and Calcium Crystals in Trema
micrantha (L.) Blume as a Function of Calcium Carbonate Addition. Journal of Plant Nutrition,
31:(2), 205-217. doi: 10.1080/01904160701853639

APG V. (2016). An update of the Angiosperm Phylogeny Group classification for the orders and
families of flowering plants: APG IV. Botanical Journal of Linnean Society, 181(1), 1-20. doi:
10.1111/b0j.12385

Barbera, R., Trovato, A., Rapisarda, A. & Ragusa, S. (1992). Analgesic and antiinflammatory activity

in acute and chronic conditions of Trema guineense (Schum. et Thonn.) Ficalho and Trema



65

micrantha Blume extracts in rodents. Phytotherapy Research, 6(3), 146-48.

doi.org/10.1002/ptr.2650060309

Bukatsch, F. (1972). Bemerkungen zur Doppelfarbung Astrablau-Safranin. Mikrokosmos, 61, 255.

David, R. & Carde, J.P. (1964). Coloration différentielle dés inclusions lipidique et terpeniques dés
pseudophylles du Pin maritime au moyen du reactif Nadi. Comptes Rendus Hebdomadaires des
Séances de I'Academie des Sciences, 258, 1338-1340.

Fahn, A. (1990). Plant Anatomy. (4a ed.). Oxford: Pergamon Press.

Fermino Junior, P.C.P., Paulilo, M.T.S., Reis, A. & Santos, M. (2004). Espécies pioneiras e climaticas
da Floresta Ombroéfila Densa: anatomia foliar comparada. Insula, Florianépolis, 33, 21-37.

Recuperado de https://periodicos.ufsc.br/index.php/insula/article/viewFile/20586/18819

Franceschi, V.R. & Horner Junior H.T. (1980). Calcium oxalate crystals in plants. Botanical Review,
46(4), 361-427. Recuperado de

https://link.springer.com/content/pdf/10.1007%2FBF02860532.pdf

Jensen, W.A. (1962). Botanical histochemistry, principles and practice. San Francisco: Freeman.

Johansen, D.A. (1940). Plant microtechnique. (1a ed.). New York.Mc: Graw Hill.

Kraus, J.E. & Arduin, M. (1997). Manual basico de métodos em morfologia vegetal. Rio de Janeiro:
EDUR.

Krauter, D. (1985). Erfahrungen mit Etzolds FSA-Farbung fir Pflanzenschnitte. Mikrokosmos, 74(8),
231-233.

Lorenzi, H. (2000). Plantas daninhas do Brasil: terrestres, aquaticas, parasitas e toxicas (3a ed.). Nova
Odessa, Sdo Paulo: Instituto Plantarum.

Mace, M.E. & Howell, C.R. (1974). Histochemistry and identification of condensed tannin precursor in

roots of cotton seedlings. Canadian Journal of Botany, 52(11), 2423-2426. doi.org/10.1139/b74-

314
Mace, M.E., Bell, A.A. & Stipanovic, R.D. (1974). Histochemistry and isolation of gossypol and related
terpenoids in roots of cotton seedlings. Phytopathology, 64, 1297-1302. doi: 10.1094/Phyto-64-

1297


https://doi.org/10.1002/ptr.2650060309
https://periodicos.ufsc.br/index.php/insula/article/viewFile/20586/18819
https://link.springer.com/content/pdf/10.1007%2FBF02860532.pdf
https://doi.org/10.1139/b74-314
https://doi.org/10.1139/b74-314

66

Machado, A.F.P. & Silva, M.F.O. Cannabaceae in Flora do Brasil 2020 em constru¢do, Jardim
Botéanico do Rio de Janeiro. Recuperado de
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB106887.

Martins, E.G.A. & Pirani, J.R. (2009). Flora da Serra do Cipd, Minas Gerais: Cannabaceae. Boletim de

Boténica, 27(2), 247-251. doi: https://doi.org/10.11606/issn.2316-9052.v27i2p247-251

Moressi, M., Padovan, M.P. & Pereira, Z.V. (2014). Seed bank as indicator of restoration in multistrata
agroforestry systemsin southwestern of Mato Grosso do Sul, Brazil. Revista Arvore, 38(6), 1073-
1083. doi.org/10.1590/S0100-67622014000600012

Nascimento, 1.C. (2017). Tricomas secretores em espécies de Cannabaceae e Ulmaceae (Dissertagdo
de Mestrado). Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto.

Oliveira, T.J.F., Barroso, D.G., Andrade, A.G., Freitas, I.L.J. & Amim, R.T. (2018). Banco de dementes
do solo para uso na recuperacdo de matas ciliares degradadas na Regido Noroeste Fluminense.
Ciéncia Florestal, 28(1), 206-17. doi: http://dx.doi.org/10.5902/1980509831653

Patel, M.R. & Panchal, H.S. (2017). Isolation and Identification of Flavonoid Compounds in Trema
orientalis Leaves by Preparative TLC and Various Spectroscopic Techniques. International
Journal of Ayurveda and Pharmaceutical Chemistry. 6(1), 238-244. Recuperado de

http://ijapc.com/volume6-first-issue/v6-i1-32-p-238-244.pdf

Pilati, R. & Souza, L.A.D. (2006). Morfoanatomia da plantula de morfoanatomia da plantula de Celtis
iguanaea (Jacq.) Sarg. (Jacq.) Sarg. (Ulmaceae) (Ulmaceae). Acta Scientiarum. Biological

Sciences, 28(1), 1-6. doi: https://doi.org/10.4025/actascibiolsci.v28i1.1051

Sass, J.E. (1951). Botanical microtechnique, (2a ed.). Ames: The lowa State College Press.
Schoenfelder, T., Cirimbelli, T.M. & Citadini-Zanette, V. (2006). Acute effect of Trema micrantha
(Ulmaceae) on serum glucose levels in normal and diabetic rats. Journal of Ethnopharmacology,

107(3), 456-59. doi: 10.1016/j.jep.2006.07.027

Sweitzer, E.M. (1971). Comparative anatomy of Ulmaceae. Journal of the Arnold Arboretum, 52(4),

523-585. Recuperado de https://www.jstor.org/stable/pdf/43781743.pdf?seq=1


https://doi.org/10.11606/issn.2316-9052.v27i2p247-251
http://ijapc.com/volume6-first-issue/v6-i1-32-p-238-244.pdf
https://doi.org/10.4025/actascibiolsci.v28i1.1051
https://doi.org/10.1016/j.jep.2006.07.027

67

Viana, P.L. & Gil, A.S.B. (2018). Flora das cangas da Serra dos Carajas, Para, Brasil: Cannabaceae.
Rodriguésia, 69(1), 49-51. doi: 10.1590/2175-7860201869105

Yang, M.Q., van Velzen, R., Bakker, F.T., Sattariam, A., Li, D.Z. & Yi, T.S. (2013). Molecular
phylogenetics and character evolution of Cannabaceae. Taxon, 62(3), 473-85. doi:

https://doi.org/10.12705/623.9

Yoder, L.R. & Mahlberg, P.G. (1976). Reactions of alkaloid and histochemical indicators in laticifers
and specialized parenchyma cells of Catharanthus roseus (Apocynaceae). American Journal of

Botany, 63, 1167-73. doi: https://doi.org/10.1002/].1537-2197.1976.tb13202.x



https://doi.org/10.12705/623.9
https://doi.org/10.1002/j.1537-2197.1976.tb13202.x

