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RESUMO

SABEDOTTI, C. Morfologia, microscopia e histoquimica de érgaos vegetativos e
reprodutivos de Lysimachia nummularia L. (Primulaceae). Orientadora: Jane
Manfron. Ponta Grossa, 2025. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —
Universidade Estadual de Ponta Grossa, 2025.

Lysimachia nummularia L., popularmente chamada de pingo dourado, “creeping
Jenny” ou “moneywort’, é conhecida na medicina popular europeia desde a Idade
Média, sendo que estudos relatam as atividades antimicrobiana, antioxidante e
citotoxica para a espécie. No entanto, faltam estudos detalhados sobre sua
morfoanatomia, que € crucial para o controle de qualidade da matéria-prima vegetal.
Para preencher essa lacuna, realizou-se um estudo completo utilizando microscopias
optica e eletrénica de varredura, bem como testes histoquimicos. A analise revelou
caracteristicas distintas em suas raizes, caules e folhas, diferenciando-a de outras
espécies da subfamilia Myrsinoideae. O caule apresenta tricomas glandulares; as
folhnas sédo anfiestomaticas, com estdmatos anomociticos e cuticula delgada. A
pesquisa detectou compostos lipofilicos em todos os 6rgaos estudados, bem como
proteinas, compostos fendlicos, dentre esses, taninos; graos de amido também foram
encontrados em todos os 6rgaos analisados, com excegao das flores. A auséncia de
alcaloides é também uma caracteristica importante. O conjunto dessas caracteristicas
oferece um perfil anatémico unico. A correta identificagao da espécie, viabilizada por
esses resultados, é fundamental para garantir a qualidade e a seguranga de produtos
fitoterapicos, além de contribuir com dados inéditos para o avanco da taxonomia
vegetal.

Palavras-chave: anatomia; cavidades secretoras; controle da qualidade;
farmacobotanica; micromorfologia.



ABSTRACT

SABEDOTTI, C. Morphology, microscopy and histochemistry of vegetative and
reproductive organs of Lysimachia nummularia L. (Primulaceae). Advisor: Jane
Manfron. Ponta Grossa, 2025. Dissertation (Master's Degree in Pharmaceutical
Sciences) — State University of Ponta Grossa, 2025.

bi n

Lysimachia nummularia L., popularly called “pingo dourado”, "creeping Jenny" or
"moneywort", has been known in European folk medicine since the Middle Ages, with
studies reporting antimicrobial, antioxidant, and cytotoxic activities for the species.
However, detailed studies on its morphoanatomy, which is crucial for the quality control
of plant raw material, are lacking. To fill this gap, a comprehensive study was
conducted using optical and scanning electron microscopy, as well as histochemical
tests. The analysis revealed distinct characteristics in its roots, stems, and leaves,
differentiating it from other species of the subfamily Myrsinoideae. The stem has
glandular trichomes; The leaves are amphistomatic, with anomocytic stomata and a
slender cuticle. The research detected lipophilic compounds in all organs studied, as
well as proteins, phenolic compounds, among theses, tannins; starch grains were also
found in all organs analyzed, except flowers. The absence of alkaloids is also an
important characteristic. The set of these characteristics offers a unique anatomical
profile. The correct identification of the species, made possible by these results, is
essential to ensure the quality and safety of herbal products, in addition to contributing
with unprecedented data to the advancement of plant taxonomy.

Keywords: anatomy; micromorphology; pharmacobotany; quality control; secretory
cavities.
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1 INTRODUGAO

A humanidade faz a utilizagdo das plantas medicinais desde a antiguidade para
tratar de suas enfermidades (Almeida, 2011), sendo que a sua definicdo esta
intimamente relacionada a esse uso (Brasil, 2025). Dados da OMS afirmam que o uso
desses recursos se difundiu exponencialmente nas trés ultimas décadas, sendo que
se faz extremamente necessario o controle da qualidade da matéria-prima vegetal
utilizada a fim de garantir o uso correto e seguro (WHO, 2018; Brasil, 2022b). E nesse
contexto que o estudo da farmacognosia se torna de grande valia, uma vez que seu
objetivo é a caracterizacao da droga vegetal (Oliveira et al., 2014; Manfron, 2021).

Droga vegetal € toda planta inteira ou partes dela, em geral secas, nao
processadas, integras ou fragmentadas, incluindo também exsudatos, a exemplo de
gomas, resinas, mucilagens, latex e ceras, e que nao foram submetidos a tratamento
especifico (Oliveira et al., 2014. Brasil, 2025). Qual seja a maneira utilizada, o que faz
com que haja um efeito terapéutico sao o(s) principio(s) ativo(s) contidos na espécie
vegetal, que podem ser definidos como substancia ou um conjunto de substancias
quimicamente bem definidas com atividade terapéutica (Oliveira et al., 2014).

O género Lysimachia Tourn. ex L., que abrange cerca de 200 espécies,
pertence a subfamilia Myrsinoideae, subdivisdo da familia Primulaceae, e esta
distribuido mundialmente, sendo que a maior parte das espécies ocorre no hemisfério
norte (Hu, 1994; Hu; Kelso, 1996; Hao et al., 2004). O género apresenta variadas
atividades bioldgicas, relacionadas aos metabdlitos especiais produzidos pelas
espéecies, como por exemplo atividade antitumoral, atribuidas a saponinas isoladas de
extratos (Podolak et al., 2013). Apesar da descricao botanica do género estar bem
consolidada (Solereder, 1908; Lersten, 1986; Stevens, 2001; Freitas, 2017), s&o
escassos os dados sobre a morfoanatomia das espécies que o compdem.

Lysimachia nummularia L. é nativa da Europa, porém naturalizou-se e é
considerada invasora em partes do leste e noroeste da América do Norte (Missouri
Botanical Garden, 2024). Além de ser usada desde a antiguidade para tratar moléstias
(IMBESI, 1964), foram relatadas as atividades antioxidante, antimicrobiana e
citotdxica para extratos da planta. A respeito da composicao quimica de seus extratos,
foram detectados flavonoides, acidos fendlicos, benzoquinonas, taninos, bem como
outros compostos fendlicos (Korta, 1970; Yasukawa et al., 1990; Marr et al., 1998;
Podolak; Strzatka, 2008; Challam et al., 2010; Téth et al., 2012; Polodak et al., 2013a,
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2013b; Toth et al., 2014; Deng et al., 2015; Hanganu et al., 2016; Ozgen et al., 2020;
Weissenstein, 2021; Sugiu et al., 2023a, 2023b), entretanto, nada é relatado a respeito
do dleo essencial e, assim também ocorre para outras espécies do género.
Considerando o exposto acima, é necessario determinar as caracteristicas
farmacobotanicas e histoquimicas de folhas, caules, flores e raizes de Lysimachia

nummularia, através de metodologias usuais de microscopia de luz e eletrénica.
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2 OBJETIVOS

2.1GERAL

Determinar as caracteristicas anatomo-histoquimicas de Lysimachia nummularia

L. a fim de contribuir para o controle da qualidade da matéria-prima vegetal.

2.2ESPECIFICOS

- Caracterizar morfologicamente as folhas, caules, flores e raizes de L.
nummularia;

- Caracterizar anatomicamente as folhas, caules, flores e raizes de L. nummularia;

- Realizar analises histoquimicas nas folhas, caules, flores e raizes de L.
nummularia;

- Analisar as caracteristicas estruturais dos elementos botéanicos por microscopia
eletrénica de varredura por emissdo de campo (MEV/FEG);

- Determinar a composi¢ao quimica elementar dos possiveis cristais presentes em
L. nummularia por espectroscopia dispersiva de raio X (EDS);

- Prover dados morfoanatémicos e quimicos para o controle da qualidade de

Lysimachia nummularia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1PLANTAS MEDICINAIS

Segundo a ANVISA (Brasil, 2025), a definicdo de planta medicinal € uma espécie
vegetal, cultivada ou néo, utilizada com propdsitos terapéuticos. Diferem-se dos
medicamentos, pois estes sao elaborados tecnicamente, produzidos em condi¢cdes
controladas e padronizadas.

