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RESUMO

A restinga ¢ um habitat que representa fatores determinantes e muitas vezes limitantes para o
desenvolvimento vegetal. Espécies da familia Asteraceae sao comumente encontradas nesse
ambiente, inclusive ocupando dunas frontais, onde os ventos, a salinidade e o solo representam
condi¢des ambientais mais drasticas, como ¢ o caso de Mikania cordifolia. Asteraceae ¢
reconhecida por seus diversos tipos de estruturas secretoras e por conter espécies com potencial
para bioprospec¢ao. Mikania cordifolia ¢ uma espécie com habito voluvel, ampla distribui¢ao
geografica e com registros de uso medicinal. No entanto, ndo ha na literatura estudos que
abranjam a investiga¢cdo anatomica, histoquimica e quimica de todos os 6rgados vegetativos da
espécie referida. Neste sentido, este trabalho avaliou a organizagdo celular dos tecidos e das
estruturas secretoras, dos Orgdos aéreos e subterraneos de M. cordifolia, assim como a
composicao quimica do extrato dos mesmos 6rgdos. Para isso, foram utilizadas técnicas de
diafanizacdo, microtomia, histoquimica e fitoquimica. Nossos resultados mostraram 6rgaos
com diversas adaptacdes as condi¢des de restinga, entre elas a presenca de trés tipos de
estruturas secretoras, tais como canais secretores, tricomas e hidatodios. Por meio das analises
em histoquimica observamos a presencga de lactonas sesquiterpénicas, compostos pécticos e
fendlicos, substancias lipofilicas, flavonoides, cumarinas, amido e taninos. As analises em
ressonancia magnética nuclear demonstraram substancias como diterpenos cauranos,
esteroides, acidos graxos, derivados fendlicos e substancias metoxiladas. Nossos resultados
contribuem para a compreensao da estrutura e fitoquimica do género Mikania, das adaptagdes
da espécie a0 ambiente restinga e da ocorréncia e a distribuicdo de estruturas secretoras no
género além de fomentar o conhecimento e justificar a conservacgao da flora da restinga.

Palavras-chave: Guaco. Estruturas secretoras. Bioprospec¢ao. Dunas frontais. Liana.



ABSTRACT

Restinga is a habitat that represents determining and often limiting factors for plant
development. Species of the Asteraceae family are commonly found in this environment, even
occupying frontal dunes, where wind, salinity and soil represent more drastic environmental
conditions, as is the case of Mikania cordifolia. Asteraceae is recognized for its different types
of secretory structures and for containing species with potential for bioprospecting. Mikania
cordifolia s a species with a climbing habit, wide geographic distribution and records of
medicinal use. However, there are no studies in the literature that cover the anatomical,
histochemical and chemical investigation of all vegetative organs of the referred species. In this
sense, this work evaluated the cellular organization of the tissues and secretory structures, of
organs aerial and underground organs of M. cordifolia, as well as the chemical composition of
the extract of the same organs. For this, clearing, microtomy, histochemistry and
phytochemistry techniques were used. Our results showed organs with different adaptations to
restinga conditions, including the presence of three types of secretory structures, such as
secretory ducts, trichomes and hydathodes. Through histochemical analysis we observed the
presence of sesquiterpenic lactones, pectic and phenolic compounds, lipophilic substances,
flavonoids, coumarins, starch and tannins. Nuclear magnetic resonance analyzes showed
substances such as kauran diterpenes, steroids, fatty acids, phenolic derivatives and
methoxylated substances. Our results contribute to the understanding of the structure and
phytochemistry of the genus Mikania, the adaptations of the species to the restinga environment
and the occurrence and distribution of secretory structures in the genus, in addition to promoting
knowledge and justifying the conservation of the restinga flora.

Keywords: Guaco. Secretory structures. Bioprospecting. Frontal dunes. Liana.
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1 INTRODUCAO

O dominio Mata Atlantica possui alto grau de endemismo, riquissima biodiversidade e
possui distintas formagdes vegetais, tais como a restinga. A restinga esta presente ao longo da
costa brasileira, fazendo parte de uma complexa formagao intimamente relacionada a condigdes
climaticas e edaficas adversas, comum em solos arenosos, com baixa matéria organica ¢ alto
teor de salinidade (ASSIS; PEREIRA; THOMAZ, 2004; ASSIS et al., 2011). Essa formagao
vegetacional pode ocorrer na forma de mosaicos e apresentar aumento da lenhosidade, da altura
da vegetacdo e da diversificagdo em numero de espécies conforme aumenta a distancia do mar
para o interior (FALKENBERG, 1999; MIRANDA; HANAZAKI, 2008; BRASIL, 2012). A
restinga estd presente em grande parte da costa maritima da Ilha de Santa Catarina. Tal local
tem sido explorado desde o século XVIII seja com fins de extragdo de madeira e uso do solo
para produgdo agricola, seja com a finalidade de ocupag¢do humana (FUHR; DAL SANTO,
2006). Embora a restinga componha um cendrio para novas descobertas na utilizacdo
econdmica, provendo plantas com recursos alimenticios, cosméticos ¢ medicinais, a redugao de
areas nesse ecossistema atualmente se da pela crescente especulagao imobiliaria e introdugao
de espécies exdticas (FUHR; DAL SANTO, 2006; OLIVEIRA et al., 2016).

Na restinga um grupo de plantas com ampla ocorréncia ¢ a familia Asteraceae. Reitz
(1961) estimou 38 géneros da familia para o estado de Santa Catarina, porém atualmente o
nimero de registros estd em torno de 135 géneros, com cerca de 550 espécies catalogadas,
sendo 49 géneros com 106 espécies de ocorréncia na restinga (FLORA DO BRASIL, 2020).
No cotidiano encontramos exemplos de utilizacdo de espécies de Asteraceae na medicina
popular, como a macela (Achyrocline satureioides DC.) e os guacos (Mikania spp.)
(GASPARETTO et al., 2015). Além disso, muitas espécies da familia possuem grande
importancia econémica em diversos segmentos, sendo cultivadas com finalidade ornamental,
para a producdo de o6leo, ou utilizadas na alimentacdo e na confeccdo de cosméticos
(JANACKOVIC et al., 2019). Com alcance cosmopolita, Asteraceae obteve sucesso na sua
distribuicdo através de estratégias de dispersdao bem-sucedidas e também pela presenca de
ampla variedade de estruturas secretoras contendo poliacetilenos, lactonas sesquiterpénicas,
flavonoides e Oleos essenciais responsaveis pela defesa quimica das espécies, entre outras
fungdes (CLARO, 1994; CASTRO; LEITAO-FILHO; MONTEIRO, 1997; FUNK et al., 2009).

O estudo das estruturas secretoras tem se mostrado relevante para o conhecimento de sua

anatomia, da natureza quimica do exsudato e do papel que essas estruturas desempenham no
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corpo do vegetal e no ambiente (FAHN, 1982). Espécies de Asteraceae sdo caracterizadas por
apresentarem diferentes tipos de estruturas secretoras, tais como: canais, idioblastos,
hidatodios, nectarios extraflorais, tricomas e demais apéndices glandulares (CLARO, 1994;
CASTRO; LEITAO-FILHO; MONTEIRO, 1997). Embora ainda haja muitas dividas sobre o
papel de certas estruturas secretoras, de modo geral, elas estdo relacionadas com a capacidade
de sobrevivéncia no habitat, cujas adaptacdes podem estar associadas com as condigdes
climaticas e edaficas, como por exemplo, a presenga de glandulas de sal e hidatddios,
fundamentais em plantas halofitas (FAHN, 1979). O papel de estruturas secretoras também
podem estar relacionadas com a interrelagdo com a populagdo circunvizinha (FAHN, 1979),
através da ocorréncia de tricomas glandulares, canais, cavidades, idioblastos e laticiferos
relacionados a protecdo da planta, ou ainda tricomas glandulares, osmoforos e nectarios
relacionados a atragdo de animais (TURNER, 1994).

Dados sobre anatomia vegetal de estruturas secretoras € a quimica de seus exsudatos sdo
importantes devido aos diferentes segmentos potenciais envolvendo os produtos da secrecao,
tendo em vista que muitos desses produtos possuem grande relevancia econdmica, sendo usados
na industria farmacéutica, alimenticia e cosmética (METCALFE; CHALK, 1950). Além disso,
o reconhecimento de estruturas secretoras e seus produtos em espécies nao comerciais €
fundamental na sinaliza¢do de novas fontes de prospec¢do para essas areas.

Espécies do género Mikania Willd. (Asteraceae) sdo conhecidas no Brasil pelo nome
popular “guaco” e entre elas, algumas sdo reconhecidas pelo seu interesse farmacéutico,
especialmente Mikania glomerata Spreng. e Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker, as quais
apresentam evidéncias do seu potencial quimico e farmacoldgico pela presenca de cumarinas,
triterpenos/esterdides e heterosideos flavonicos, sendo amplamente utilizadas para tratar
disturbios respiratorios (SOARES DE MOURA et al., 2002; BOLINA; GARCIA; DUARTE,
2009; BRIGIDA DA SILVA; OWITI; BARBOSA, 2018). Para o género Mikania os estudos
apontam estruturas secretoras como tricomas glandulares em diversas formas e arranjos
(unisseriados, multisseriados, capitados ou peltados) e canais e cavidades secretoras que
secretam substancias lipofilicas, entre outros compostos (MILAN; HAYASHI; APPEZZATO-
DA-GLORIA, 2006; AMORIN et al., 2014; ALMEIDA et al., 2017).

Dentre os estudos anatdomicos com o género Mikania destaca-se a comparagao da regido
aérea entre as espécies M. campanulata Gardner, M. cordifolia, M. glomerata Spreng., M.
hastato-cordata Malme e M. microptera DC. realizado por Almeida et al. (2017), a analise dos
sistemas subterraneos de M. cordifolia e M. sessilifolia DC. por Appezzato-da-Gloéria e Cury

(2011), como também as contribui¢cdes de Schweikerdt e Walt (1973) para M. cordata (Burm.
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F.) Robins., de Budel et al., 2009 para M. laevigata Sch. Bip. ex Baker e, de Amorin et al.,
2014, para M. lanuginosa DC. A associagdo entre os estudos anatdmicos, histoquimicos e
fitoquimicos de espécies potencialmente medicinais sdo importantes para distingdo entre
espécies, bem como para a identificagdo de estruturas secretoras e seus exsudatos, os quais
podem ser utilizados como principios ativos e serem investigados em estudos farmacologicos
(DEMETRIO et al., 2020).

Mikania ¢ o maior género da tribo Eupatorieae, contendo cerca de 450 espécies, com
distribui¢do pantropical e extensdes até as areas temperadas da América e sudeste da Africa
(RITTER; WAECHTER, 2004; DE GODOY et al., 2017). Cerca de 200 espécies possuem
ocorréncia no Brasil, entre elas Mikania cordifolia (L.f.) Wild. (FLORA DO BRASIL, 2020).
Mikania cordifolia ocorre comumente junto ao extrato arbustivo e apresenta hdbito voluvel ou
lianescente. Possui ampla distribui¢do, sendo encontrada do sul dos Estados Unidos até a
Argentina (ROBINSON, 1922; HOLMES, 1981; RITTER; MIOTTO, 2005). No Brasil a
espécie ¢ encontrada em todas as regides, embora os maiores nimeros de registros estejam
localizados no Sudeste e no Sul do Brasil (RITTER; MIOTTO, 2005; INCT, 2019; FLORA DO
BRASIL, 2020).

Além disso, Mikania cordifolia é considerada uma liana, um grupo abundante e
diversificado, comum em transi¢des florestais, de ambientes imidos para secos sendo também
relacionada com a fragmentacao florestal (ANGYALOSSY et al., 2012; LIMA, 2012). Mikania
cordifolia também ocorre na restinga de Florianopolis (BINFARE; FALKENBERG, 2016),
sendo importante na estrutura populacional desse ambiente, inclusive ocupando areas de dunas
frontais, como sera apresentado neste trabalho.

A espécie pode receber os nomes populares de “guaco” ou “cipd cabeludo”, dependendo
da regido do Brasil, e ¢ utilizada na forma de chd, infusdes ou xaropes para o tratamento de
problemas respiratdrios, picadas de cobra ou como anti-inflamatorio (PELUSO et al., 1995;
CAROLLO, 2008; COLARES, 2010; COSTA; MAYWORM, 2011; ALMEIDA et al., 2017).
A partir dos referidos usos se pode afirmar que Mikania cordifolia tem potencial para a
bioprospeccao, portanto este trabalho realizou investigacdes anatdmicas e histoquimicas em M.
cordifolia com o intuito de avaliar tanto a sua estrutura geral e relaciona-la ao ambiente restinga,
quanto compreender as estruturas secretoras e seus exsudatos em Orgdos vegetativos. Além
disso, o presente estudo também buscou identificar os principais metabolitos presentes nos

orgaos vegetativos e reprodutivos de M. cordifolia com ocorréncia na restinga.
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2  OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a estrutura anatomica dos 6rgdos vegetativos € a composi¢do quimica de M.
cordifolia com ocorréncia em areas de restinga de Florianopolis, buscando identificar aspectos

de adaptacdo ao ambiente e a possibilidade de prospec¢ao da espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar e descrever a anatomia dos 6rgaos vegetativos do sistema aéreo e subterraneo;

e Analisar, descrever e classificar os diferentes tipos de estruturas secretoras;

e Realizar andlises histoquimicas de material contendo estruturas secretoras e indicar os
principais grupos quimicos para as porgdes analisadas;

e Realizar andlises fitoquimicas dos 6rgdos vegetativos e reprodutivos e indicar os
principais metabolitos presentes nas porgdes analisadas;

e Discutir o papel funcional das estruturas anatomicas como estratégias de adaptacao ao

meio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO

As coletas para os estudos morfoldgicos, anatdmicos e fitoquimicos foram realizadas nos
meses de setembro a abril de 2019 a 2021, em dunas frontais na restinga de Florianopolis —
Santa Catarina, contando com trés individuos de M. cordifolia, sendo um individuo coletado na
Praia de Naufragados e dois na Praia da Armagao, conforme a Tabela 1. Um exemplar de cada
ponto de coleta foi herborizado e serd depositado no Herbario FLOR (apds a pandemia), no
departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

O clima ¢ considerado subtropical. Geologicamente, a restinga se encontra em area
formada por processos de sedimentacdo marinha, cujo solo € arenoso, pobre em argila e matéria

organica (CLARO, 1994; FALKENBERG, 1999).