As plantas medicinais acompanham a humanidade desde seus primérdios, ja que
o homem primitivo necessitava de uma maneira para curar suas moléstias. Conforme
as civilizagdes foram evoluindo, o conhecimento a respeito do potencial curativo das
plantas foi sendo estabelecido e, a medida que cada cultura foi sendo capaz de relatar,
através da escrita, informagdes das mais variadas aplicagdes, inclusive curativas,
surgiram entdo os primeiros compilados que traziam os vegetais que tinham poder de
cura e sua serventia. E provavel que o registro mais antigo de todos seja o Pen Ts'ao,
datado de 2800 a.C., redigido por Shen Numg, herborista chinés. Ja no final do século
XIX, Yorg Ebers, egiptélogo alemao, trouce ao mundo o que foi chamado de “Papiro
de Ebers”, datado de aproximadamente anos 1500 a.C., que se resume a uma espécie
de farmacopeia egipcia, na qual foi compilada a descri¢do de varias espécies vegetais
e suas aplicagdes; vale a pena ressaltar que muitas espécies utilizadas no Egito antigo
nao eram nativas da regidao, sendo trazidas através do comércio intenso com locais
que atualmente se conhece como Golfo Pérsico e algumas ilhas gregas.

Foi a partir de 500 a.C., no periodo das civilizagdes grega e romana, consideradas
como classicas, em que a sistematizagao do registro das plantas medicinais ganhou
maior importancia, uma vez que nessa época Pedacius Dioscoérides escreveu a obra
chamada De Matéria Medica que durante o periodo classico e a ldade Média, foi
considerada a biblia de médicos e farmacéuticos. Apds o renascimento, seguiu-se o
periodo das grandes navegacdes, o qual possibilitou a troca de conhecimento de
outras plantas, iniciando uma nova era para o estudo de espécies vegetais; nesse
mesmo periodo, Paracelso, fisico sui¢o, formulou o conceito da Quinta Essentia,
através da extracdo de substancias a partir de drogas vegetais. Porém, apenas no
final do século XVIII, o século do iluminismo, foi possivel o isolamento e estudo de

metabdlitos especiais.
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No inicio do século seguinte, com a introducao de estudos nas areas de fisiologia
e farmacologia, pode-se obter uma nova visdo do estudo das plantas medicinais.
Dessa forma, no século XX, acdes multidisciplinares e multiprofissionais sao
prioridade para extrair e estudar principios bioativos a partir de plantas medicinais
(Almeida, 2011).

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude - OMS - (World Health
Organization-WHO) (2018), o uso de plantas medicinais continua a ser amplamente
difundido ao redor do mundo. A OMS também traz que nas trés ultimas décadas houve
um crescimento exponencial no interesse do uso desses recursos, evidente no
mercado global, trazendo maior importancia e valor agregado a estes (WHO, 2018).

Sendo assim, é de imensuravel importancia o controle da qualidade das plantas
utilizadas pela populacéo, a fim de garantir o uso correto e seguro desses vegetais.
Em vista disso, a identificagdo correta do material botanico a ser empregado com
finalidade terapéutica € uma das etapas mais importantes de todo o processo (WHO,
2018).

Nesse interim, a farmacognosia (gr. pharmakon = droga; gr. gnosia =
conhecimento) tem como objetivo o estudo/conhecimento de drogas de origem
vegetal, animal ou mista, através da identificagdo, isolamento de principios ativos,

armazenamento e comercializagao (Oliveira et al., 2014).

3.2DROGAS VEGETAIS

Define-se droga vegetal a planta inteira ou partes dela, em geral secas, nao
processadas, integras ou fragmentadas, incluindo também exsudatos, a exemplo de
gomas, resinas, mucilagens, latex e ceras, e que ndo foram submetidos a tratamento
especifico (Brasil, 2025), devido ao fato de que é associada com a palavra alem3,
trocken, com o significado de secar, ja que as drogas de origem vegetal tanto como
de origem animal sdo encontradas secas (Oliveira et al., 2014). Ainda segundo
Oliveira et al. (2014), droga é “matéria-prima sem vida que sofreu alguma
transformacgao para servir de base para medicamento”.

Sejam utilizadas drogas vegetais, derivadas ou mesmo fitoterapicos, seus efeitos
biolégicos s&o provenientes da presencga de principios ativos. Conforme Oliveira et al.

(2014), tais principios consistem em uma substancia ou um conjunto de substancias
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quimicamente bem definidas. Essa definicdo é corroborada pela OMS (2004), que
acrescenta que o principio ativo é aquele dotado de atividade terapéutica.

Juntamente com os principios ativos, ha substancias nas plantas medicinais que
ndo apresentam efeito terapéutico, genericamente denominadas principios inativos,
porém que podem ter importancia na caracterizagado da droga (Oliveira et al., 2014).
Marcador quimico é definido como substancia de referéncia para o controle da
qualidade do fitoterapico, que podem ou nao contribuir para a atividade terapéutica da
droga (ANVISA, 2024). No caso das plantas, tanto os principios ativos como os
principios inativos sdo provenientes do metabolismo especial dos vegetais (Simdes,
et al., 2017).

3.3METABOLITOS ESPECIAIS

As plantas produzem diversos compostos quimicos, classificados em metabdlitos
primarios e metabalitos especializados ou especiais, sendo os primeiros relacionados
ao crescimento e desenvolvimento vegetal e os ultimos apresentam efeitos toxicos a
outros organismos, com o intuito de protecao e defesa frente a esses. Sdo exemplos
de metabdlitos primarios os agucares, os aminoacidos, os acidos graxos, os lipideos
e 0s nucleotideos, bem como moléculas maiores sintetizadas a partir dos grupos de
compostos citados anteriormente. Enquanto os metabdlitos especiais podem ser
divididos genericamente em trés categorias: os terpenos, os compostos fendlicos e os
alcaloides. Também ¢é importante ressaltar que os metabdlitos primarios sdo comuns
a todas as plantas, ao passo que os metabdlitos especiais sdo espécie-especificos
(Simbes, et al., 2017).

Apesar das reagdes bioquimicas das plantas serem classificadas como sendo do
metabolismo primario ou do metabolismo especializado, elas nao ocorrem
independentemente. Além disso, muitos metabdlitos especiais sdo formados por
sequéncias de reagdes analogas aquelas do metabolismo primario. A origem de todos
os metabdlitos especiais se da a partir das vias metabdlicas da glicose, via acido
chiquimico, acetato/mevalonato ou ainda metileritritol fosfato. O acido chiquimico
origina os aminoacidos aromaticos, precursores de metabdlitos especiais aromaticos;
ja os derivados do acetato podem ser divididos em trés grupos: derivados do acetato,
via ciclo do acido citrico; derivados do acetato, via mevalonato e produtos da

condensagao do acetato. Entretanto, alguns metabdlitos s&o resultantes da
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combinagao de uma unidade de acido chiquimico e uma ou mais unidades de acetato
ou derivados, a exemplo das antraquinonas, dos flavonoides e dos taninos
condensados (Robbers et al., 1996; Simdes et al., 2017).

Apesar de alguns metabdlitos especiais serem extremamente toxicos aos seres
humanos, diversos deles tém tido sua ac&o farmacoldgica e sua seguranga no uso
validados. As plantas constituem uma excelente fonte renovavel de metabdlitos
especializados, com uma ampla variabilidade estrutural quimica (Simoes et al., 2017;
Taiz et al., 2017; Migacz et al., 2024).

3.4PRIMULACEAE

A familia Primulaceae Batsch ex Borkhausen (1797) pertence a ordem Ericales e
compreende as subfamilias Maesoideae A.DC., Theophrastoideae A.DC.,
Myrsinoideae Burnett e Primuloideae Kostelesky, as quais eram anteriormente
tratadas como familias diferentes (Stevens, 2017). E amplamente distribuida ao redor
do mundo, sendo que abrange 58 géneros e cerca de 2590 espécies (Stevens, 2017).
No Brasil ocorrem 14 géneros, com um total de cerca de 152 espécies, sendo descrita
no pais a primeira ocorréncia do género Gentlea (BFG, 2015; de Freitas et al., 2017).
O nome da familia esta associado a descricdo anatbmica de suas flores:
perfeitas e regulares com uma rotagdo decidua ou corola campanulada € um ovario
superior (Merriam-Webster, 2024).

A subfamilia Myrsinoideae esta distribuida em todos os tipos de clima tropical e
clima temperado do Norte, conforme demonstrado no mapa abaixo (Stevens, 2017),
sendo anteriormente classificada como familia, que englobava 33 géneros e cerca de
1250 espécies (Jung-Mendacolli, 2005).
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MAPA 1 - Mapa mundial com a distribuicao global da subfamilia Myrsinoideae

J"\g g _--r_.,.,..\__,_,—‘__:-:_'_'_,_.-n.-r!.d—_.,-d- "‘_"—‘H-H_'

Fonte: Stevens, 2017

Para a subfamilia foram relatados diversos metabdlitos especiais com atividades
biolégicas de interesse terapéutico, como por exemplo: o 6leo essencial extraido de
Ardisia sadirioides C. M. Hu & L. K. Phan, no qual foram detectados monoterpenos e
sesquiterpenos, apresentou atividade anti-inflamatéria pela inibicdo da producao de
oxido nitrico (Le et al., 2023). Luna et al. (2014) relataram para o 6leo essencial de
duas espécies do género Myrsine L., Myrsine coriacea (Sw.) R. Br. Ex Roem & Schult.
e Myrsine venosa A.DC., diferentes tipos de metabdlitos especiais, tais como
terpenoides e compostos fendlicos, sendo que possuem inumeras atividades
bioldgicas. Recentemente foram detectadas 13 saponinas triterpénicas de um extrato
etandlico de partes aéreas de Anagalis monelli ssp. linifolia (L.) Maire, as quais foram
denominadas de monelosideos A-M (Auoane, 2022); sabe-se que essa classe
apresenta uma ampla abrangéncia de atividades biolégicas, como antimicrobiana,
anti-inflamatoria, citotdxica, expectorante, imunomoduladora e gastroprotetora
(Podolak et al., 2010; Koczurkiewicz et al., 2015; Netala et al., 2015).

3.4.1 GENERO Lysimachia Tourn. ex L.
A origem do nome do género vem do grego Lysimachia, na regido da Tracia,

que foi uma cidade fundada por Lysimachus — rei da Maceddnia, general e um dos

sucessores de Alexandre, o Grande — ap6s a destruigao de Cardia. Lysimachus tornou
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Lysimachia a capital de seu reinado, tornando-a préspera. Porém, apos sua morte, a
cidade enfrentou diversos periodos de decadéncia e invasdes por outras civilizagoes,
até que o imperador Justiniano a restaurou e a fortificou. Atualmente a cidade é
conhecida por Ecsemil, situada na peninsula de Galipoli (Turquia), devido a fortaleza
construida sob ordens do imperador romano (Smith, 1854; Britannica, 2024).

A primeira descrigao do género foi feita por Carl von Linné, botanico sueco, em
1753. Atualmente, o género compreende cerca de 200 espécies, ao redor do mundo,
sendo considerado um género cosmopolita. A maior parte das espécies ocorre no
hemisfério norte, em climas temperados e subtropicais, podendo também alcangar a
regido dos trépicos, com varios representantes na Asia, Africa e América do Sul (Hu,
1994; Hu; Kelso, 1996; Hao et al., 2004). E um dos maiores géneros da familia
Primulaceae (Cronquist, 1981; Takhtajan, 1997). Devido a uma nova avaliagédo e
delimitagcdo, a tribo Lysimachieae foi transferida para a subfamilia Myrsinaceae
(Anderberg; Stahl, 1995; Anderberg et al., 1998, 2002; Kallersjo et al., 2000; Stevens,
2001).

Sao descritas como ervas cespitosas, anuais, bianuais ou perenes; as folhas
geralmente sédo opostas, raramente alternas, ovadas a lineares, inteiras, de lamina
suculenta. As flores apresentam-se solitarias ou em racemos terminais, sao
bissexuais, de 5 meras; possuem corola rotacea ou campanulada; os estames sao
livres e os filetes geralmente sao pilosos, o estigma é capitado, que persiste no fruto.
O fruto é globoso, capsular, com numerosas sementes. Microscopicamente, as folhas
apresentam células epidérmicas alongadas, de paredes anticlinais sinuosas; o caule
apresenta o periciclo lignificado (Stevens, 2001; Freitas, 2017). Foram também
reportadas no século XIX cavidades esquizdgenas em folhas para algumas espécies
do género Lysimachia, descritas como cavidades secretoras, que acumulam uma
secrecédo resinica solida (Solereder, 1908; Lersten, 1985).

O género apresenta variadas atividades bioldgicas, relacionadas aos
metabdlitos especiais produzidos pelas espécies, como por exemplo: Podolak et al.
(2013) analisaram a atividade citotoxica de saponinas triterpénicas extraidas em um
extrato organico de partes subterraneas de seis espécies de Lysimachia, afirmando
que os sapogenois podem ser considerados marcadores quimiotaxonémicos da
familia Primulaceae, e que uma dessas saponinas teve atividade frente a todas as
linhagens tumorais testadas. Em um estudo de 2018, Toth et al. avaliaram a

capacidade antioxidante dos extratos de seis espécies de Lysimachia, em que foi
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constatado a presenca de compostos flavonoides, a exemplo de quercetina, mircetina
e kaempferol, além de outros; o extrato aquoso de Lysimachia christinae Hance,
espécie medicinal chinesa, demonstrou reduzir e inibir a formacao do colesterol, bem

como prevenir a colelitiase, em um estudo feito com modelos animais (Liu et al.,2021).