Tabela 1 - Lista de material coletado, suas respectivas localidades, coordenadas geograficas e
numeros de coletor.

Espécie Local Coordenadas Numero de coletor

Mikania cordifolia Praia dos Naufragados 27°50'08.5"S 48°34'11.4"W Demétrio, A.M. 12

Mikania cordifolia Praia da Armacao 27°44'41.8"S 48°30'27.6"W Demétrio, A.M. 13
27°44'39.6"S 48°30'28.4"W Demétrio, A.M. 14

Fonte: Produzido pela autora (2020).

3.2  ANALISES MORFOLOGICAS DOS ORGAOS VEGETATIVOS

Para as observagdes quanto a morfologia, realizaram-se saidas a campo e amostras de
individuos contendo os sistemas aéreo e subterraneo foram retiradas do substrato com auxilio
de pa de jardinagem e tesoura de poda. Os individuos foram colocados sobre fundo branco ou
sobre o solo e fotografados com camera de aparelho celular (SM-J5, Samsung). Os 6rgaos

vegetativos foram descritos segundo as propostas de Bell (1991) e Almeida e Almeida (2014).

3.3 ANALISES ANATOMICAS

Para as descri¢des anatoOmicas, foram escolhidas amostras de 6rgaos aéreos (n=3 por individuo),
sendo: caules (regides em crescimento primario e secundario) e folhas totalmente expandidas

(regido do terco médio: nervura central e por¢des internervurais - regido do bordo, do &pice
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foliar e do peciolo). Além disso, foram coletadas amostras de raizes finas (com regides em
transicao entre o crescimento primdrio e secundario), raizes espessadas e estoldo. As raizes
finas foram assim definidas com o auxilio da literatura de McCormack et al. (2015). O material
foi fixado em FAA (formaldeido, 4cido acético e etanol 70%) (Johansen, 1940), por 24 horas.
Posteriormente as amostras fixadas foram desidratadas em série etandlica e incluidas em resina
plastica hidroxietilmetacrilato (Historesin, Leica®), seguindo as recomendagdes do fabricante.
Os blocos foram seccionados em secgoes transversais € longitudinais. Para a lamina foliar foram
realizadas também seccdes paradérmicas e frontais, a fim de descrever a ocorréncia de canais
e/ou cavidades. As seccdes (transversais, paradérmicas e longitudinais) foram realizadas em
micrétomo rotativo (RM 2125 RT Leica Microsystem, Nussoch, Alemanha) com 7 pm de
espessura, distendidas sobre laminas histologicas com agua e secas em chapa aquecedora (55°
C). Em seguida foram coradas em Azul de toluidina 0,1% pH 4,0 e montadas em balsamo do
Canada. As laminas foram observadas e fotografadas em regime home office em microscopio
optico (CX22LED, Olympus) e com camera de aparelho celular (SM-J5, Samsung). As laminas
histologicas de material incluido em historesina foram confeccionadas conjuntamente com o
aluno de graduacdo em Ciéncias Biologicas, Flavio Garcia, quando da sua participacdo como
aluno de iniciacdo cientifica e deram origem ao seu Trabalho de Conclusdo de Curso.
Entretanto, as analises dos materiais, referidas neste trabalho, assim como as demais técnicas
utilizadas sdo obras da autora.

Cortes a mao livre foram realizados para observar a anatomia da raiz espessada, pois nesta
analise ja estivamos em regime some office. As amostras foram seccionadas transversalmente
e longitudinalmente com lamina de barbear, e, posteriormente submetidas ao Azul de toluidina
0,1% pH 4,0 utilizado como corante metacromatico para analises estruturais, montadas em agua

e cobertas com laminula.

3.3.1 Diafanizacao

A técnica de diafanizagdo foi utilizada como alternativa as analises com Microscopio
Eletronico de Varredura a fim de observar estruturas secretoras na superficie foliar. A técnica
para o estudo de estruturas secretoras seguiu Shobe e Lersten (1967) adaptado por Caires;
Gomes-Bezerra e Proenca (2012). Foram utilizadas duas folhas totalmente expandidas de um
dos individuos, as quais foram colocadas em solucdo NAOH 3% por 24 horas, clarificadas em
Hipoclorito de Sodio 2%, lavadas em 4gua destilada, desidratadas em série etanolica (30%,

40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%) e coradas em safranina saturada 3% em etanol 92%. O
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processo de desidratagdo foi completado com alcool 96% e 100% e, finalmente, as folhas foram
banhadas em acetato de butila puro. A montagem foi realizada entre placas de vidro, utilizando
como meio de montagem verniz vitral incolor Arts®. As placas finalizadas foram observadas e

fotografadas em estereomicroscopio Leica® EZ4D com camera acoplada.

3.4 HISTOQUIMICA

As andlises histoquimicas foram realizadas em material fresco recém coletado, nas
mesmas regides especificadas no topico anterior dos 6rgaos vegetativos de M. cordifolia, em
nimero amostral n=3, a fim de identificar os principais grupos quimicos presentes nas células,
tecidos e, ou espagos intercelulares dos 6rgdos vegetativos. As amostras foram seccionadas
transversalmente a mao livre com lamina de barbear e com auxilio de isopor como suporte. As

seccoes foram submetidas aos seguintes reagentes conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Descri¢ao dos testes histoquimicos utilizados para deteccao dos grupos quimicos
nos tecidos de M. cordifolia.

Grupo quimico Reagente Cor para reacio positiva
Carboidrato do tipo Lugol (JENSEN, 1962) Azul escuro ou marrom escuro
amido

Azul de toluidina em tampao citrato- Azul-esverdeado

fosfato (O’BRIEN; FEDER; MCCULLY,
Compostos fenolicos 1964)

Cloreto férrico (JOHANSEN, 1940) Azul, marrom ou verde escuro
Sudan III (SASS, 1951) Amarelo-alaranjado ou
Compostos lipidicos vermelho

Vermelho neutro sob fluorescéncia (filtro ~ Amarela ou azul esverdeada
de excitacdo Azul 450-490) (KIRK,
1970)*

Azul de toluidina em tampao citrato-
Compostos pécticos fosfato (O’BRIEN; FEDER; MCCULLY, Azul-roxeado
1964)

Hidroxido de sddio sob fluorescéncia
Cumarinas (filtro de excitagdo UV 340-380) Esverdeada
(CASSOLA, et al. In prep.)*
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Cloreto de aluminio sob fluorescéncia
Flavonoides (filtro de excitagdo UV 340-380) Amarela-esverdeada
(CHARRIERE-LADREIX, 1976)*

Lactonas Vanilina sulfarica (GEISSMAN e Amarelo
sesquiterpénicas GRIFFIN, 1971) (uso adaptado para LS
neste trabalho)
Paredes celulosicas Safrablau (BUKATSCH, 1972) Azul
Paredes lignificadas e Safrablau (BUKATSCH, 1972) Rosa a vermelho
suberificadas
Polissacarideos pécticos Vermelho de ruténio (GREGORY e Rosa forte
e mucilagem BAAS, 1989)
Taninos Vanilina sulfarica (GEISSMAN e Rosa ou roxo

GRIFFIN, 1971)

* Analises sob fluorescéncia no Microscopio Olympus IX53-I1, Japdo. Fonte: Produzido pela autora (2020).

A observagdo das laminas e o registro das imagens foi realizado em microscopio optico
(DM 2500, Leica) com camera DFC 295 (Leica) e em microscopio de fluorescéncia invertido

(IX53-II, Olympus) com camera OQCLRS5C (Olympus).

3.5 FITOQUIMICA

As analises quimicas foram realizadas em parceria com os Laboratorios Central Analitica
e Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear (LABRMN), ambos vinculados ao
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFSC, sob supervisdo da professora Dra. Maique
Weber Biavatti. No presente estudo, foi utilizada a Ressondncia Magnética Nuclear de
hidrogénio (RMN 'H) como técnica auxiliar para triagem de fitomarcadores. Desta forma, foi
utilizada literatura especializada (PAVIA et al., 2010) e realizada uma avaliacao geral do
espectro de RMN 'H, identificando grupos funcionais de metabélitos secundarios.

Nesta analise foram utilizadas amostras de flores, folhas, caule aéreo, estoldo e raizes, as
quais foram secas em estufa a temperatura inferior a 50 °C até o material adquirir caracteristica
fridvel, ou seja, aproximadamente dois dias. Posteriormente, foram triturados em moinho de
facas para redug¢do do tamanho da particula a fim de aumentar a superficie de contato do
material com o liquido extrator, reduzindo o consumo de solvente e tornando o processo

extrativo mais eficiente. Em seguida, foi realizada a maceracdo estatica por sete dias
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consecutivos com cada 6rgao vegetal, utilizando como liquido extrator a mistura de metanol e
diclorometano em partes iguais (1:1 v/v), sob temperatura ambiente e abrigo da luz. Apds essa
etapa, cada extrato foi filtrado com papel filtro, secos em evaporador rotatorio e armazenados
em dessecador para retirada da umidade e posterior analise por ressonancia magnética nuclear
(RMN).

Os extratos foram submetidos a anélises de RMN de Hidrogénio (RMN 'H) utilizando o
Espectrometro Bruker modelo Fourier 300 (300 MHz para 'H). Como solvente foi utilizado
cloroférmio deuterado (CDCIl3) acrescido de tetrametilsilano (TMS) para calibragao. Utilizou-
se 40 mg de extrato bruto para 550 uLL. de CDCls. Os sinais foram expressos em ppm em relagdo

ao TMS. Os dados adquiridos (FID) foram processados em software TopSpin 3.1 (Bruker®).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISES MORFOLOGICAS DOS ORGAOS VEGETATIVOS

Mikania cordifolia apresenta porte vegetal do tipo liana, ou seja, utiliza-se de plantas
proximas para a sua sustentagdo, mantendo ainda assim, suas raizes conectadas ao solo. O caule
aéreo ¢ trepador voluvel, visto que nao apresenta nenhum o6rgao especializado em fixagao,
enrolando-se em outras plantas para subir (Fig. 1A, setas). O caule aéreo trepador voluvel,
apresenta ramos jovens, finos, de coloracdo verde, flexiveis, com pilosidade e sulcos
longitudinais (Fig. 1B-C). Conforme o caule aéreo se desenvolve, adquire maior didmetro,
aspecto glabro, formato cilindrico e pode se tornar bastante lenhoso (Fig. 1D-E) e apresentar
raizes adventicias. Alguns caules muito espessos (Fig. 1E) foram localizados abaixo e entre
detritos do solo, como rochas, areia (deposito sedimentar marinho) e plantas vizinhas, dispostos
paralelamente ao substrato e eventualmente com raizes adventicias, sendo denominados como
estolao (Fig. 1E).

O sistema radicular localiza-se ha alguns centimetros abaixo do solo a partir da base do
caule (Fig. 1F-H). As raizes se organizam em um sistema axial, algumas delas espessas e longas
(Fig. 1H), outras, no entanto, finas e de tamanho limitado (Fig. 1F-G), as quais s3o raizes
laterais. Além disso, raizes adventicias aparecem conectadas ao caule, um pouco acima do colo
radicular e se estendem horizontalmente. Assim como o caule, as raizes contornam os detritos

do sedimento e se espalham préximo a superficie do solo. Xilopodios ndo foram localizados.



26

Figura 1 - Mikania cordifolia em ambiente de restinga — Florianopolis/SC.

A. Visdo geral da espécie sobre outras plantas em duna frontal no ecossistema de restinga (setas) em frente ao
mar (asterisco). B. Ramo aéreo mostrando caule em crescimento primario. C. Detalhe do caule aéreo em
crescimento primario com pilosidade e sulcos longitudinais. D. Caule aéreo em crescimento secundario. E.
Visao geral do eixo caulinar emitindo ramos que se estendem paralelamente no chdo, os estoldes. F. Visdo geral
do sistema subterraneo, mostrando raizes adventicias em diferentes fases de desenvolvimento. Raizes finas
(cabegas de seta preta), raizes em crescimento secundario (seta branca), raizes adventicias (cabecas de seta
branca) e raizes axiais (seta preta). G. Sistema subterrdneo em detalhe com as raizes finas (cabecas de seta
preta), raizes em crescimento secundario (setas brancas) raizes adventicias (cabegas de seta branca) e raizes
axiais (seta preta). H. Sistema subterraneo com raizes espessadas (setas). Abreviagdes: eca: eixo caulinar aéreo,
es: estoldo, ra: raiz adventicia, rcs: raizes em crescimento secundario, re: raizes em crescimento secundario
espessadas, rf: raizes finas, rx: raiz axial. Fonte: Produzido pela autora (2021).

42 ANALISES ANATOMICAS
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4.2.1 Diafanizacido — Estruturas secretoras

A andlise das folhas diafanizadas mostra a ocorréncia de hidatddios vascularizados (Fig.

2A e D) localizados no apice (Fig. 2A-B, seta) e nos bordos (Fig. 2C-D, seta).