3.4.2 Lysimachia nummularia L.

Lysimachia nummularia, conhecida popularmente no hemisfério norte como
moneywort ou creeping Jenny, na lingua portuguesa é chamada de pingo-dourado ou
erva-dos-escudos. Pertence ao reino Plantae, filo Tracheophyta, classe Magnolipsida,
ordem Ericales, familia Primulaceae, subfamilia Myrsinoideae e ao género
Lysimachia. O epiteto especifico tem origem grega, uma vez que nummus significa
moeda; assim sendo, nummularia significa como uma moeda, devido ao formato de
suas folhas (RHS, 2008; Harrison, 2012; Missouri Botanical Garden, 2024).

E uma planta rasteira, de crescimento baixo e que recobre o solo. E nativa da
Europa, contudo, naturalizou-se e é considerada invasora em partes do leste e
noroeste da América do Norte, onde pode ser encontrada crescendo ao longo de
margens de riachos, margens de lagos e lagoas, margens de estradas, valas e outras
areas umidas. Quando maduras, formam um tapete frondoso de apenas 5,08 a 10,16
cm de altura. As raizes sao formadas onde os noés foliares entram em contato com o
solo. Prospera em solos umidos que muitas vezes matam outros tipos de coberturas
do solo. Apresenta folhas arredondadas. Flores profusas, em forma de taga, solitarias
e amarelas brilhantes, aparecem ao longo dos caules durante todo o verao, com o
periodo de floragdo principal ocorrendo geralmente no inicio do verdao (Missouri
Botanical Garden, 2024). Lysimachia nummularia foi listada no Codex
Medicamentarius sive Pharmacopoea Gallica (IMBESI, 1964) e é usada desde a
antiguidade para indicagdes como diarreia, febre, artrite, tuberculose, doencgas de pele
e outras doencas. Foram relatadas as atividades antioxidante, antimicrobiana e
citotoxica para extratos dessa planta. De acordo com a literatura, a atividade
antioxidante pode ser atribuida a compostos fendlicos, especialmente glicosideos
flavonicos e a saponinas triterpénicas. Também foram detectados flavonoides, acidos
fendlicos, benzoquinonas, taninos, bem como outros compostos fendlicos (Korta,
1970; Yasukawa et al., 1990; Marr et al., 1998; Podolak; Strzatka, 2008; Challam et
al., 2010; Téth et al., 2012; Polodak et al., 2013a, 2013b; Téth et al., 2014; Deng et al.,
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2015; Hanganu et al., 2016; Ozgen et al., 2020; Weissenstein, 2021; Sugciu et al.,
2023a, 2023b).

Embora tenham sido descritas cavidades secretoras em sua Iamina foliar
(Solereder, 1908; Lersten, 1985), ndo ha relatos de uma descrigdo morfoanatdbmica

completa.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Os materiais botanicos de Lysimachia nummularia L. — folhas, caules, flores e
raizes — foram coletados em Nuglar, Solothurn, Suica (47°28'16.9"N 7°41'33.8"E) em
10 de junho de 2024, por B.L. e J.V.C.B. Devido a floragdo ocorrer no verao, os 6rgaos
vegetais de L. nummularia foram coletados nesta estagdo. Um voucher foi preparado
para comparar com o mantido no Herbario da Universidade da Basileia (Suiga), sob o
numero de registro BASBG-00090509.

4.2MICROSCOPIA DE LUZ

Apos a coleta, os 6rgaos vegetais de L. nummularia foram fixados em
formaldeido acético etandlico 70 - FAA 70 (proporcéao de 5:5:90 v/v/v), durante trés
dias (Johansen, 1940). Passado esse periodo, os 6rgaos foram lavados em agua
destilada e, entdo, armazenados em alcool 70% (v/v) (Berlyn et al., 1976).

Os orgaos vegetais — folhas, flores, caule e raizes — foram seccionados
transversalmente a mao livre, com auxilio de lamina de ago e, entdo, submetidos ao
azul de Astra e a fucsina basica (Kraus et al., 1998). As sec¢des coradas foram
dispostas sobre lamina de vidro, e apos adicionar quantidade suficiente de glicerina a
50%, foi colocada uma laminula e o material selado com esmalte transparente,
procedimento conhecido como lutagem (Berlyn et al., 1976).

Para analise epidérmica da lamina foliar, sec¢des das faces adaxial e abaxial
de 1 cm? foram expostas a uma solugdo de hipoclorito a 50% até que apresentassem
aspecto translucido. Apoés isso, essas secgdes foram lavadas trés vezes em agua
destilada e entdo neutralizadas com acido acético a 5%, seguidas de mais seis
lavagens em agua destilada. Feito isso, as secg¢des vegetais foram coradas com
safranina (Fuchs, 1963) durante um minuto e entdo dispostas sobre ldmina de vidro,
e apos adicionar quantidade suficiente de glicerina a 50%, foi colocada uma laminula

e foi procedida a lutagem (Berlyn et al., 1976).
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4.3TESTES HISTOQUIMICOS

A fim de realizar a analise histoquimica, necessaria para avaliar os
grupamentos quimicos de produtos provenientes do metabolismo celular e das
paredes celulares, foram seccionados os 6rgaos vegetais frescos — folhas, flores,
caules e raizes — transversalmente. As secgbes foram entdo tratadas com os
seguintes reagentes e corantes: NADI, que evidencia terpenos, sendo que os 6leos
essenciais coram em azul, enquanto resinas coram em vermelho (David; Carde,
1964); Red Oil detecta borracha e cora em alaranjado ou vermelho (Jaybalan; Shah,
1968; Pearse, 1968); Sudan Black B e Sudan lll, que evidencia compostos lipofilicos
em tonalidades de azul escuro a preto e em alaranjado, respectivamente (Pearse,
1972); sulfato azul do Nilo, no qual lipideos neutros coram em tons de rosa e lipideos
acidos coram em azul (Cain, 1947); azul brilhante de Coomassie, que evidencia
corpos proteicos que coram em azul claro (Fisher, 1968); Xilidine Ponceau (XP), no
qual corpos proteicos coram em vermelho (Vidal, 1970); acido peridédico de Schiff
(PAS), que cora polissacarideos neutros de magenta (O’Brien; Mccully, 1981); solugao
de iodo ou lugol a 2%, que evidencia grédos de amido corando-os de marrom, roxo ou
negro (Johansen, 1940); solugdo de vermelho de ruténio a 0,002%, que cora pectinas
de rosa a vermelho (Johansen, 1940); solu¢ao de cloreto férrico a 5%, que evidencia
compostos fendlicos corando-os de marrom a preto (Johansen, 1940); solugao de
dicromato de potassio a 10%, que evidencia compostos fendlicos totais em coloragao
castanho avermelhado (Gabe, 1968); floroglucina acida, que coram ligninas em rosa
(Johansen, 1940); solucdo de vanilina cloridrica a 0,5%, que evidencia taninos
condensados em vermelho (Mace; Howell, 1974); e os reativos de Dragendorff
(Svendsen; Verpoorte, 1983), Elram e Wagner (Furr; Mahlberg, 1981), que

evidenciam alcaloides em tonalidades de alaranjado a marrom avermelhado.

4.4MICRO MEDIDAS E REGISTROS FOTOGRAFICOS

Para calcular o indice Estomatico (Sl), foram fotografados vinte campos
aleatédrios das epidermes foliares e entdo foram contados os estbmatos como S e as
células epidérmicas como E, posteriormente aplicando a seguinte férmula, descrita na
Farmacopéia Brasileira (ANVISA, 2024):
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SI * 100

E+S

Apos obtidos vinte Sl, referentes aos vinte campos fotografados, foram calculados

a média e o desvio padrdo. Também foram medidos o comprimento e a largura de

vinte estdmatos escolhidos aleatoriamente em diferentes campos com o intuito de
determinar o tamanho estomatico médio.