Figura 2 - Folhas de Mikania cordifolia diafanizadas.
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A-B. Apice da folha. B. Detalhe mostrando hidatodio Vascularlzado C-D. Bordo foliar. D. Detalhe da regido
do hidatédio com vascularizagao.

4.2.2 Lamina foliar

Em vista frontal observam-se as células epidérmicas com paredes sinuosas e estomatos
do tipo anomocitico (Fig. 3A). A folha ¢ anfiestomatica com maior quantidade de estdmatos
na face abaxial (Fig. 3A). Trés tipos diferentes de tricomas secretores ocorrem em ambas as
faces da folha:

Tipo I - Tricoma secretor capitado bisseriado. Possui cabega globular e pescogo com cerca de
trés pares de células. Este tricoma situa-se em depressodes na epiderme (Fig. 3B-D).

Tipo II - Tricoma secretor unisseriado. Possui de 4-7 células no pescoco, com formato curvo e
cabega unicelular oval (Fig. 3E-F).

Tipo III - Tricoma secretor unisseriado. E formado por 3-18 células que se tornam mais
alongadas proximas do &pice, os mais comuns apresentam maior nimero de células (Fig. 3G-
H), e tricomas curtos com menos células sao menos frequentes.

Em seccdo transversal observa-se a epiderme uniestratificada, com as células da face
adaxial maiores e mais alongadas no sentido periclinal do que as células da face abaxial (Fig.
31). A cuticula € inconspicua. Os estomatos estdo levemente acima do nivel das demais células
epidérmicas (Fig. 3J), com excecdao dos estdomatos localizados na regido da nervura central,

onde alguns estdo conspicuamente acima das demais células epidérmicas (Fig. 3K).



28

~ Figura 3 - Lamina foliar de Mikania cordifolia.

A-B. Vista frontal. C-K. Sec¢des transversais. A-B, D, F, H-K. Imagens em microscopia optica. C, E, G.
Analises em fluorescéncia. A. Epiderme abaxial evidenciando estdmatos anomociticos. B. Tricoma secretor
capitado (tipo I). C-D. Tricoma secretor do tipo I. E-F. Tricoma secretor do tipo II. G-H. Tricoma secretor do
tipo III. I. Lamina foliar com mesofilo dorsiventral exibindo feixe vascular com extensao de bainha alcangando
as duas faces epidérmicas, com canal secretor em seu interior (seta preta) e feixe vascular com reduzido nimero
de células condutoras (seta branca). J. Estdmatos levemente acima do nivel das demais células epidérmicas. K.
Estomatos conspicuamente acima das demais células. Abreviagdes: ba: bainha de feixe, cs: canal secretor, ep:
células epidérmicas, et: estomato, f: floema, pp: parénquima pali¢adico, pe: parénquima esponjoso, tl: tricoma
secretor tipo I, t2: tricoma secretor tipo II, t3: tricoma secretor tipo III, x: xilema. Fonte: Produzido pela autora
(2020/2021).

Em secc¢do transversal, observa-se o mesofilo dorsiventral com parénquima paligaddico

formado, de modo geral, por um estrato de células, porém em alguns pontos do mesofilo ¢
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possivel observa-lo com duas camadas, com cloroplastos e nucleos evidentes (Fig. 3I). O
parénquima esponjoso ¢ bem desenvolvido, com 3-4 camadas de células, de formato variado,
geralmente sinuoso e com arranjo frouxo (Fig. 3I). Os feixes vasculares imersos no mesofilo
sdo colaterais com reduzido niimero de células condutoras e com bainha conspicua de células
parenquimaticas (Fig. 31, seta branca). Feixes vasculares de maior calibre podem apresentar
extensdo de bainha atingindo as duas faces da lamina (Fig. 31 e 4A). Nestes feixes também
podem ocorrer canais secretores (Fig. 31, seta preta e 4A), localizados dentro da extensdo da
bainha, proximo ao xilema, com epitélio unisseriado de cinco a nove células. Em vista

paradérmica, percebe-se a estrutura secretora do tipo canal (Fig. 4B).
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A, C-1. Secgdes transversais. B. Secc¢do paradérmica. A. Detalhe do feixe vascular do mesofilo com canal
secretor e extensdo de bainha. B. Canal secretor. C. Regido mediana da nervura central expondo feixes
vasculares em arco, canais secretores proximo ao xilema (cabeca de seta) e estdmato na face adaxial (seta). D.
Estomato da face adaxial em detalhe. E-F. Detalhe do colénquima da nervura mediana. E. Colénquima angular
da face adaxial. F. Colénquima angular da face abaxial. G. Feixe vascular com canais secretores proximos ao
xilema. H. Bordo foliar exibindo diminui¢do no comprimento das células do parénquima pali¢cadico. I. Bordo
foliar apresentando hidatédio, onde observam-se elementos traqueais (setas) e poro de agua. Abreviagdes: ba:
bainha de feixe, co: colénquima, cs: canal secretor, ep: células epidérmicas, et: estbmato, fv: feixe vascular, f:
floema, pp: parénquima palicadico, pe: parénquima esponjoso, po: poro de agua, x: xilema. Fonte: Produzido
pela autora (2021).

A regido mediana da nervura central € levemente convexa no lado adaxial e concava no
lado abaxial (Fig. 4C). Nesta area as células epidérmicas de ambas as faces sdo arredondadas e

com espessamento parietal periclinal. Na face adaxial ¢ possivel observar uma porcao de
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colénquima angular (Fig. 4E) e na face abaxial duas camadas (Fig. 4F). O sistema vascular
compreende trés a quatro feixes vasculares colaterais dispostos em arco, o parénquima
fundamental possui células grandes e arredondadas, com paredes delgadas e espagos
intercelulares reduzidos (Fig. 4C). Ocorrem canais secretores proximos ao xilema com epitélio
unisseriado de 4-8 células (Fig. 4C, cabeca de seta e 4G, em detalhe), e no floema pode ocorrer
pectinas no espaco intercelular.

Em secg¢do transversal, a regiao do bordo foliar possui células epidérmicas arredondadas
e redugao do parénquima pali¢adico (Fig. 4H). J4 na regido do bordo com presenga de dentes
marginais, observam-se hidatodios (Fig. 4I). Os hidatddios apresentam o epitema constituido
de células parenquimaticas pequenas, com formato varidvel, citoplasma denso e nucleos
evidentes. Observa-se também os elementos traqueais com espessamento espiralado (Fig. 41,
setas). O epitema esta envolto por uma bainha de células alongadas que partem do parénquima
paligadico e esponjoso e se encerram abruptamente na regiado marginal. Na epiderme do bordo

foliar ocorre estobmato ndo funcional (poro) com camara subestomatica evidente.

4.2.3 Peciolo

O peciolo de M. cordifolia, em secgdo transversal, tende a forma pentagonal, com a face
adaxial concava entre duas projecdes e a face abaxial ¢ formada por trés vértices (Fig. 5A).
Apresenta uma camada de células epidérmicas pequenas e arredondadas, com paredes
levemente espessadas. Os estomatos estdo acima das demais células epidérmicas (Fig. 5B).
Observa-se abundancia de tricomas, com a presenga dos trés tipos ja mencionados para a lamina
foliar (Fig. 5C). Abaixo da epiderme ocorre colénquima anelar-angular em corddes distribuidos
nas proje¢des adaxiais (Fig. 5C), na regido concava da mesma face (Fig. 5D), como também
nos vértices da face abaxial (Fig. SE).

O parénquima de preenchimento possui células grandes e arredondadas, com paredes
delgadas e poucos espagos intercelulares (Fig SA). Os feixes vasculares colaterais, em nimero
de 9-11, estdo dispostos em arco aberto, possuem tamanhos distintos intercalando entre maiores
e menores (Fig 5A). Os canais secretores ocorrem proximos do xilema, entre o parénquima de
preenchimento e o parénquima do feixe (Fig. 5F). No espaco intercelular do floema, podem
ocorrer pectinas (Fig. 5F, seta). O parénquima proximo ao floema pode apresentar parede

espessada.
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Figura 5 - Peciolo de Mikania cordifolia em secgdes transversais.
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A. Visdo geral mostrando a forma e distribui¢cdo dos feixes vasculares e canais secretores proximos ao xilema
(setas). B. Estomatos elevados. C. Projecdo adaxial exibindo colénquima e tricomas. D. Regido concava adaxial
mostrando a localizagdo do colénquima. E. Vértice da face abaxial com colénquima. F. Feixe vascular com
canais secretores proximos ao xilema e pectina no espaco intercelular do floema (seta). Abreviagdes: co:
colénquima, cs: canal secretor, ep: células epidérmicas, et: estdmato, fv: feixe vascular, pt: parénquima de
preenchimento, t1: tricoma secretor tipo I, x: xilema. Fonte: Produzido pela autora (2021).

4.2.4 Caule aéreo - crescimento primario

O caule aéreo em crescimento primario, em sec¢do transversal, ¢ hexagonal, ou seja,

apresenta seis projecoes em forma de costelas (Fig. 6A). A epiderme ¢ uniestratificada com
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células relativamente pequenas e arredondadas. Os estomatos ocorrem acima das demais
células epidérmicas, sendo levemente ou conspicuamente elevados (Fig. 6B). Os trés tipos de
tricomas descritos para a folha também foram observados no caule (Fig. 6A, 6C-D). Abaixo da
epiderme ocorre uma camada de colénquima anelar, o qual aparece nas projecdes em forma de
corddes (Fig. 6B-D). Abaixo do colénquima observa-se o parénquima clorofiliano com seis a
sete camadas de células arredondadas, com cloroplastos evidentes e poucos espacos
intercelulares (Fig. 6B-D). Canais secretores ocorrem na regido interna do cortex, em posi¢ao
oposta a regido interfascicular do cilindro vascular (Fig. 6E, seta e 6F). O cilindro vascular ¢
do tipo eustelo com feixes colaterais (Fig. 6A e 6E). Observam-se idioblastos secretores no
floema (Fig. 6G, cabega de seta). Pectinas também podem ocorrer nos espacos intercelulares
das células do floema (Fig. 6H, seta). Canais secretores também sdo observados na medula,
proximos aos feixes vasculares (Fig. 6E, seta). Os canais secretores corticais e medulares

apresentam o epitélio formado por 5-8 células (Fig. 6F).
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Figura 6 - Secgdes transversais do caule aéreo em crescimento primario de Mikania
cordifolia.

caulinar exibindo colénquima e tricoma secretor tipo I. D. Projegdo caulinar exibindo colénquima, tricoma
secretor tipo I e tricoma secretor tipo I1I. E. Feixes vasculares e localizag@o de canais secretores (setas). F. Canal
secretor em detalhe. G. Idioblasto presente no floema (cabega de seta). H. Pectinas presente no espaco
intercelular do floema (seta). Abreviagdes: co: colénquima, ct: cortex, cs: canal secretor, ep: epiderme, et:
estomato, f: floema, me: medula, t1: tricoma secretor tipo I, t3: tricoma secretor tipo III, x: xilema. Fonte:
Produzido pela autora (2021).

4.2.5 Caule aéreo - crescimento secundario
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O caule aéreo apresenta crescimento secundario, tornando-se lenhoso (Fig. 1D) a partir
do nono nd. Nas por¢des lenhosas (Fig. 7A-I) o caule apresenta transversalmente o formato
circular, exceto por leves projecoes (Fig. 7A e 7D). Em algumas regides a epiderme ainda
perdura (Fig. 7B e 7D), mas ja € possivel observar divisdes na camada subepidérmica de forma
descontinua (Fig. 7B-C), caracterizando um suber estratificado. Na por¢do do cortex interno ¢
visivel um anel de esclerénquima, com trés a quatro camadas de esclereides, diferenciadas a
partir do parénquima cortical (Fig. 7B e 7D). Tais esclereides apresentam diferentes formatos
e tamanhos, sugerindo que ocorra expansao celular previamente a esclerificagdo das paredes
celulares (Fig. 7B). Ainda na por¢ao cortical mais interna ¢ possivel notar a presencga de canais
secretores junto a endoderme, sendo que o epitélio secretor € constituido por células
parenquimaticas do cortex e por células da endoderme (Fig. 7E), o que sugere que tenham sido
originados a partir de divisdes periclinais da endoderme. Os canais apresentam epitélio com
cinco a sete células, formando um grande lumen (Fig. 7E) e se localizam opostos aos raios
floematicos.

Os caules aéreos lenhosos apresentam cilindro vascular com floema secundario pouco
desenvolvido e amplo xilema secundario (Fig. 7A e 7D). Acima de cada por¢ao de floema
ocorrem pequenas calotas de fibras (Fig. 7D, cabecas de seta). Os raios parenquimaticos sao
conspicuos na por¢ao do xilema, com duas a quatro séries de células e dilatados na por¢ao do
floema secundario (Fig. 7D, seta preta). Em algumas células do parénquima dos raios ¢ possivel
notar o espessamento péctico da parede primaria (Fig. 7F, setas). Os elementos de vaso do
xilema secundario tém diametro aumentado em relagdo ao xilema primario. Observa-se ainda
o xilema primdrio proximo a medula. Na medula, ocorrem células parenquimaticas
arredondadas algumas com espessamento secundario, especialmente na regido central (Fig. 7G,
seta). Também sdo visiveis canais secretores com limen reduzido nas regides opostas aos polos
de protoxilema (Fig. 7G, cabecgas de seta, 7H, canal secretor em detalhe, e 71 detalhe da

localizag@o dos canais).
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Figura 7 - Secgdes transversais do caule aéreo em crescimento secundario de Mikania
cordifolia.