Os registros fotograficos foram feitos em um microscopio Olympus CX41 com

contraste de fase e campo escuro (Japao) equipado com uma camera

UCMOS05100KPA (China).

4.5MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

4.5.1 Procedimento 1

Para analise ultra-estrutural em microscopio eletronico de varredura realizada
no Laboratério de Nano Imagem da Universidade de Basel, foram utilizadas amostras
frescas de folhas, caules e raizes. Os materiais foram fixados com solucdo de
glutaraldeido a 4% por aproximadamente 18 horas e, em seguida, as amostras foram
desidratadas em séries crescentes de 80, 90 e 100% etandlico (Souza, 1998); em
seguida, foram secas em um ponto critico Tousimis Autosamdri 815 (Lewis Ave,
Rockville, MD 20851, EUA) e, em seguida, metalizadas com ouro utilizando um
equipamento Leica EM ACEGO0 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). As
eletromicrografias foram registradas em microscoépio eletrénico de varredura Zeiss
GeminiSEM 450 (ZEISS Group, Oberkochen, Alemanha).

4.5.2 Procedimento 2

Para analise de microscopia eletrbnica de varredura realizada na Universidade
Estadual de Ponta Grossa, flores de L. nummularia armazenadas em etanol 70%
foram desidratadas em série etandlica crescente (Souza, 1998) e depois secas em
um dessecador e posteriormente metalizadas com ouro utilizando um equipamento
Quorum (modelo SC7620). As eletromicrografias foram registradas usando um
microscopio eletrbnico de varredura (FEG) Mira 3 (Tescan, Brno-Kohoutovice,

Republica Tcheca).
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4.6 ESPECTROSCOPIA POR DISPERSAO DE RAIOS X

Para a analise da tipologia e natureza quimica dos cristais que poderiam ser
encontrados, foram realizadas microanalises quimicas, utilizando a espectroscopia de
dispersao por raios-x (EDS) (Oxford Instruments, Abingdon, Oxon, Reino Unido),
acoplada ao mesmo FEG (Tescan, Brno-Kohoutovice, Republica Tcheca) e nas
mesmas condi¢cdes de operacionalidade para a captura das eletromicrografias, em 25
kV (Silva, 2014). Os cristais, se encontrados, seriam amostrados aleatoriamente,
assim como células sem cristais, que serviriam de controle negativo. Ambas as
analises do item anterior de FEG e EDS foram realizadas no Complexo de
Laboratorios Multiusuarios da UEPG (C-LabMu UEPG).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE MORFOLOGICA

Lysimachia nummularia L. € uma planta herbacea perene, de crescimento
rasteiro e que cobre o solo (Fig. 1a), mais préspera em solos umidos. As folhas sao
simples, opostas, membranaceas e de forma oval, arredondada a cordiforme, com
apice agudo a obtuso e base de arredonda a reentrante, margens inteiras, peninérvea
e de folhas verdes em ambas as faces (Fig. 1b, ¢), podendo medir 1,90 cm £ 0,19 de
comprimento e 1,60 cm + 0,247 de largura. A média de comprimento dos peciolos foi
de 0,395 cm + 0,0754.

Flores unicas (Fig. 1b) podem ser encontradas ligadas ao caule por um pedicelo
simples a um calice regular, dialissépala e campanulado, formado por cinco pequenas
sépalas esverdeadas. O receptaculo regular, dialipétalo e rosaceo tem cinco pétalas
de cor amarela; apresentam apice agudo a obtuso e consisténcia aveludada. Os
estames (Fig. 5g) em numero de cinco estdo conectados uns aos outros em adelfia.
As anteras (Fig. 5g) sédo sagitarianas e valvuladas, com o apice mais afilado que a
base. O pistilo é provido de um ovario globuloso; o estilete é terminal com um estigma
penicilado.

Esses achados concordam com os dados relatados para as partes aéreas de
L. nummularia (Linnaei, 1753; Small, 1933).
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Figura 1 — Morfologia de Lysimachia nummularia L.

Fonte: A autora.
Nota: (a) Planta em habitat. (b, c) Caracteristicas macroscopicas de L. nummularia. Barra de
escala: (a) 2 cm; (b,c) 1 cm.
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5.2 ANALISE MICROSCOPICA

5.2.1 Analise daraiz

As raizes da estrutura secundaria de L. nummularia sdo arredondadas (Fig.
2a). A raiz tem uma epiderme unisseriada (Figs. 2b, d) coberta por uma cuticula
ligeiramente espessa (Fig. 2d). Subjacente a epiderme, no parénquima cortical, graos
de amido (Figs. 2e-g) e compostos fendlicos sdo encontrados frequentemente.
Cavidades secretoras formadas por epitélio unico e contendo material lipofilico (Figs.
2b, e) sao encontradas no parénquima cortical. Limitando internamente o coértex, uma
camada de endoderme amilifera esta presente (Fig. 2c). Como sera relatado mais
adiante, a endoderme persiste no caule, o que pode ser comum para eudicotiledéneas
(Metcalfe; Chalk, 1950).

O sistema vascular é representado por floema localizado centrifugamente e
xilema, centriptamente (Fig. 2c). Compostos fendlicos sdo observados no floema (Fig.
2c). No centro da raiz, uma medula contendo grédos de amido pode ser encontrada
(Fig. 2c). A presenca de medula central nas raizes ndo é comum. No entanto, ha
excegcdes em algumas eudicotiledbneas herbaceas: certas raizes tém uma
organizagao sifonostélica, com um cilindro vascular poliarquico e tecido
parenquimatoso no centro. Nessas raizes medulares, o centro é ocupado por
parénquima medular, muitas vezes com espagos de aeragao (aerénquima).
Lysimachia nummularia cresce em habitats umidos. Devido ao seu habito e ambiente,
espera-se que suas raizes exibam adaptacdes anatdbmicas semelhantes a outras
espécies do género, com medula presente. Um exemplo de medula presente na raiz
de uma espécie de Lysimachia foi relatado por Bejenaru et al. (2013), que
descreveram para Lysimachia punctata L. uma organizagao interna poliarquica, com
tecido medular presente na regido central da raiz, os autores descreveram esse
parénquima central como carnudo, sugerindo um aerénquima (Metcalfe; Chalk, 1950;
Bejenaru et al., 2013). No presente estudo, L. nummularia nao foi coletada em solo
umido ou préximo a qualquer corpo d'agua; assim, o parénquima amilifero encontrado
na medula da raiz pode estar substituindo o aerénquima que pode estar presente nas
espécies de Lysimachia, devido a mudanga ambiental.
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Figura 2 — Microscopia radicular de Lysimachia nhummularia em microscopia de luz,
microscopia eletrénica de varredura e microscopia de luz polarizada.

Fonte: A autora.

Notas: Lysimachia nummularia (b-e) em microscopia de luz corada com azul de Astra e fucsina
basica, (a,f) microscopia eletrbnica de varredura e (g) luz polarizada. (cv, cavidade; cu,
cuticula; cx, cortex; en, endoderme; ep, epiderme; or, 6leo resina; pc, compostos fendlicos;
ph, floema; sg, grdos de amido; xy, xilema). Barra de escala: (a-c) 200 ym; (d,e,g) 50 um; f)
20 pm.