A. Visdo geral do caule exi 0
suber estratificado e as divisdes celulares irregulares (seta). D. Anel de esclerénquima, calota de fibras (cabegas
de seta) ¢ raios parenquimaticos. Seta preta, raios dilatados do floema secundario, seta branca, raios do xilema
secundario. E. Canal secretor junto a endoderme com estrias de Caspary (cabecas de seta). F. Raios
parenquimaticos com espessamento parietais pécticos (setas). G. Regido medular com pequenos canais (cabecas
de seta) proximos aos polos de protoxilema e células esclereficadas (seta). H. Canal secretor medular em
detalhe. I. Detalhe da localizagdo dos canais secretores (cabecas de seta) na medula. Abreviagdes: ca: cambio,
cs: canal secretor, en: endoderme, ep: epiderme, es: esclereides, fs: floema secundario, me: medula, px:
protoxilema, rp: raios parenquimaticos, su: suber estratificado, xs: xilema secundario. Fonte: Produzido pela
autora (2021).
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4.2.6 Caule estolao - crescimento secundario

Em seccdo transversal do estoldo (Fig. 8A-G), observa-se uma estrutura com
crescimento secundario conspicuo (Fig. 8A). O revestimento tem origem secundaria a partir de
divisdes descontinuas do cortex externo, formando um suber estratificado (Fig. 8B), assim
como observado no caule aéreo em crescimento secundario. Subsequentemente, o anel
esclerenquimatico possui em torno de oito camadas de esclereides distribuidas em grandes
grupos que sao alternados por parénquima (Fig. 8A-C).

A endoderme possui células ligeiramente mais estreitas que as demais células corticais,
formando uma camada destacada e junto a ela sdo visualizados os canais secretores do cortex
(Fig. 8C-D, asterisco para canal secretor e setas para endoderme). Os canais secretores possuem
grande limen e epitélio com cerca de dez células. O floema secundario ¢ robusto e apresenta
grupos de esclereides conspicuos, tanto nas por¢des condutoras, como nos raios. Os raios
parenquimaticos possuem células alongadas com parede primaria com espessamento péctico e
com esclereides ja diferenciadas muito proximo ao cambio (Fig. 8A, E-F). Os raios do floema
apresentam por¢des dilatadas, onde esses grupos de esclereides sdo ainda mais conspicuos (Fig.
8A, C e E, seta). O xilema apresenta vasos de grande didmetro (Fig. 8A), muitas vezes
obstruidos por tilos (Fig. 8F) e raios amplos, cujas células apresentam espessamento péctico
(Fig. 8F). A medula apresenta células parenquimaticas, canais secretores e esclerénquima
central (Fig. 8G). Os canais secretores na medula apresentam epitélio com cerca de quatro

células e limen reduzido.
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Figura 8 - Secgdes transversais do caule estoldo de Mikania cordifolia.
G & )} ¥ \”.7. .? ¥
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Localizagdo do canal secretor (asterisco), da endoderme (setas) e distribuigdo das esclereides. D. Detalhe do
canal secretor e endoderme (setas). E. Células esclerificadas nos raios parenquimaticos (seta) do floema
secundario. F. Xilema secundario com elementos de maior didmetro obstruidos por tilose e raios
parenquimaticos com espessamento péctico. G. Medula com grande porcdo de esclereides na regido central e
pequenos canais secretores (cabegas de seta). Abreviagdes: ca: cambio, cs: canal secretor, es: esclereides, fs:
floema secundario, me: medula, pr: periderme, px: protoxilema, rp: raio parenquimatico, su: suber estratificado,
ti: tilose, xs: xilema secundario. Fonte: Produzido pela autora (2021).

4.2.7 Raiz fina
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A raiz fina de M. cordifolia apresenta a epiderme unisseriada com células pequenas e
justapostas. A exoderme ¢ unisseriada e exibe células mais volumosas e arredondadas (Fig. 9A-
9B). Esses dois estratos celulares encontram-se geralmente amassados devido a delicadeza do
material (Fig. 9A-C). Nesta fase ndo sdo observados pelos radiculares, indicando se tratar da
regido de maturagdo. O parénquima cortical tem cerca de cinco a seis camadas de células com
tamanhos irregulares, paredes finas (Fig. 9A e C) e com espacos intercelulares conspicuos,
especialmente no cortex externo (Fig. 9C, cabecas de seta). Braquiesclereides (Fig. 9A-C) sao
observadas dispersas em toda a regido cortical, bem como células com contetido denso (Fig.
9A-C, setas), possivelmente resultantes de interacao de origem micoldgica. A endoderme
possui células aproximadamente retangulares com paredes finas. O cilindro vascular apresenta
organizag¢ao usual de raiz do xilema e floema primadrios e inicio do crescimento secundario (Fig.

9D). Nao foram localizadas estruturas secretoras nesta fase de desenvolvimento da raiz.

Figura 9 - Secgdes transversais da raiz fina de Mikania cordifolia.

5 T o~ ..,'. \‘ al o km A o - gt : ,
A. Visdo geral. B. Detalhe mostrando epiderme, exoderme e cortex com células de conteudo denso, com
possivel interagdo fungica. C. Detalhe mostrando células com contetido denso (setas), espagos intercelulares
(cabegas de seta) e esclereides no cortex. D. Cilindro vascular com organizagao usual, mostrando transi¢do entre
o crescimento primario e secundario (cabegas de setas indicam a localizag@o do protoxilema e asterisco indicam
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metaxilema). Abreviagdes: ct: cortex, ep: epiderme, es: esclereide, ex: exoderme, xs: xilema secundario. Fonte:
Produzido pela autora (2021).

4.2.8 Raiz em crescimento secundario

O espessamento da raiz em M. cordifolia ocorre através da instalagdo do cambio e
forma¢do de uma estrutura secunddria vascular usual. A epiderme e a exoderme sao
comprimidas e substituidas pela formagdo de um suber estratificado (Fig. 10A-B). O
parénquima cortical apresenta inimeras células com contetido denso, idioblastos fendlicos, e
braquiesclereides dispersas pelo cortex, mas especialmente concentradas no cortex interno (Fig.
10A e C), ou seja, formando um anel de uma a trés camadas ao redor do cilindro vascular. O
cilindro vascular na fase descrita apresenta floema secundédrio com raios parenquimaticos
bastante dilatados, enquanto o xilema secundario apresenta elementos de vaso com didmetros
variados (Fig. 10D). Nos elementos com maior diametro ¢ possivel notar tilose ocupando o
espaco interno (Fig. 10E). A regido cambial apresenta cerca de seis camadas de células iniciais.
Os raios possuem espessamento de parede péctico, inclusive no xilema secundario, embora

sejam menos conspicuos nessa regido (Fig. 10F).
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A. Visdo geral mostrando o inicio do espessamento, anel de esclerénquima e organizacgao do cilindro vascular.
B. Detalhe do suber estratificado. C. Detalhe do cortex com células com contetido denso (cabecas de seta). D.
Cilindro vascular com elementos de vaso de diferentes didmetros e raios parenquimaticos dilatados. E. Detalhe
de elemento de vaso obstruido por tilose. F. Raio parenquimatico com espessamento péctico. Abreviagdes: ca:
cambio, ct: cortex, en: endoderme, es: esclereide, fs: floema secundario, rp: raio parenquimatico, su: suber
estratificado, ti: tilose, xs: xilema secundario. Fonte: Produzido pela autora (2021).

4.2.9 Raiz adventicia espessada - em crescimento secundario mais avancado

Constatou-se nas raizes espessadas de M. cordifolia o desenvolvimento de suber
estratificado (Fig. 11A). Observou-se cavidades secretoras (Fig. 11B, setas e 11C), o tipo de
estrutura secretora foi definida por meio de corte longitudinal da raiz. Nesta fase de
desenvolvimento as cavidades sdo observadas no cortex, com o epitélio junto a endoderme (Fig.
11C). A endoderme claramente apresenta atividade meristematica (Fig. 11C, setas) e
possivelmente forma as cavidades secretoras na raiz espessa. Em sec¢ao transversal nota-se que
as cavidades secretoras podem apresentar o epitélio pluriestratificado, com duas a trés camadas
(Fig. 11D, asteriscos e 11E). No cilindro vascular os elementos de vaso adquirem diametro
ainda mais amplo e o incremento de parénquima nos raios torna-se mais conspicuo (Fig. 11F).

Nao ha presenca de medula (Fig. 11G).
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Figura 11 - Secgdes transversais da raiz de Mikania cordifolia em crescimento secundario
(raiz espessada).

¥

A. Suber estratificado. B. Localizagdo das cavidades secretoras (setas) no cortex. C. Detalhe de cavidade
secretora junto a endoderme. D. Cavidades secretoras com epitélio multisseriado. E. Detalhe da cavidade
secretora com epitélio de duas a trés camadas. F. Raios parenquimaticos dilatados. G. Detalhe mostrando
protoxilema (seta), metaxilema e cilindro vascular sélido, sem formagao de medula. Abreviagdes: cs: cavidade
secretora, en: endoderme, es: esclereide, mx: metaxilema, pr: periderme, px: protoxilema, rp: raio
parenquimatico, su: suber, xs: xilema secundario. Fonte: Produzido pela autora (2021).

4.3 HISTOQUIMICA
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4.3.1 Folha

Na lamina foliar (Fig. 12A-F, 13A-G) foram observadas as seguintes estruturas
secretoras: tricomas secretores, canais secretores e hidatodios. Para os tricomas, conforme a
classifica¢do adotada para este estudo e conforme a Tabela 3, os resultados apontam:

Tipo I - Substancias pécticas (Fig. 12A), lipidios (Fig. 12B-C, cabeca de seta), lactonas
sesquiterpénicas (Fig. 12D-E), flavonoides (Fig. 12F, seta) e cumarinas (Fig. 13A).

Tipo II - Substancias lipofilicas (Fig. 12C, seta) e lactonas sesquiterpénicas (Fig. 12D, cabeca
de seta).

Tipo III - Flavonoides (Fig. 12F, asterisco).
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Figura 12 - Secgoes transversais da lamina foliar de Mikania cordifolia.

A. Teste com Ve

secretor do tipo I e na parede periclinal externa da epiderme (asterisco). B. Teste com Sudan III. O tricoma
secretor do tipo I apresenta conteudo lipofilico e gotas de 6leo no parénquima clorofiliano (setas). C. Teste com
Vermelho neutro sob fluorescéncia mostrando ocorréncia de substancias lipidicas. Reagao positiva nos tricomas
secretores tipos I (cabega de seta) e tipo II (seta). D-E. Teste com Vanilina sulftrica, reagdo positiva para
lactonas. D. Lactona nos tricomas secretores do tipo I na face adaxial e abaxial (asterisco), nos tricomas
secretores do tipo II (cabega de seta) e em goticulas dispersas no parénquima clorofiliano (setas). E. Maior
detalhe da lactona no tricoma secretor do tipo I e das goticulas dispersas no parénquima clorofiliano (setas). F.
Teste com Cloreto de aluminio para flavonoides. Flavonoides na epiderme (cabega de seta), nas células base do
tricoma secretor tipo I (seta) e nos tricomas secretores ndo tipo III (asterisco). Fonte: Produzido pela autora
(2020).
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Nos canais secretores na lamina foliar associados aos feixes vasculares foram observadas
substancias pécticas (Fig. 13B, setas) e substancias lipidicas (Fig. 13C), (Tabela 3). Observou-
se também goticulas de substancias lipofilicas (Fig. 12B, setas, 13D-E, setas) e, ou de lactonas
(Fig. 12D-E, setas) no mesofilo. Conforme a Tabela 3, evidenciamos também a cuticula com
substancias lipidicas (Fig. 13D, cabeca de seta), paredes das células epidérmicas com
substancias pécticas (Fig. 12A, asterisco), idioblasto epidérmico com substancias fendlicas
(Fig. 13F, cabeca de seta), flavonoides nas células epidérmicas (Fig. 12F, cabega de seta) e nas
células do parénquima clorofiliano, e espessamento nas paredes das células do epitema que

envolvem as traqueides dos hidatddios com reacao positiva para fenolicos (Fig. 13G).
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Figura 13 - Sec¢des transversais da lamina foliar de Mikania cordifolia.

A. Teste com hidréxido de sodio evidenciando cumarinas no tricoma secretor tipo I. B. Teste com Vermelho de
ruténio evidenciando pectina no conteudo e epitélio dos canais secretores da nervura central. C. Teste com
Vermelho neutro evidenciando substancias lipofilicas no canal secretor proximo ao feixe vascular da nervura
central. D. Teste com Sudan III com lipidios evidenciando a cuticula (cabeca de seta) e goticulas dispersas no
parénquima clorofiliano (setas). E. Teste com Vermelho neutro com reagdo para substincias lipofilicas nas
células do mesofilo (setas). F-G. Reacdo com Azul de toluidina, positivo para compostos fendlicos em azul-
esverdeado e para compostos pécticos, em azul-roxeado. F. Idioblastos fenolicos na epiderme (cabegas de seta).
G. Regido do bordo mostrando hidatddio com epitema (cabega de seta) envolvendo as traqueides (seta), onde
se observa reacao positiva para fenolicos. Fonte: Produzido pela autora (2020).

No peciolo o tricoma secretor tipo I apresenta compostos fenolicos (Fig. 14A), lactona
(Fig. 14B), compostos pécticos (Fig. 14C) e substancias lipofilicas (Fig. 14D). O tricoma
secretor tipo II apresenta lactonas (Fig. 14E) e tipo III lactona (Fig. 14B, cabecas de seta) e
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flavonoides (Fig. 14F, setas). Os canais secretores apresentam substancias pécticas (Fig. 14G,

setas) e lipofilicas (Fig. 15A).

Figura 14 - Secgoes transversais do peciolo de Mikania cordifolia.