5.2.2 Analise do caule

O caule, em estrutura primaria, apresenta forma quadrangular com quatro
proje¢des conspicuas (Fig. 3a). A epiderme é unisseriada, formada por células de
formato de arredondado a retangular, cobertas por uma cuticula delgada (Figs. 3c, f).
Tricomas glandulares capitados formados por um pedicelo unicelular e cabega com 1-
4 células sao observados (Fig. 3f). Compostos fendlicos sdo encontrados nas células
epidérmicas (Fig. 3f) e no parénquima cortical (Fig. 3c). Graos de amido e (Figs. 3c,
d, g) cavidades secretoras (Figs. 3c), conforme previamente descritas para a raiz,
estdo presentes no parénquima cortical. Uma endoderme de epitélio unico e com
estrias de Caspary evidentes, limita o parénquima cortical (Fig. 3d).

O sistema vascular é representado por um cilindro no qual o floema esta voltado
para a periferia e xilema voltado para a medula (Fig. 3b). Idioblastos fendlicos sao
encontrados no floema, nas células parenquimaticas do xilema e na medula (Figs. 3b,
d). Idioblastos amiliferos estdo presentes na medula.

Bejenaru et al. (2013), ao descreverem a estrutura secundaria do caule de L.

punctata, relataram a presenca de tricomas tectores pluricelulares e unisseriados ou,
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ainda, bicelulares, além de tricomas glandulares capitados similares aos encontrados
no presente estudo.

Figura 3 — Microscopia caulinar de Lysimachia nummularia em microscopia de luz e
microscopia eletrbnica de varredura.

Notas: Lysimachia nummularia (b-d,f) em microscopia de luz corada com azul de astra e
fucsina basica e (a,e,g) em microscopia eletrénica de varredura. (cv, cavidade secretora; cx,
cortex; en, endoderme; ep, epiderme; gp, parénquima fundamental; gt, tricoma glandular; pc,
compostos fendlicos; ph, floema; pi, medula; sg, grdo de amido; ve, vaso; xy, xilema). Barra
de escala: a) 300 ym; b) 200 pm; c,d) 50 pm; f) 25 ym; g) 20 um; €) 10 um.

5.2.3 Analise da folha

Em vista frontal, tanto a epiderme adaxial (Fig. 4a) quanto a abaxial (Fig. 4c)
apresentam paredes celulares anticlinais delgadas e sinuosas, cobertas por uma
cuticula delgada. Os estdbmatos anomociticos (Figs. 4a-c, e) podem ser vistos no
mesmo nivel das células epidérmicas de ambas as faces, portanto, as folhas podem
ser classificadas como anfiestomaticas; todavia, ha um maior nimero de estdmatos
na face abaxial, como aponta o indice Estomatico calculado, sendo 8,062% + 3,018 e
16,893% * 4,199 para a superficie adaxial e abaxial, respectivamente. Os estdmatos
apresentam similaridade em relagdo ao tamanho, medindo 31,325 uym % 2,8472 de
comprimento e 21,65 ym * 1,038 de largura para a face adaxial, enquanto medem
30,9 um £ 1,9078 de comprimento e 21,2 ym * 2,0211 de largura para a face abaxial.
Paredes celulares anticlinais sinuosas e cuticula delgada sao caracteristicas comuns
da subfamilia Myrsinoideae. No entanto, a maioria das espécies dos géneros Ardisia

Sw., Cybianthus Mart., Myrsine e Stylogyne A.DC. apresentou estdmatos anisociticos



31

ou paraciticos, além de folhas hipoestomaticas (Luna et al., 2017), o que difere de L.
nummularia.

Além disso, o tipo e tamanho do estdmato e o indice Estomatico, apesar de
poderem ser afetados pelo ambiente (Liu et al., 2024), ttm um papel importante na
diferenciagdo de espécies como reportado para diversos géneros que apresentam
espécies com morfologia similar, a exemplo de Baccharis L. (Budel et al., 2018a;
Antunes et al., 2024), Piper L. (Santos et al., 2015; Santos et al., 2018) e Eucalyptus
L'Hér (Migacz et al., 2018; Saulle et al., 2018; de Brito et al., 2021; Pauzer et al., 2021).
Além disso, a Farmacopeia Brasileira preconiza o indice Estomatico como auxiliar no
diagnéstico e identificagdo de espécies de plantas farmacopeicas (ANVISA, 2024).

Em seccgao transversal, a folha apresenta epiderme unisseriada coberta por
cuticula delgada e lisa. O mesofilo € dorsiventral, formado por uma camada de
parénquima palicadico e 3-4 camadas de parénquima esponjoso (Figs. 4h, j). Feixes
vasculares de pequeno porte estdo localizados no parénquima esponjoso. Tricomas
glandulares capitados como os previamente descritos para o caule (Figs. 4c-g) séo
observados apenas na face abaxial do limbo foliar (Fig. 4f).

Em outras espécies de Myrsinoideae, tricomas tectores pluricelulares simples
e ramificados, bem como tricomas glandulares capitados, peltados e peltados em
escamas estdo presentes em ambas as superficies das folhas (Luna et al., 2017).
Além disso, a unica espécie que apresentou 0 mesmo tricoma glandular capitado,
semelhante ao encontrado no presente estudo, foi Myrsine villosissima Mart. (Luna et
al., 2017). O tipo, localizagao e presencga de tricomas tém um papel fundamental na
identificacdo e diferenciagdo de muitas espécies morfologicamente semelhantes
como Baccharis (Budel et al., 2018a; Almeida et al., 2021; Antunes et al., 2024) e
Mikania Willd. (Almeida et al., 2017).

Cavidades secretoras contendo material lipofilico podem ser encontradas no
mesofilo, especialmente entre o parénquima paligadico e o parénquima esponjoso
(Figs. 4h,i). Compostos fendlicos podem ser encontrados em todas as células do
mesofilo (Figs. 4i, j), especialmente no parénquima esponjoso, além das células
epidérmicas.

Epiderme unisseriada, mesofilo dorsiventral e cavidades secretoras sé&o
frequentemente relatados para espécies de Myrsinoideae (Luna et al.; 2013; Luna et
al., 2017). Divergindo dessa constatagao geral, L. punctata nao apresentou cavidades

secretoras (Bejenaru et al., 2013).
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A nervura central, em sec¢ao transversal, apresenta formato céncavo-convexo
(Fig. 4k). A epiderme é unisseriada, coberta por uma cuticula delgada (Fig. 4l) e
apresenta tricomas glandulares capitados (Fig. 4m). Subjacentemente a epiderme,
encontra-se o parénquima fundamental (Fig. 4k-m), no qual podem ser encontrados
idioblastos fendlicos e amiliferos (Fig. 41). O sistema vascular é formado por um feixe
colateral, em arco aberto, e € envolvido por um feixe de células com conteudo fendlico
(Fig. 4k). Idioblastos fendlicos também podem ser encontrados no floema.

Embora a classificagdo da nervura central em plano-convexa ou biconvexa
sejam frequentes em espécies de Myrsinoideae, a forma cdncavo-convexa, observada
no presente estudo também é relatada para esse grupamento vegetal. Feixe vascular
colateral em arco aberto também foi relatado para espécies de Myrsinoideae; no
entanto, todas as espécies dos géneros Ardisia, Cybianthus, Myrsine e Stylogyne
apresentam uma bainha esclerénquima envolvendo o sistema vascular (Luna et al.;
2013; Luna et al., 2017), o que nao foi observado no presente estudo.

O peciolo, seccionado transversalmente na regidao mediana, é cdncavo-
convexo com duas alas conspicuas (Fig. 4n). A presenga das alas conspicuas € uma
caracteristica diagndstica para L. nummularia, uma vez que nao foi observada nas
espéecies de Myrsinoideae. A epiderme € unisseriada e coberta por uma cuticula
delgada. No parénquima fundamental (Fig. 4n) sdo encontrados idioblastos fendlicos
e amiliferos (Fig. 40). O sistema vascular esta representado por um feixe colateral em
arco aberto, circundado por uma bainha amilifera (Fig. 40). Idioblastos fendlicos
também s&o encontrados no floema (Fig. 40).

Braquiesclereides estdo presentes em algumas espécies e o feixe vascular
colateral em arco aberto foi reportado para as espécies Cybianthus venezuelanus
Mez, Cybianthus verticillatus (Vell.) G.Agostini e Stylogyne sordida Mez. (Luna et al.,
2017). Bejenaru et al. (2013) relataram que L. punctata possui tricomas tectores tanto
na nervura central quanto no peciolo, bem como dois tragos dorsais, além do feixe em
arco aberto no sistema vascular no peciolo, o que nao foi observado no presente
estudo.

Uma caracteristica relatada para quase todas as espécies de Myrsinoideae é a
presenca de drusas de oxalato de calcio e/ou cristais prismaticos (Luna et al., 2013;
Luna et al., 2017), caracteristica essa que nao foi observada em nenhum 6rgao
analisado em L. nummularia. Os cristais de oxalato de calcio estdo presentes em

muitas familias de plantas e desempenham um papel fundamental na diferenciagao
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de espécies anatomicamente semelhantes; a presenca, localizagdao e morfotipo do
cristal podem ser usados como marcadores anatdémicos (Franceschi; Nakata, 2005;
de Brito et al., 2021; Almeida et al., 2021; Raeski et al., 2023; Antunes et al., 2024).
Curiosamente, Bejenaru et al. (2013) também nao relataram nenhuma ocorréncia de
cristais de oxalato nos 6rgdos de L. punctata; mais estudos sobre este tema s&o
necessarios, para elucidar se o género Lysimachia nao apresenta cristais de oxalato
de caélcio ou se a falta de cristais se deve as diferentes condigbes ambientais em que
as espeécies crescem. Nesse contexto, as espécies de Myrsinoideae foram coletadas
no Brasil (Luna et al.; 2013; Luna et al., 2017), L. punctata foi coletada na Roménia
(Bejenaru et al., 2013), enquanto L. nummularia analisada no presente estudo foi

coletada na Suica.
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Figura 4 — Microscopia foliar de Lysimachia nummularia em microscopia de luz e
microscopia eletrénica de varredura.

S
(204 25c e
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Fonte: A autora.
Notas: Lysimachia nummularia: (a,b) superficies adaxial e (c-g) abaxial, (h-j) mesofilo, (k-m)
nervura central e (n-p) peciolo em (a,c-e,h-0) microscopia de luz corados em (a,c,d,e)
safranina e em (h-0) azul de astra e fucsina basica e (b,f,g,p) em microscopia eletrénica de
varredura (as, bainha amilifera; cv, cavidade secretora; cu, cuticula; ep, epiderme; gp,
parénquima fundamental; gt, tricoma glandular; pc, compostos fendlicos; ph, floema; pp,
parénquima palicadico; sc, cavidade subestomatica; sg, grédo de amido; sp, parénquima
esponjoso; st, estdbmatos; vb, feixe vascular; xy, xilema). Barra de escala: (k,n) 200 um;
(a,c,e,h-j,I,m,0) 50 ym; d) 25 pm; (f,g,p) 10 ym; b) 8 um.
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5.2.4 Analise da flor

Quanto as flores, as pétalas, em vista frontal apresentam as paredes anticlinais
das células epidérmicas sinuosas e delgadas (Fig. 5a) e cobertas por uma cuticula
delgada. Em secado transversal, as pétalas apresentam epiderme unisseriada em
ambas as superficies (Fig. 5d). Tricomas glandulares capitados estdo presentes em
ambas as faces da epiderme (Figs. 5b, c, f, i). O parénquima fotossintetizante é
representado pelo tecido esponjoso (Fig. 5d, e€) e mergulhados neste, feixes
vasculares de pequeno porte s&o encontrados (Fig. 5d). Adicionalmente, os tricomas

glandulares capitados foram observados no filete dos estames (Fig. 5h).

Figura 5 — Microscopia floral de Lysimachia nummularia.

Fonte: A autora.
Notas: Lysimachia nummularia: (a-f) pétalas e (g-i) estame em (a,b,d,e) em microscopia de
luz corado com (a,b) safranina e (d,e) azul de astra e fucsina basica, (c,g-i) microscopia
eletrénica de varredura e (f) microscopia de luz polarizada (at, antera; bc, célula basal; cu,
cuticula; ep, epiderme; ft, filamento; gt, tricoma glandular; sk, pedunculo; sp, parénquima
esponjoso; sv, cavidade de armazenamento; vb, feixe vascular). Barra de escala: g) 1000 um;
h) 100 pm; (a,d,e,f) 50 um; b) 25 pm; i) 20 pm; ¢) 10 um.
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5.3 ANALISE HISTOQUIMICA

Todos os 6rgaos de L. nummularia reagiram positivamente ao reagente NADI
(David; Carde, 1964 ) evidenciando compostos lipofilicos na cuticula de folhas, caules,
raizes e pétalas (Fig. 6a) e na endoderme do caule e da raiz. O conteudo presente
nos tricomas glandulares capitados tornou-se azul na presenca do reagente de NADI,
0 que confirma a presenga de 6leo essencial, enquanto nas cavidades secretoras, o
conteudo tornou-se roxo, indicando a presenga de 6leo-resina (Fig. 6b).

O Sulfato de Azul do Nilo (Fig. 6¢), utilizado para verificar a presencga de lipidios
acidos, também reagiu positivamente em todos os orgaos de L. nummularia,
destacando-se a cuticula, a endoderme, as dleo-resinas e os 6leos essenciais que se
tornaram azuis (Cain, 1947). Oil Red, Sudan Black B e Sudan Ill também expdem
compostos lipofilicos, colorindo-os em vermelho, preto e laranja, respectivamente
(Jaybalan; Shah, 1968; Pearse, 1972). A cuticula (Fig. 6d), endoderme (Fig. 6e), 6leos
essenciais e oleorresina (Fig. 6d, f) reagiram com esses trés reagentes, que também
evidenciaram estrias de Caspary, comumente observadas na endoderme da raiz e do
caule, que tem como fungao controlar o fluxo de substancias para o cilindro central,
uma caracteristica comum a familia Primulaceae (Metcalfe; Chalk, 1950).

O azul brilhante de Coomassie cora proteinas em azul claro e Xilidine Ponceau
as cora em vermelho (Fisher, 1968; Vidal, 1970). Os corpusculos globulares proteicos
sdo encontrados na epiderme e no floema de todos os 6rgaos analisados (Figs. 6g,
h).