A. Teste com Cloreto férrico indicando compostos fendlicos na célula secretora do tricoma secretor do tipo 1.
B. Teste com Vanilina sulfirica mostrando lactona no tricoma secretor do tipo I (asterisco) e nos tricomas
secretores do tipo III (cabegas de seta). C. Reacgdo na cor azul-roxeado com o teste Azul de toluidina mostrando
compostos pécticos na parede e conteido da célula secretora do tricoma secretor do tipo I. D. Teste com
Vermelho neutro indicando substancias lipofilicas no tricoma secretor tipo 1. E. Teste com Vanilina sulftrica
indicando presenga de lactona no contetido do tricoma secretor tipo II. F. Teste com Cloreto de aluminio para
flavonoides nos tricomas secretores tipos III (setas). G. Teste com Vermelho de ruténio mostrando células do
epitélio dos canais secretores proximos aos feixes vasculares com substancias pécticas (setas). Fonte: Produzido
pela autora (2020).
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Outros tecidos como colénquima reagiram positivamente para compostos fenolicos
(Fig. 15B, setas). Observou-se amido proximo dos feixes vasculares (15C, setas). Na epiderme
a cuticula mostrou reacao para substancias lipofilicas (Fig. 15D, cabega de seta) e
espessamentos pécticos na epiderme (Fig. 15E, cabega de seta). Foram observadas gotas
lipofilicas (Fig. 15D, setas) e flavonoides (Fig. 15F, seta) dispersos no parénquima clorofiliano.

O resumo das reacdes histoquimicas realizadas no peciolo pode ser conferido via Tabela 3.
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Figura 15 - Secgdes transversais do peciolo de Mikania cordifolia.

A. Teste com Vermelho neutro para compostos lipofilicos com reag@o no lamen do canal secretor. B. Teste com
Cloreto férrico com compostos fendlicos na parede do colénquima (setas). C. Teste com Lugol indicando a
presenca de amiloplastos (setas) préximos do feixe vascular, como uma bainha amilifera incompleta. D. Teste
com Sudan III com substancias lipofilicas na cuticula (cabega de seta) e em goticulas dispersas no parénquima
clorofiliano (setas). E. Reagcdo com Azul de toluidina com compostos pécticos em azul-roxeado no
espessamento da parede da epiderme (cabeca de seta). F. Teste com Cloreto de aluminio com flavonoides nas
células do parénquima clorofiliano (seta). Fonte: Produzido pela autora (2020).

4.3.2 Caule aéreo

No caule em crescimento primdrio os tricomas secretores do tipo I apresentam lactonas

(Fig. 16A, seta) e substancias lipofilicas (Fig. 16B). Os tricomas secretores do tipo II
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apresentam lactonas (Fig. 16C). Os tricomas secretores tipo Il apresentam lactonas (Fig. 16A,
asteriscos), compostos pécticos (Fig. 16D, seta), compostos fendlicos (Fig. 16D-E, asterisco).
Na epiderme foram evidenciadas substancias lipofilicas na cuticula (Fig. 16F, cabecas de
seta), taninos (Fig. 16A, cabecas de seta) e outros compostos fenolicos (Fig. 16E, cabecas de
seta), além de compostos pécticos nas paredes das células (Fig. 16D, cabecgas de seta). Na

endoderme observa-se amiloplastos (Fig. 16G, setas).
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Figura 16 - Secgdes transversais do caule em crescimento primario de Mikania cordifolia.
. .

tricomas secretores do tipo III (asterisco), nos tricomas secretores do tipo I (seta) e tanino nas células
epidérmicas (cabega de seta). B. Teste com Sudan III com substancias lipofilicas com reagdo no conteudo do
tricoma secretor tipo I. C. Teste de Vanilina Sulftrica com lactona no tricoma secretor tipo I1. D. Teste em Azul
de Toluidina mostrando compostos pécticos em azul-roxeado no espessamento das paredes epidérmicas
(cabegas de seta), no espessamento de parede primaria dos tricomas secretores do tipo III (seta) ¢ observa-se
também no tricoma do tipo III rea¢do azul-esverdeada, indicando compostos fenolicos (asterisco). E. Teste com
Cloreto férrico com reagdo mostrando substincias fendlicas no conteido das células epidérmicas (cabegas de
seta) e nos tricomas secretores do tipo III (asterisco). F. Teste com Sudan III com substancias lipofilicas na
cuticula (cabegas de seta). G. Teste com Lugol mostrando amiloplastos na endoderme (setas). Fonte: Produzido
pela autora (2020).

No caule em crescimento secundario o tricoma tipo I reagiu para lipidios (Fig. 17A) e

flavonoides (Fig. 17B, seta). O tricoma tipo II reagiu em diferentes células para lactona. Nas
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células do pescogo, subapical (Fig. 17C), no conteudo das células (Fig. 17D, asterisco) e em suas
células basais (Fig. 17D, seta). O tricoma tipo II também reagiu para lipidios (Fig. 17E). O
tricoma tipo III para compostos pécticos (Fig. 17F, asterisco) e lipidios (Fig. 17G, asterisco),

(Tabela 3).

Figura 17 - Seccdes transversais do caule em crescimento secundario de Mikania cordifolia.
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A. Teste com Sudan I1I indicando substancias lipofilicas na célula secretora no tricoma secretor tipo 1. B. Teste
com Cloreto de aluminio para flavonoides no tricoma secretor tipo I (seta). C-D. Teste com Vanilina sulftrica
com reagdo positiva para diferentes células do tricoma secretor tipo II. C. Lactona nas células do pescoco
(subapical). D. Lactonas no contetido das células (asterisco) e em suas células basais (seta). E. Teste com
Sudan III com substancias lipofilicas no tricoma secretor tipo II e na cuticula (cabecas de seta). F. Reacdo com
Azul de toluidina com substincias pécticas em azul-roxeado nas paredes da epiderme (cabega de seta),
colénquima e nas paredes dos tricomas nao secretor do tipo III (asterisco). G. Teste com Sudan III com
substancias lipofilicas na cuticula (cabega de seta) das células epidérmicas e tricomas secretor tipo III
(asterisco). H. Teste com Vermelho de ruténio com substancias pécticas nas paredes das células epiteliais dos
canais secretores na regido da medula (setas). I. Reacdo com Azul de toluidina mostrando substancias pécticas
no epitélio do canal secretor (em detalhe). Fonte: Produzido pela autora (2020).

Os canais secretores no caule em crescimento secundario presentes na medula reagiram
positivamente para substancias pécticas nas paredes das células epiteliais (Fig. 17H, setas e 171,
Tabela 3).

Além das estruturas secretoras, observamos amido na endoderme (Fig. 18A, setas), o
acentuado espessamento péctico na epiderme (Fig. 17F e 18B, cabegas de seta,), além do

colénquima (Fig. 17F e 18B) e lipidios na cuticula (Fig. 17E e G, cabecas de seta).

Figura 18 - Seccdes transversais do caule em crescimento secundario de Mikania cordifolia.

¥

Fa Wy ¢
A. Teste com Lugol mostrando amiloplastos nas células da endoderme (setas). B. Teste com Vermelho de
ruténio forte indicando substdncias pécticas no espessamento da parede periclinal externa das células
epidérmicas (cabega de seta) e no colénquima. Fonte: Produzido pela autora (2020).

4.3.3 Raiz fina e raiz em crescimento secundario

Para a raiz fina e em crescimento secundario de M. cordifolia, nao foram observadas
estruturas secretoras, mas foram identificadas reagcdes histoquimicas positivas para compostos
fenolicos no cortex (Fig. 19A-B, setas), além de substancias pécticas no cortex (Fig. 19C, setas).

A endoderme apresentou lipidios (Fig. 19D, setas) e a exoderme, flavonoides (Fig. 19E, seta).
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Figura 19 - Secgdes transversais da raiz de Mikania cordifolia.
A EF-

A. Teste com Cloreto férrico indicando presenca de compostos fendlicos nas células da regido cortical (seta).
B. Teste com Azul de toluidina na cor azul-esverdeado com presenga de compostos fenodlicos no cortex (setas).
C. Teste com Vermelho de ruténio com pectina na regido cortical (setas). D. Teste com Vermelho neutro com
substancias lipofilicas na endoderme. E. Teste com Cloreto de aluminio com reagdo para flavonoides na
exoderme (seta). Fonte: Produzido pela autora (2020).

4.3.4 Raiz espessada

Como sumarizado na Tabela 3, as cavidades secretoras da raiz espessa apresentam
substancias pécticas (Fig. 20A, seta) e lipofilicas (Fig. 20B, setas e 20C, seta e cabeca de seta).
Outras reagoes foram observadas nos tecidos da raiz em crescimento secundario mais avangado,
tais como espessamentos pécticos (Fig. 20D, seta) no parénquima radial do xilema e floema e

compostos fendlicos nos raios parenquimaticos (Fig. 20E, setas).
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@
no epitélio e conteudo das cavidades
secretoras (setas). B. Teste com Sudan III mostrando substancias lipofilicas no epitélio das cavidades secretoras
(setas). C. Teste com Vermelho neutro indicando substéancias lipofilicas no epitélio secretor (cabeca de seta) e
no conteudo (seta) das cavidades secretoras. D. Reacdo com Azul de toluidina mostrando compostos pécticos
em azul-roxeado nas células do parénquima radial do xilema e floema secundario (setas). E. Teste com Cloreto
férrico com substancias fenolicas nos raios parenquimaticos (setas). Fonte: Produzido pela autora (2020).

3 oo %

Tabela 3 - Testes histoquimicos realizados nos 6rgaos vegetativos de Mikania cordifolia (L.t.)

Wild
- Caule Caule Raiz Raiz
. Lamina ,
Reagente Substincia . Peciolo cresc. cresc. espessa
foliar . . L.
primario  secundario
Azul de Toluidina Compostos EP -- T I -- CX --
fendlicos
Azul de Toluidina Compostos CS EP,TI EP,TIII EP, T III, -- PR
pécticos CO, CS
Cloreto férrico Compostos -- CO,TI EP, TIII -- CX PR
fendlicos
Cloreto de aluminio  Flavonoides T I, EP, T T II1, -- TI EX -
III, PC PC
Hidréxido de s6dio Cumarinas TI -- -- -- -- --
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Lugol Amido -- EN EN EN - --

Sudan III Substancias CU,PC, T CU, PC CU, TI TI TII, -- CvV
lipofilicas I CU, TN

Vermelho de ruténio  Compostos CS,EP, T CS - EP, CS, CX CvV
pécticos I CO

Vanilina sulftrica Taninos -- -- EP -- -- --

Vanilina sulftrica Lactonas TL, T, TIHLT TILTI, TII -- --
sesquiterpén PC LTH T
icas

Vermelho neutro Lipidios CS, TLT CS,TI -- -- EN Ccv

II, PC

Canal secretor (CS), Cavidade secretora (CV), Colénquima (CO), Cortex (CX), Parénquima clorofiliano (PC), Cuticula
(CU), Epiderme (EP), Endoderme (EN), Exoderme (EX), Hidatodio (HI), Parénquima de preenchimento (PP),
Parénquima radial (PR), Tricoma secretor tipo I (T I), Tricoma secretor tipo II (T II), Tricoma secretor do tipo III (T
I1T). Fonte: Produzido pela autora (2020).

4.4 FITOQUIMICA

Conforme andlise de RMN 'H sdo apresentados os espectros obtidos para os extratos de
M. cordifolia (Fig. 21 e 22). Nas figuras 22, 23, 24, 25 e 26 sdo apresentados os possiveis
deslocamentos quimicos de grupos funcionais.

Nas Figuras 21 e 22, em uma visao geral do espectro, foi possivel verificar semelhancas
e diferengas quimicas entre os extratos de cada o6rgdo vegetal avaliado de M. cordifolia (raiz,

caule aéreo, caule estolao, flores e folhas).
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Figura 21 - Espectro de RMN 'H (300Hz, TMS, CDCI3) correspondente aos extratos dos
orgaos vegetais de Mikania cordifolia. Na sequéncia: raiz, caule aéreo, caule estolao, flores e
folhas.
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Fonte: Departamento de Farmacia/UFSC (2020).

Figura 22 - Ampliagio do espectro de RMN 'H (300Hz, TMS, CDCI3) correspondente aos
extratos dos orgaos vegetais de Mikania cordifolia. Na sequéncia: raiz, caule aéreo, caule
estoldo, flores e folhas.
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Com base nos dados apresentados na Figura 23, podem ser observados sinais
correspondentes aos hidrogénios de anéis aromaticos. Para a espécie avaliada foram observados
sinais alargados e de multiplicidade indefinida em 6 7,05 e 7,65 ppm para as raizes de M.
cordifolia. Para o género botanico em estudo estes sinais sdo sugestivos da presenga de

metabolitos como flavonoides, cumarinas ou outras moléculas com nucleo aromatico.
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Figura 23 - Regido espectral de RMN 'H (300Hz, TMS, CDCI3) compreendida entre 6,5 € 8,1
ppm para Mikania cordifolia. Apresentando os possiveis deslocamentos quimicos de grupos

funcionais.
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Na Figura 24, foram verificados sinais pouco definidos, possivelmente sobrepostos, na
regido de & 4,54; 5,27; 5,6; 5,9 ¢ 6,28 ppm. Os sinais préximos a & 5,0 ppm podem sugerir
hidrogénios proximos a grupamentos éster, ja os sinais entre 6 5,4 e 5,3 ppm sugerem
hidrogénios ligados a carbonos que formam duplas ligagdes (R-CH=CH-R). De forma geral,
diterpenos de esqueleto caurano apresentam sinais referentes a dupla ligagcao exociclica entre 6
4,56 ¢ 4,88 ppm na forma de simpleto largo com integracao para 2H. Diterpenos com esqueleto
labdano apresentam a dupla liga¢do exociclica entre 6 4,91 e 4,63 ppm na forma de simpleto

com integracdo para 2H. Sinais acima de 6 ppm podem estar associados a nicleos aromaticos.
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Figura 24 - Regido espectral de RMN 'H (300Hz, TMS, CDCI3) compreendida entre 4,5 ¢ 6,5
ppm para Mikania cordifolia. Apresentando os possiveis deslocamentos quimicos de grupos

funcionais.
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Na Figura 25 foram encontrados deslocamentos quimicos (§) na regido espectral

correspondente aos nicleos de hidrogénios proximos a éteres, hidroxilas e aminas terminais.