A solucédo de iodo detecta graos de amido, tornando-os de roxo escuro a preto
(Johansen, 1940). Em L. nummularia, os graos de amido sdo encontrados no cortex
e na medula do caule e das raizes (Fig. 6j); esses graos também foram encontrados
no parénquima fundamental da nervura central e do peciolo de folhas e no parénquima
esponjoso do mesofilo (Fig. 6i), o que € atipico, uma vez que a fungéo do amido é a
reserva energética que comumente € realizada pelo caule e raiz (Taiz et al., 2024).

O reagente de acido periddico de Schiff (P.A.S.) também é usado para revelar
polissacarideos, mais especificamente, polissacarideos neutros que serao
evidenciados por coloracdo magenta (O'Brien; McCully, 1981). Lysimachia
nummularia reagiu positivamente com P.A.S. no parénquima fundamental da nervura
central e do peciolo, além de serem detectados no cortex, raios parenquimaticos e

medula dos caules e raizes (Fig. 6k).
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O grupo diversificado e complexo de polissacarideos formadores de gel é
chamado de pectina, que € o componente mais abundante das paredes celulares
primarias (Taiz et al., 2024). O vermelho de ruténio € amplamente utilizado para
detectar pectinas, acidos nucleicos e mucilagens acidas em vermelho (Johansen,
1940). No presente estudo, todos os elementos botanicos que contém pectina em
todos os 6rgaos de L. nummularia analisados reagiram positivamente (Fig. 6l).

As solugbes de cloreto férrico e de dicromato de potassio sdo usadas para
detectar compostos fendlicos, produzindo uma coloracdo de marrom a preta e
castanho-avermelhada, respectivamente, quando a reagdo € positiva (Johansen,
1940; Gabe, 1968). Compostos fendlicos estao presentes nas células epidérmicas,
parénquimas palicadico e esponjoso, como também em parénquimas corticais, floema
e raios parenquimaticos tanto de caules quanto de raizes (Figs. 6m, n).

A vanilina cloridrica € usada para detectar taninos condensados; baseia-se na
interacdo dos grupos aldeidos da vanilina com os grupos fendlicos presentes nos
taninos, formando um produto condensado vermelho (Mace; Howell, 1974). Os
taninos estdo presentes em todos os 6rgdaos de L. nummularia analisados,
especialmente nas epidermes, parénquimas paligadicos e esponjosos, bem como em
parénquimas corticais, floema e raios parenquimaticos tanto de caules quanto de
raizes (Figs. 60, p).

Para expor a presenca de elementos lignificados, a floroglucina acida é
frequentemente usada, corando esses elementos em rosa (Johansen, 1940). A lignina
€ um composto fendlico presente na estrutura da parede secundaria, como por
exemplo, nas fibras do xilema e esclereides (Taiz et al., 2024). Neste estudo, a lignina
foi encontrada apenas no xilema em todos os 6rgaos analisados (Fig. 6q).

Os reagentes de Dragendorff, Ellram e Wagner sdo usados para detectar
alcaloides, corando esses compostos na cor laranja a marrom avermelhada (Furr;
Mahlberg, 1981; Svendsen; Verpoorte, 1983). Nenhuma das partes de L. nummularia

analisadas reagiu positivamente quando exposta a qualquer um desses reagentes.
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Figura 6 — Analise histoquimica de Lysimachia nummularia.

© i
Fonte: A autora.
Notas: Lysimachia nummularia: (a) Peciolo reagindo com NADI. (b) Raiz apds tratamento com
reagente NADI. (c) Raiz em reagao com azul do Nilo. (d) Caule em reagdo com Qil Red. (e)
Caule ap6s exposigao ao Sudan lll, destacando a presenga de suberina na endoderme. (f)
Caule em reagao com Sudan lll, destacando a cavidade secretora. (g) Caule corado com azul
de Coomassie. (h) Caule apés tratamento com Xilidine Ponceau. (i) Mesofilo em rea¢do com
solugao de iodo. j) Caule apds coloragdo com solugdo de iodo. (k) Caule em reagao ao acido
periédico de Schiff. (I) Caule apds reagao com vermelho de ruténio. m) Mesofilo em reagéo
com cloreto férrico. (n) Caule apds exposi¢cao ao dicromato de potassio. (0) Nervura central
em reagdo com vanilina cloridrica. (p) Caule em reagao com vanilina cloridrica. (q) Caule em
reacao com floroglucina cloridrica (ct, cuticula; cx, cortex; en, endoderme; eo, 6leo essencial;
ep, epiderme; gp, parénquima fundamental; gt, tricoma glandular; or, 6leo-resina; pb, corpos
proteicos; pc, composto fendlico; ph, floema; pi, medula; pl, polissacarideo; pp, parénquima
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palicadico; pr, raio parenquimatico; sc, cavidade secretora; sg, graos de amido; sp,
parénquima esponjoso; ta, tanino; xy, xilema). Barra de escala: (n,p) 250 ym; I) 150 um; j) 100
um; (c-f,h,k,m,0,q) 50 pm; (a,b,g,i) 25 ym.
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6 CONCLUSAO

Lysimachia nummularia L. € uma planta herbacea perene que cobre o solo. Sua
morfologia apresenta caracteristicas como: folhas simples, opostas, membranaceas,
ovais a arredondadas, com apice agudo a obtuso e base reentrante, margens inteiras,
nervuras pinadas, de cor verde; flores Unicas sao encontradas ligadas ao caule por
um pedicelo simples a um caélice regular, dialissépala e campanulado, formado por
cinco pequenas sépalas esverdeadas; corola rosacea regular tem cinco pétalas
amarelas com apice agudo a obtuso e textura lisa; os estames, em numero de cinco,
unidos em adelfia; anteras sagitadas e valvuladas, afinando mais no apice; pistilo com
ovario globoso, terminal e estigma penicilado.

Para as raizes de L. nummularia, a presenca de compostos fendlicos,
cavidades secretoras, estrias de Caspary na endoderme e medula amilifera podem
ser considerados marcadores anatdbmicos. Para o caule, a presenca de apenas
tricomas glandulares capitados, cavidades secretoras e medula contendo idioblastos
amiliferos auxiliam na diferenciagdo de L. nummularia das demais espécies do
género.

Para as folhas, a presenca de tricomas capitados apenas na face abaxial,
indice Estomatico, folhas anfiestomaticas, cuticula delgada e cavidades secretoras
podem ser considerados marcadores anatémicos de L. nummularia. O formato, a
presenga de apenas tricomas glandulares e o arranjo do feixe vascular da nervura
central e peciolo sdo marcadores anatdmicos que auxiliam na distingdo da espécie L.
nummularia.

A pesquisa também identificou a presenca de amido além (no cértex, medula e
mesofilo) de diversas classes de compostos como lipofilicos (em cuticulas, cavidades
secretoras e endoderme) e proteinas (em epidermes e floema). Compostos fendlicos
e taninos foram encontrados em todos os 6rgédos analisados, enquanto a lignina foi
detectada apenas no xilema. Por fim, a auséncia de alcaloides € um marcador
importante para a diferenciacdo desta espécie, reforcando a importancia da
histoquimica na taxonomia.

Este estudo destaca a importancia da analise morfoanatémica no controle de
qualidade de L. nummularia, além de ser o primeiro a prover uma descricdo completa
dessa planta. A morfologia e os marcadores anatdmicos descritos, tais como a

presenca de cavidades secretoras, folhas anfiestomaticas, estdmatos anomociticos,
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auséncia de fibras esclerenquimaticas ou células pétreas e a presenca de tricomas

glandulares capitados, sao essenciais para a identificagdo da matéria-prima vegetal.
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