Figura 25 - Regido espectral de RMN 'H (300Hz, TMS, CDCI3) compreendida entre 2,5 e 4,5
ppm para Mikania cordifolia. Apresentando os possiveis deslocamentos quimicos de grupos
funcionais.
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Na Figura 26 observa-se a sobreposi¢ao dos sinais, sendo portanto, de dificil
interpretacdo. Esta regido do espectro de RMN 'H ¢é sugestiva ao deslocamento quimico de

prétons de alcanos, alcenos e alcinos.

Figura 26 - Regido espectral de RMN 'H (300Hz, TMS, CDCI3) compreendida entre 0,6 € 2,5
ppm para Mikania cordifolia. Apresentando os possiveis deslocamentos quimicos de grupos
funcionais.
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Na sequéncia observamos a Tabela 4 (com os dados experimentais de deslocamento
quimico (8) e multiplicidade dos sinais obtidos por RMN 'H para os extratos de cada 6rgio
vegetal M. cordifolia. Assim, os dados experimentais foram correlacionados com os dados de

revisdo da literatura.



Tabela 4 - Dados de deslocamento quimico (5) e multiplicidade dos sinais de RMN 'H na regidio espectral de metabolitos secundarios
presentes no género Mikania, conforme dados de revisdo da literatura. Sendo, (+) representando a presen¢a do sinal com deslocamento
quimico (8) e multiplicidade na regido espectral de RMN 'H dos respectivos metabolitos e (-) representa auséncia dos mesmos.

LITERATURA
Dados amostrais
M. cordifolia Esteroides Diterpenos Cumarina Lactonas sesquiterpénicas Acidos graxos
° [-sistosterol e Acido Cinamoil Benzoil 2H-1- 8-epi- I1HB-11,13- ;. .
- s g . Y ey et . . . . . Acidos oleico
3 w © £ Estigmasterol ~ caurenoico grandiflorio grandiflorico benzopiran2-  mikanokryptin  dihydromicr linolei
= o T g N (LIMA NETO; (LIMA NETO; (BERTOLUCCI, 2009) (BERTOLUCCI, 2009) one (VASQUES et al., antholide € limoleico
o s O ° = GRAMOSA; GRAMOSA; (SANTOS, 2018) 2014) (COLZATO et al.,
= o 2 3 a7 SILVEIRA, 2008) SILVEIRA, 2008) ’ (VASCZPOUI% etal, 2008)
=] <
8 @] & em ppm 4 em ppm 8 em ppm 4 em ppm 4 em ppm 4 em ppm 4 em ppm & em ppm
(multiplicidade) (multiplicidade) (multiplicidade) (multiplicidade) (multiplicidade) (multiplicidade) (multiplicidade) (multiplicidade)
0.78 (d,J=
+ + + + + - - - - 6(4; - -
+ + 4+ + o+ - 0,90 (s) - - - - - 0,9-0,8 (m)
- - - - - - - 0,99 (s) 0,99 (s) - - -
+ + o+ o+ o+ - - - - - - - 1,15-1,40 (m)
- - - - - - - 1,21 (s) - - - - -
- - - - - - - - 1,23 (s) - - - -
+ + o+ o+ o+ - 1,24 (s) - - - - - -
1.27(d,J=
7.0)
+ o+ o+ o+ 4 - - - - - - - 1,50-1,70 (sl)
1.87 (dd,J =
2.0,0.4)

- - - - - ; 1,90-2,10 (m)
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+

3,48-3,55 (m)

2,18 (s1)

2.25 (m)
2.27 (m)

2.36(dd,J =
18.8, 2.0)

2.43(dd,J =
18.8, 6.0)

3.01 (s)

3.49 (dddd, J
=6.0,2.8,2.8,
2.4)

1.91 (dddd, J
= 11.5, 7.0,
4.5,4.0)

2.10 (m)

2.23 (m)
2.24 (m)

2.27 (m)
2.33 (m)

2,20-2,35(m)

2,70-2,80 (m)
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5,02, (dd, J -
8,4)

5,16 (dd, J =
15,2)

5,34-5,35 (m)

4,74 (s)
4,80 (s)

4.94 (ddd, J =
8.4,8.4,6.0)

5.03 (s)

3.9 (m)

410(d,J=
12.0)

413(d,J=
12.0)

5.40 (brd, J
= 8.5)

4,10-4,32 (m)

5,20-5,26(m)
5,26-5,20 (m)
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+

5,41 (s)

6,47 (d, J=16)

7,38 (m)

7,53 (m)

7,69 (d, J=16)

5,52 (s)

6.45 (d)

7.24 (m)

7.40 (m)

7.60 (m)

7.73 (d)

585(d,J=
2.4)

6.56 (d, ] =
2.8)

5.63(dd, J =
9.0,3.5)

Legenda

: (s) simpleto, (sl) simpleto largo, (d) dupleto, (dd) duplo dupleto, (m) multipleto. Fonte: Departamento de Farmacia/UFSC (2020).
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Na Tabela 5, observamos de forma resumida os sinais espectrais caracteristicos
(deslocamento quimico, 0) para cada classe de metabdlitos secundarios sugeridas para M.

cordifolia.

Tabela 5 - Classes de metabolitos secundarios sugeridas para cada 6rgao vegetal de M.
cordifolia e os sinais espectrais caracteristicos (deslocamento quimico, §). RMN 'H (300Hz,
TMS, CDCI3).

Orgio A . .. . e
Vegi tal Classes de substincias e sinais espectrais caracteristicos em ppm ()
Diterpeno . Substancias oo,
P Esteroides . Acidos graxos
caurano metoxiladas
0,9-0,8 (m), 1,15-1,40 (m), 1,50-1,70 (sl),
1,90-2,10 (m), 2,20-2,35(m), 2,70-2,80
Folhas 0,90 (s), 1,24 (s), 3,48-3,55 (m), (m), 4,10-4,32 (m), 5,20-5,26(m), 5,26-
4,74(s) e 4,80(s) 5,34-5,35 (m), 5,20 (m)
5,02; (dd, J-8.4),
5,16 (dd, J=15,2)
Flores 0,90 (s), 1,24 (s), 3,48-3,55 (m), 0,9-0,8 (m), 1,15-1,40 (m), 1,50-1,70 (sl),
4,74(s) € 4,80(s) 5,34-5,35 (m), 1,90-2,10 (m), 2,20-2,35(m), 2,70-2,80
5,02; (dd, J -8.4), (m), 4,10-4,32 (m), 5,20-5,26(m), 5,26-
5,16 (dd, J=15,2) 5,20 (m)
Caule 0,90 (s), 1,24 (s), 3,48-3,55 (m), 0,9-0,8 (m), 1,15-1,40 (m), 1,50-1,70 (sl),
estoldo 4,74(s) e 4,80(s) 5,34-5,35 (m), 1,90-2,10 (m), 2,20-2,35(m), 2,70-2,80
(m), 4,10-4,32 (m), 5,20-5,26(m), 5,26-
5,20 (m)
Caule 0,90 (s), 1,24 (s), 3,48-3,55 (m), 0,9-0,8 (m), 1,15-1,40 (m), 1,50-1,70 (sl),
aéreo 4,74(s) e 4,80(s) 5,34-5,35 (m), 1,90-2,10 (m), 2,20-2,35(m), 2,70-2,80
(m), 4,10-4,32 (m), 5,20-5,26(m), 5,26-
5,20 (m)
Raiz 0,90 (s), 1,24 (s), 3,48-3,55 (m), 0,9-0,8 (m), 1,15-1,40 (m), 1,50-1,70 (sl),
4,74(s) e 4,80(s) 5,34-5,35 (m), 1,90-2,10 (m), 2,20-2,35(m), 2,70-2,80

(m), 4,10-4,32 (m), 5,20-5,26(m), 5,26-
5,20 (m)

Fonte: Departamento de Farmacia/UFSC (2020).

Nas Figuras 27 e 28 sdo apresentados os espectros de RMN 'H (300Hz, TMS, CDCl;)

obtidos dos extratos brutos de M. cordifolia em comparacao ao padrao de cumarina, visto a

importancia deste marcador para o género Mikania.
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Figura 27 - Sobreposicio dos espectros de RMN 'H (300Hz, TMS, CDCI3) de Mikania
cordifolia ao padrao de cumarina.
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Figura 28 - Ampliacdo da regido entre 6 e 8 ppm, apresentando a sobreposicao dos espectros
de RMN 'H (300Hz, TMS, CDCI3) de Mikania cordifolia ao padrio de cumarina.
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5 DISCUSSAO
5.1  ASPECTOS MORFOLOGICOS

As espécies de Mikania sao normalmente muito semelhantes entre si, ou seja,
apresentam dificuldade de identificacao e sua classificacao ¢ normalmente determinada apenas
pelos detalhes nas inflorescéncias (RITTER; MIOTTO, 2005). Para M. cordifolia, a base foliar
cordata, ramos hexagonais e capitulos dispostos em corimbos sdo alguns dos caracteres que
auxiliam na identificagdo da espécie (RITTER; MIOTTO, 2005). Embora a morfologia de
Mikania seja descrita por Ritter e Miotto (2005) e relatada em outros estudos (COLARES,
2010; BINFARE; FALKENBERG, 2016; ALMEIDA et al., 2017), grande parte destas
investigacdes estdo voltadas apenas para as regides aéreas, havendo pouca informagao acerca
do sistema subterraneo para o género, o que motivou a descri¢ao de todo o corpo vegetativo de
M. cordifolia.

Os individuos de M. cordifolia aqui analisados, apresentaram além dos ramos
fotossintetizantes hexagonais com folhas cordadas, caules espessos lignificados, crescendo
paralelamente ao solo e com raizes adventicias, o que classificamos como caule do tipo estoldo.
De acordo com Bell (1991), o estoldo cresce ao longo da superficie do substrato ou através de
detritos da superficie, apresentando raizes adventicias que geralmente emergem dos nos.
Segundo Appezzato-da-Gloria e Cury (2011), M. cordifolia (ocorrente no cerrado) apresentou
xilopddio, além de raizes adventicias. Em contrapartida, em nosso estudo, ndo foi observado
xilopodio no sistema subterraneo de M. cordifolia (ocorrente na restinga), apenas um sistema
radicular axial inicial e raizes adventicias tanto finas, quanto espessas. Na restinga, onde as
populagdes podem formar grupos vegetais densos, cobrindo a areia (FALKENBERG, 1999),
M. cordifolia dispde de um sistema caulinar com dupla estratégia adaptativa. Na regido aérea,
os ramos jovens e fotossintetizantes ganham espago ao se apoiar nas espécies vizinhas,
enquanto na regido em contato com o solo, o caule estoldo, percorre o substrato se espalhando,
podendo conter raizes e fixar clones em novos pontos, ocupando maior area para dispersao.
Essas estratégias podem ser importantes para plantas de ambiente litoraneo, as quais ficam
expostas a erosdo, pois assim podem garantir sua permanéncia e propagacao vegetativa (HESP,
1991; GUIMARAES, 2006).

Mikania cordifolia apresenta ampla distribuicdo e, no ambiente de restinga, nao foi
registrado xilopddio. Assim ¢ possivel que a espécie apresente grande plasticidade morfologica

e fisiologica em distintas condi¢cdes ambientais. Appezzato-da-Gloria e Cury (2011) e



68

Tertuliano e Figueiredo-Ribeiro (1993) investigaram a morfologia e a anatomia desta espécie
em locais com incidéncia de fogo e grande estresse hidrico, e relacionam a presenga de
xilopddio a uma estratégia de resisténcia da espécie as condig¢des citadas. A inexisténcia de fogo
na restinga pode estar relacionada a auséncia do xilopodio. As estruturas encontradas, caule
estoldo e sistema radicular composto especialmente por raizes adventicias espessas,
possivelmente sdo as estratégias que habilitam a espécie a um ambiente cujo solo ¢ movel e

bem drenado.

52 ASPECTOS ANATOMICOS E PAPEL FUNCIONAL DAS ESTRUTURAS

A folha de M. cordifolia analisada aqui ¢ anfiestomatica, o que ¢ esperado para
ambientes xéricos, com alta exposicao solar (WAGNER, 1991), pois a presenca de estdmatos
na face adaxial facilita a difusdo de CO: no interior do mesofilo (BOEGER; GLUZEZAK,
2006), assim como os estomatos estarem elevados em relagdo as demais células epidérmicas
também pode favorecer as trocas gasosas (CICCARELLI et al., 2009; DEMETRIO et al., 2020).
Em M. cordifolia os estbmatos sdo visualmente mais frequentes na face abaxial, o que sugere
estratégia de reducdo da perda de 4agua pela folha. J4 o nimero reduzido de estdmatos na face
adaxial de M. cordifolia pode sugerir que os mesmos ndo sejam identificados e a folha seja
usualmente classificada como hipoestomatica por alguns autores (COLARES, 2010;
ALMEIDA et al., 2017).

A lamina foliar, o peciolo e os caules jovens de M. cordifolia sdo cobertos por tricomas,
os quais se apresentam em diversidade consideravel. Tal caracteristica pode estar relacionada
com a protecdo destes 6rgdos imaturos contra herbivoros através das substancias repelentes
secretadas pelos tricomas ou pela barreira fisica que representam nestes orgaos. Resultados
semelhantes foram observados por Lusa e colaboradores (2016), em espécies de Vernonieae
(Asteraceae), com ocorréncia em campos rupestres, e tais estratégias sao pontuadas por Werker
(2000) em sua revisdo sobre tricomas. A pubescéncia além de auxiliar na detencdo de
herbivoros, também pode auxiliar no controle de perda de 4gua, na reflexdo da radiagdo intensa
e na regulacdo da temperatura, fatores comuns em ambientes abertos e intensamente
ensolarados (WAGNER, 1991; JANACKOVIC et al., 2019). Além disso, tricomas glandulares
podem estar envolvidos com a producdo de substancias repelentes que consequentemente
protegem a planta como um todo (WAGNER, 1991; JANACKOVIC et al., 2019), ja que a
producao de 6rgaos € muito custosa para as plantas, especialmente aquelas que ocorrem em

ambientes com mais fatores estressantes.
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Os tricomas ndo glandulares auxiliam na prote¢do e podem proteger especificamente os
tricomas glandulares, conservando as substancias ja secretadas por mais tempo no 6rgio, ou
conservando a capacidade de sintese de substancias (LUSA et al., 2015). Além disso, os
tricomas glandulares também podem ser protegidos pelo fato de estarem afundados (LUSA et
al. 2018). Em M. cordifolia os tricomas secretores do tipo [ ocorrem em depressoes epidérmicas
e sdo rodeados por longos tricomas, os tricomas tipo III. Os tricomas do tipo III podem atuar
também no sentido da conservacao das substancias secretadas pelos demais tricomas. Além
disso, os tricomas tipo I apresentam paredes suberizadas, o que de acordo com WERKER
(2000) impede o refluxo apoplastico de substancias secretadas.

Os tricomas secretores I e 11 sdo estruturas comuns no género Mikania (BUDEL et al.,
2009; ALMEIDA et al., 2017; MILAN; HAYASHI; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2006;
SCHWEIKERDT; WALT, 1973; SOLEREDER, 1908). No presente estudo, utilizamos
principalmente a morfologia dos tricomas para a sua classificagdo, visto que os tricomas
secretores (I, II e I1I) secretam mais de um tipo de substancia. Assim, o tricoma secretor do tipo
I reagiu positivamente para seis tipos de substancias (compostos fenolicos, compostos pécticos,
substancias lipofilicas, flavonoides, cumarina e lactonas sesquiterpénicas). O tricoma secretor
do tipo II reagiu para substancias lipofilicas e lactonas sesquiterpénicas. Ja o tricoma do tipo
ITI, considerado secretor apesar de ndo apresentar células tipicamente glandulares, apresentou
reacdes semelhantes com as substancias observadas no secretor de tipo I, com excecdo da
presenca de cumarinas. Assim, podemos considerar que os tricomas em M. cordifolia possuem
grande capacidade de secrecdo. Foi observada a sintese de substancias lipofilicas, que podem
estar relacionadas a terpenos, incluindo dleos essenciais, tal como também observado por
Wagner (1991) em sua revisdo sobre tricomas secretores. A presenga de lipidios em tricomas
secretores pode servir como barreira quimica, impedindo a herbivoria (WERKER, 2000) ¢ a
mesma funcdo pode ser atribuida ao material lipofilico sintetizado em espagos secretores
internos (DA SILVA; HAYASHI; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2014).

Em secc¢do transversal, canais e cavidades secretoras muitas vezes sdo indistintos, sendo
necessario visualizd-los em mais de um plano de sec¢do para uma determinagdo segura
(FERNANDES, 2016). Deste modo, em M. cordifolia, as estruturas secretoras internas
proximas aos feixes vasculares na nervura central da folha e nos feixes vasculares com extensao
de bainha na lamina foliar, bem como aquelas junto aos feixes vasculares no peciolo, sdo canais
secretores, conforme apontado também nos trabalhos de Colares (2010) e Almeida et al. (2017),
pois possuem limen mais alongado em sec¢ao paradérmica (ESAU, 1965; FAHN, 1979). As

substancias localizadas nos canais secretores da folha M. cordifolia indicam compostos pécticos
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e lipofilicos, os quais podem atuar na defesa contra herbivoria (ANDERBERG et al., 2007;
(APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 2008)

A presenga de lipidios em M. cordifolia também foi observada na cuticula, em goticulas
no parénquima clorofiliano e no canal secretor da folha, histolocaliza¢des ja reportadas no
género Mikania por Amorim; Ferreira e Fleury (2017).

Mikania cordifolia apresenta a lamina foliar com margem inteira ou um pouco denteada.
Dentes foliares podem ser associados a trés tipos de glandulas: hidatddios, nectérios e coléteres
(RIOS; DALVI, 2020). Os hidatodios sao comuns em Asteraceaec (LERSTEN; CURTIS, 1985)
e foram observados neste trabalho com estrutura semelhante a outras espécies da familia
(LERSTEN; CURTIS, 1985; CLARO, 1994; CASTRO; LEITAO-FILHO; MONTEIRO, 1997;
MELO-DE-PINNA, 2004; MILAN; HAYASHI; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2006;
CICCARELLI et al., 2009). Em M. cordifolia o hidatdédio apresenta poro aberto e camara
‘subestomatica’ distinta. Os poros de origem estomatica permanecem constantemente abertos
(ESAU, 1965; FAHN, 1979; DA SILVA; HAYASHI; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2014). Em
ambientes sob estresse salino, como a restinga, as plantas com hidatdédios podem aumentar a
concentrac¢ao de sddio no fluido de gutagdo (HOSSAIN; MATSUYAMA; KAWASAKI, 2016),
evitando o acimulo de minerais em plantas de ecossistema de dunas (CICCARELLI et al.,
2009), o que representa uma importante estratégia de adaptag¢ao nas populacdes de M. cordifolia
ocorrentes no ecossistema de restiga.

Além disso, em ambiente xérico, como € o caso da restinga onde ocorre M. cordifolia,
as adaptacdes estdo normalmente voltadas para eficiéncia fotossintética, como a posi¢do e
distribuicao de estomatos, aliadas aos espacos intercelulares reduzidos no mesofilo e a presenca
de tricomas. Tais caracteristicas promovem a restrigdo dos vapores de agua interna e
externamente na folha, internamente devido a reducao de espagos intercelulares no mesofilo e
externamente pela cobertura de tricomas na superficie da folha (BOSABALIDIS; KOFIDIS,
2002).

Por se tratar de liana, M. cordifolia estd submetida a tensdes mecanicas, visto que seus
caules aéreos tendem a se apoiar em plantas circunvizinhas e estao submetidos a exposi¢ao ao
vento. A presenca do colénquima nos 6rgaos em crescimento primario fornece flexibilidade
conferindo adaptagdo vantajosa para este tipo de habito, sem danificar os demais tecidos
(LEROUX, 2012). Por outro lado, lianas possuem habito escalador e extensa area condutora,
portanto, necessitam de um sistema de conducdo de agua seguro, o que ¢ proporcionado por
elementos de vaso maiores € mais largos associados a pequenos vasos (LIMA; PACE,;

ANGYALOSSY, 2010; LIMA, 2012). Vasos de tamanho aumentado e com tiloses no seu
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interior foram observados nos caules de M. cordifolia, o que demonstra a adaptacdo da espécie
a condigdo citada.

Angyalossy e colaboradores (2012), comparam o desenvolvimento entre arvores e
lianas e mencionam que lianas crescem duas vezes mais que arvores na estacdo chuvosa e sete
vezes mais em estacdes secas. Os autores explicam também que a capacidade das lianas em
expandir caules, folhas e flores em condi¢des de seca se da pela habilidade em armazenar dgua
e nutrientes no parénquima nao lignificado de seus caules (ANGYALOSSY et al., 2012). Apods
os eventos de floragdo e frutificacdo, lianas perdem sua biomassa aérea, permanecendo apenas
através de sistemas subterrineos, onde as reservas se alocam durante a fase sem folhas
(APPEZZATO-DA-GLORIA; CURY, 2011; ANGYALOSSY et al., 2012). Através de nossas
analises, as reservas de carboidratos foram localizadas apenas em escassos amiloplastos na
endoderme do peciolo, do caule em crescimento primario € em crescimento secundario, o que
pode estar relacionado a época das coletas do estudo, realizadas em periodo de alta rebrota e de
emissdo de flores como sugerido por Appezzato-da-Gloéria e Cury (2011). Contudo a presenga
de parénquima com espessamento péctico, sugere que o armazenamento nesse caso se relacione
a agua, o que ¢ fundamental no ambiente restinga.

Outra caracteristica marcante ¢ adaptativa em lianas ¢ a presenga de variagdo cambial.
Essas plantas podem apresentar a organizagao do sistema vascular de diversas formas, inclusive
¢ possivel observar a combinagdo de mais de uma variagdo cambial no mesmo sistema vascular,
o que confere belos arranjos anatémicos nos caules lianescentes. No caso de M. cordifolia, o
cambio vascular produz xilema secundario internamente e floema secundario externamente,
com raios parenquimaticos largos, tanto do xilema quanto do floema, produzidos pelo cambio
interfascicular, o que delimita a atividade cambial como variante. Alguns autores denominam
esta variacdo cambial como “xilema em placas” (CARLQUIST, 2001) e outros como
“elementos axiais separados por raios” (ANGYALOSSY et al., 2012). Este tipo de variagdo
cambial, onde a porg¢ado fascicular produz elementos axiais e a porcao interfascicular apenas os
elementos radiais, também pode ser observada no trabalho de Trueba et al. (2015) com
Aristolochia L.

A formacdo de raizes adventicias poderia ser prejudicada em caules com maior
lenhosidade, pois estes contém tecidos mais lignificados e esclerificados (ESAU, 1965). No
entanto, encontramos raizes adventicias associadas ao estoldo espessado em crescimento
secundario. Também foi em caules lenhosos de Mikania glomerata que Negrelle e Doni (2001)
constataram maior aumento de raizes e brotos. Isso poderia ser explicado porque 6rgdos mais

maduros possuem mais reservas que sustentam o crescimento desses Orgdos (BOEGER;
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ALQUINI; NEGRELLE, 2004) e especialmente porque através de parénquima primario
(cortical) ou secundario (vascular), podem ser capazes de gerar novos Orgdos, como ja
observado em rebrotes epicormicos (BURROWS, 2002, 2008).

Nas raizes adventicias, as braquiesclereides isoladas ou formando um anel no cortex
conferem sustentagdo, mas também podem agir como barreiras mecanicas para a emissao de
raizes laterais (BOEGER; ALQUINI; NEGRELLE, 2004; LIMA et al., 2011). Por outro lado,
as células parenquimaticas do cortex de M. cordifolia exibem compostos fenolicos, que além
de representar uma protecdo do orgdo na defesa contra agentes externos, podem estar
relacionados com a formacdo de raizes adventicias, em consequéncia de sua atuacao
antioxidante, inibindo a oxidagdo no acido indol acético (BOEGER; ALQUINI; NEGRELLE,
2004). As raizes adventicias podem ainda surgir de primordios dormentes e se desenvolverem
a partir do estimulo ao crescimento (ESAU, 1965). Esta estratégia de formacdo de raizes
adventicias, aliada a capacidade gemifera dos estoldes, pode estar relacionada com a
manutencdo e regeneragdo da espécie na restinga, assim como proposto por Appezzato-da-
Gloria e Cury (2011) para as espécies sazonais de Asteraceae do cerrado.

No crescimento secundario de caules e raizes de M. cordifolia, o revestimento de
origem secundaria ndo se dd por meio de uma periderme, pois ndo ha felogénio distinto, mas
observa-se que as células se dividlem de forma descontinua, caracterizando um suber
estratificado. Este revestimento ¢ composto por divisdes celulares na regido do cortex, que,
apos a sua diferenciacdo, se tornam suberizadas (BOMBO et al., 2014; DA SILVA; HAY ASHI;
APPEZZATO-DA-GLORIA, 2014; LUSA et al., 2018; LUSA; LOEUILLE; APPEZZATO-
DA-GLORIA, 2018). Além disso, sugerimos que a breve suberizagdo das raizes proporciona
resisténcia contra patégenos (DICKSON, 2000), ja que observamos fungos apenas na fase de
raiz fina e ndo mais nas fases posteriores das raizes, quando o suber estratificado ja esta
presente.

Alguns estudos na familia apuraram a presenga de canais secretores em raizes
(OLIVEIRA et al., 1986; MACHADO et al., 2004; DA SILVA; HAYASHI; APPEZZATO-
DA-GLORIA, 2014; JANACKOVIC et al., 2019). No entanto, nesse estudo observamos
estruturas do tipo cavidades secretoras nas raizes mais espessadas de M. cordifolia, ou seja, nas
raizes onde o floema secunddrio se encontra bem desenvolvido. Outros autores como Fritz e
Saukel (2011), mencionam a ocorréncia deste tipo de estrutura nos 6rgaos subterraneos de
Asteraceae. Mikania corfolia também possui substincias lipofilicas presentes nestas cavidades
€ novamente, este recurso pode estar atuando na prevencao contra ataques de herbivoros (DA

SILVA:; HAYASHI; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2014). Ja os idioblastos nas raizes contendo
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compostos fendlicos podem ser uma resposta ao déficit hidrico, contribuindo na conservacao

de agua (BOSABALIDIS; KOFIDIS, 2002; LUSA et al., 2014).

5.3 ASPECTOS FITOQUIMICOS

A partir da revisao da literatura foram elencados os principais metabolitos secundarios
descritos para o género Mikania, que utilizaram a técnica de RMN 'H para elucidacio estrutural
(Anexo A). Assim, sao descritas as seguintes classes de metabdlitos: diterpenos, como o acido
caurenoico e derivados cauranos para Mikania laevigata, M. glomerata (BERTOLUCCI, 2009)
e M. lanuginosa (SILVA, 2000); diversos triterpenos, entre eles lupenona, lupeol, friedelina,
pseudotaraxasterol e taraxasterol, acetato de a e B-amirina em M. cordifolia (DE OLIVEIRA;
GREGORIO; DE OLIVEIRA, 2007); esteroides como estigmasterol e [-sitosterol em M.
cordifolia (DE OLIVEIRA; GREGORIO; DE OLIVEIRA, 2007); derivados dos &cidos
cindmicos em M. glomerata (ABREU; SANTOS; KAISER, 2007; SANTOS, 2018);
flavonoides patuletina, canferol, quercitina e seus derivados heterosideos, metoxiflavonas
(3,3",5-tri-hidroxi-4',6,7-trimetoxiflavona) em M.  laevigata  (3,5-di-hidroxi-4',6,7-
trimetoxiflavona) e em M. cordata (COUTINHO; GONCALVES; MARCUCCI, 2020).

Segundo Santos (2018) e Coutinho et al. (2020), espécies do género Mikania apresentam
altas concentracdes de diterpenos, com destaque para os derivados do esqueleto labdano,
pimarano e caurano. Dentre estas classes, Silva (2000) isolou das partes aéreas de Mikania
lanuginosa o diterpeno acido caurenodico. De forma geral, comparando os dados da literatura
com os dados obtidos experimentalmente aqui, sugere-se a presenga de derivados do diterpeno
caurano em M. cordifolia. Diterpenos sdo substincias lipofilicas e conforme a caracterizagao
dos testes histoquimicos, substancias lipofilicas foram observadas em todos os oOrgaos
investigados de M. cordifolia.

Fitoesterdis estdo presentes em aproximadamente 10% das espécies de Mikania,
representados pelo estigmasterol e sitosterol. Estes compostos sdo descritos nas partes aéreas
de Mikania micrantha, M. glomerata, M. cordata e M. cordifolia, entre outras (COUTINHO;
GONCALVES; MARCUCKCI, 2020). Bertolucci (2009) descreve para a espécie M. glomerata
e M. leavigata a presenga de uma mistura dos esteroides B-sistosterol e estigmasterol. Os sinais
observados neste estudo possivelmente correspondem igualmente a uma mistura dos esteroides
[-sistosterol e estigmasterol. Esteroides sdo substancias lipofilicas, e, portanto, podem estar
relacionados as estruturas secretoras e tecidos indicados pelos testes histoquimicos nos 6rgaos

avaliados neste estudo.
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As cumarinas foram observadas no tricoma secretor do tipo I, na ldmina foliar, através
dos testes histoquimicos e sdo descritas como sendo um dos principais grupos de metabolitos
secundarios presente no género Mikania, sendo conhecidas como responsaveis pela atividade
bronquio-dilatadora atribuida principalmente a espécie M. glomerata (ABREU; SANTOS;
KAISER, 2007). Segundo Coutinho et al. (2020), estima-se a presen¢a de 1.300 cumarinas
obtidas de fontes naturais, sendo encontradas nas familias Asteraceae, Fabaceae, Oleaceae,
Moraceae, Thymeleaceae, Apiaceae e Rutaceae. Em Mikania glomerata, a cumarina ¢ utilizada
como marcador quimico, sendo também responsavel pelo aroma caracteristico da espécie. A
cumarina destaca-se por suas reportadas atividades farmacoldgicas, como anticoagulante,
broncodilatadora, antioxidante e antimicrobiana (COUTINHO; GONCALVES; MARCUCCI,
2020). Observando-se a importancia relatada deste fitomarcador, foi realizada uma nova analise
por de RMN 'H (300Hz, TMS, CDCl;), utilizando um padrio de cumarina. Os dados
encontrados na literatura apresentados na Tabela 4 condizem com aqueles obtidos através da
andlise experimental de RMN 'H (300Hz, TMS, CDCls) do padrio de cumarina (1,2-
benzopirona). Entretanto, ndo foram observados sinais correspondentes ao padrdo de cumarina
para M. cordifolia através da analise em RMN 'H.

Outra classe amplamente descrita para o género Mikania sao os flavondides, e para estes
também ndo foram observados sinais caracteristicos € bem delineados na regido do espectro
caracteristica para estas substancias (entre 6 ¢ 8 ppm). Esta caréncia de sinais pode ser
decorrente da baixa concentra¢do destas substincias, complexidade da matriz vegetal ou
limitagdes do experimento. Assim, para uma avaliagdo mais detalhada ¢ imprescindivel uma
maior resolu¢do para a interpretacao do espectro, € para tanto, seriam necessarias analises em
equipamentos com campo magnético de maior frequéncia (como exemplo equipamentos de
RMN de 600 MHz ou 900 MHz) ou a utiliza¢do de técnicas associadas como a espectrometria
de massas. Nos testes histoquimicos observamos reagdo positiva para flavonoides na folha, no
caule em crescimento secundario e na raiz.

Todos os 6rgaos de M. cordifolia apresentaram sinais caracteristicos para: diterpenos
cauranos, esteroides e acidos graxos. Sugere-se ainda, a presencga de derivados fenolicos nas
raizes (sendo necessarios mais experimentos para confirmar a presenca destas substancias).
Substancias metoxiladas sdo indicadas nas flores e raizes de M. cordifolia. Por fim, para uma
avaliagdo mais concisa faz-se necessario a utilizacdo de equipamentos que possibilitem uma
melhor resolugdo dos sinais espectrais, bem como a associacao de outras técnicas como auxilio

na elucidagao estrutural de metabolitos secundarios.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho discute a funcionalidade das estruturas anatomicas e das secregoes de M.
cordifolia, que representam adaptacdes da espécie ao ambiente de restinga. Por meio da técnica
de diafanizacdo conseguimos identificar a presenca de hidatédios nos dentes marginais,
provavelmente relacionados a eliminagdo de sais presentes no substrato. Com os distintos
seccionamentos confirmamos nao apenas a presenga de hidatdédios, como foi possivel
determinar com seguranga a presenga de canais secretores no sistema caulinar e cavidades no
sistema subterraneo, além de identificar tricomas, idioblastos e tecidos secretores. Com os testes
histoquimicos identificamos quais classes de substancias estdo presentes no protoplasto das
diferentes estruturas secretoras. J& com as andlises fitoquimicas foi possivel apontar os
metabolitos presentes no corpo vegetal de M. cordifolia. A maioria dos compostos identificados
sdo possivelmente relacionados a um eficiente sistema de defesa da espécie.

Este trabalho ¢ resultado da integracdo de técnicas anatomicas aliadas as perspectivas
sociais, ecologicas e de bioprospeccdo, pois através dos conhecimentos passados de geragao
em geragdo chegamos ao relato de uso desta planta como medicinal. Os estudos fitoquimicos
levantaram diterpenos cauracanos, esteroides, acidos graxos, substincias metoxiladas e
derivados fendlicos, com isso abrem precedentes para investigacdes a respeito das aplicagdes
medicinais, quimicas e, ou farmacologicas da espécie. Os resultados morfoanatdomicos e
histoquimicos obtidos aqui, além de ampliarem o conhecimento sobre a ocorréncia e
distribui¢do de estruturas adaptativas para o género Mikania, numa abordagem ecoldgica,
contribuem para estudos com abordagem taxondmica (CASTRO; LEITAO-FILHO;
MONTEIRO, 1997; FAHN, 1979). Assim, salienta-se a importancia da espécie no ambiente
referido e por conseguinte, a importancia da conservagdao do dominio Mata Atlantica e da

formagao pioneira na restinga.
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ANEXO A - Principais metabolitos secundarios descritos para o género Mikania

Quadro 1 - Diterpenos cauranos

Estrutura
Substincias Espécie Referéncia
quimica
ent-caur-16-en-19-ol 1 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
ent-caur-16-en-19-6ico (acido )
) 2 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
caurendico)
ent-15B-hidroxi-caur-16-en-19- )
) 3 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
6ico
ent-15B- cinamoiloxi-7a-hidroxi- .
) 4 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
caur-16-en-19-dico
ent-70-cinamoildxi-15B-hidroxi-
) 5 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
caur-16-en-19-dico
ent-15B- cinamoildxi -caur-16-en-
19-6ico (4cido cinamoil- 6 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
grandiflorico)
ent-15B-hidroxi-7a-(E)-
7 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
lacnofiloiloxi-caur-16-en-19-6ico
2B-, 160,17-triidroxi-ent-cauran-
) 8 M. hirsutissima D.C Bertolucci, 2009
19-6ico
3B-, 16a,17-triidroxi-ent-cauran-
. 9 M. hirsutissima D.C Bertolucci, 2009
19-6ico
11a,15B-diidroxi-7-O-B-D-
glicopiranosil-ent-caur-16-en-19- 10 M. hirsutissima D.C Bertolucci, 2009
oico
la,15B-diidroxi-7-O-B-D-
glicopiranosil-ent-caur-16-en-19- 11 M. hirsutissima D.C Bertolucci, 2009

dico
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Fonte: Departamento de Farmacia/UFSC (2020).

Quadro 2 - Diterpenos labdanos

Estrutura
Substancias Espécie Referéncia
quimica
labda-8(17),12,14-trien-19-6ico 12 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
labda-12a-epoxi-8(17),14-dien- )
13 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
19-6ico
labda-12 B-epoxi-8(17),14-dien- .
14 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
19-6ico
labda-8(17),13(16),14-trien-19- )
» 15 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
oico
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labda-12,13-diidhoxi-8(17),14- .

) ) 16 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
dien-19-6ico

labda-12,15-epoxi-8(17),13-dien- )

) 17 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
19-6ico

Prima-9(11),15-dien-19-6ico 18 M. vitifolia D.C Bertolucci, 2009
Eritroxila-3,15-dien-19-6ico 19 M. hirsutissima D.C Bertolucci, 2009

TOOCH;
(12) (13 e 14)

COOCH;, COOCH;
(16) (17) (18) (19)

Fonte: Departamento de Farmacia/UFSC (2020).

Quadro 3 - Lactonas sesquiterpénicas

Substéancias Estrutura quimica Espécie Referéncia
2a-acetoxi-15-isovaleril- M. guaco Humb. Ex )
i 20 Bertolucci, 2009
miguanina Bonpl.

la-metoxi-15-isobutiriloxi-9-oxo-
M. guaco Humb. Ex )
germacra-4-E,10(14),11(13)- 21 Bono] Bertolucci, 2009

onpl.
trien-12,6a-olideo

15-isovaleriloxi-4f,50-
M. holwayana B.L. )
epoxigermacra-1(10)E,11(13)- 22 Bertolucci, 2009

Robins
dien-12,8a-olideo
. . M. holwayana B.L.
Sa-hidroxi-15- 23 4 Bertolucci, 2009
Robins

isobutiriloxigermaca-
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(10)E,3Z,11(13)-trien-12,8a-

olideo
mikagoianolideo 24 M. goyazensis Bertolucci, 2009
1B,60-diidroxieudesm-4(15)-eno 25 M. banisteriae D.C. Bertolucci, 2009

eudesma-4(15),7(11)-dien-8f3,12-

, 26 M. banisteriae D.C. Bertolucci, 2009

olideo

eudesma-4(15),7(11)-trien-12-

27 M. banisteriae D.C. | Bertolucci, 2009

olideo

(20) (21)

(22) (23)
(24)
OH
OH on
o
o
OH
(25) (26) @7

Fonte: Departamento de Farmacia/UFSC (2020).

Quadro 4 - Fendlicos
Substéincias Estrutura quimica Espécie Referéncia




patuletina 3-O-B-D-6""-(p-

) 28 M. cordata Bertolucci, 2009
cumaroil)
patuletina (glicosideo) 29 M. cordata Bertolucci, 2009
canferol (glicosideo) 30 M. cordata Bertolucci, 2009
quercitina (glicosideo) 31 M. cordata Bertolucci, 2009
mikanina 32 M. cordata, M Bertolucci, 2009
glomerata
nepetina 33 Mikania sp. Bertolucci, 2009
canferol 34 Mikania sp. Bertolucci, 2009
L . L. Coutinho et al.
acido O-cumarico 35 irani >
Mikania sp. 2020
: Coutinho et al.
escopoletina 36 ikani. ’
P Mikania sp. 2020
: : Coutinho et al.
7-metoxicumarina 37 iani, >
Mikania sp. 2020
acido cinamico 38 M. micrantha Bertolucci, 2009
acido O-cumarico 39 Mikania sp. Bertolucci, 2009
L. L. Coutinho et al.
acido p-cumarico 40 iTrani >
p Mikania sp. 2020
;L : Coutinho et al.
acido cafeico 41 iramni >
Mikania sp. 2020
= e Coutinho et al.
acido ferulico 42 iTrani >
Mikania sp. 2020
acido isso-fertlico 43 Mikania sp. Coutinho et al.,

2020
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(20) Ry=0CH; Rp=CH

(30) Ry=R,=H

{31} R, =0H, Ry=H

HO =0
@) ®7)
{35)
(38) R=H.Ry=H,R=H @)
o (39)  R=OH,Ry=H, Ry=H ]
e S

(40) R=H Ry=H R,=0H o COH
Ry R HO CH
{41) R=H,Ry= OH, Fy=0OH
Ry 4o
(42) R=H, Ry=0CH; R;=CH

(43) R=H,Ry= OH, R,=0CH;,

Fonte: Departamento de Farmacia/UFSC (2020).

Quadro 5 - Fitoesterois

Substéincias Estrutura quimica Espécie Referéncia

B -sistosterol 45 M. glomerata e M. Bertolucci, 2009
leavigata

Estigmasterol 46 M. glomerata e M. Bertolucci, 2009
leavigata




Fonte: Departamento de Farmacia/UFSC (2020).
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