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RESUMO

Tabernaemontana é um dos maiores géneros da subfamilia Rauvolfioideae (Apocynaceae),
apresentando 110 espécies distribuidas por todo o mundo e 30 espécies com ocorréncia ao
longo do territério nacional. O género é conhecido pela presencga de alcaloides inddlicos que
servem como marcadores quimicos de importante valor na avaliacdo quimiotaxonémica das
espécies. Os alcaloides inddlicos sdo resultantes do metabolismo secundéario das plantas e
podem ser sintetizadas, acumuladas ou eliminadas por células especificas, denominadas
estruturas secretoras. Das espécies do género, Tabernaemontana laeta Mart. é endémica da
Mata Atlantica e pouco estudada quanto a anatomia da folha e das estruturas secretoras, bem
como de sua fitoquimica e atividade biologica. Dessa forma, este trabalho investigou os
atributos anatdmicos de T. laeta, suas estruturas secretoras envolvidas na sintese e secrecao
dos alcaloides indolicos e suas atividades antifungicas. Folhas expandidas de T. laeta foram
coletadas em cinco individuos diferentes localizados no Maci¢o do Itaoca, Campos dos
Goytacazes, RJ. O material foi fixado a temperatura ambiente e submetido a técnicas usuais
de microscopia para as analises da anatomia da folha e dos coléteres. Para as andlises
fitoquimicas, folhas expandidas e folhas jovens foram coletadas de dois individuos aleatérios
de T.laeta, e submetidas a extracdo acido/base. O extrato bruto e a substancia isolada foram
testados em fungos Candida tropicalis e Candida buinensis. Como resultado observou-se que
a lamina foliar de T. laeta possui caracteristicas anatbmicas comuns as especies pertencentes
ao género Tabernaemontana, como folhas hipoestomatica, estbmatos paraciticos, mesofilo
dorsiventral, feixe vascular bicolateral, laticiferos e coléteres intrapeciolares. Os laticiferos
foram classificados neste trabalho como anastomosados nédo articulados ramificados, com
células em formato de “Y”, contendo principalmente no latex a presenca de alcaloides e
lipidios. De igual modo, foram evidenciados alcaloides presentes nos coléteres intrapeciolares
de T. laeta e nas secrecdes dos coléteres. A extracdo acido-base, especifica para alcaloides,
utilizada nas folhas de T. laeta originou extrato bruto em diclorometano rico em alcaloides
inddlicos, identificados previamente por reagentes cromogénicos H,SO,4 conc./Vanilina e
Reagente Dragendorff, seguidos por analises mais especificas, como a Ressonancia
Magnética Nuclear, utilizada para identificacdo do composto isolado. Ao analisar a atividade
biolégica do extrato bruto em diclorometano, foi encontrado potencial inibitorio de
crescimento dos fungos Candida tropicalis e Candida buinensis, sugerindo a acdo dos
alcaloides indolicos no género. O resultado da fitoquimica possibilitou o isolamento da
isovoacangina, um alcaloide indélico monoterpénico presente no extrato bruto das folhas de
T. laeta, cujo efeito sobre ambas as células testadas é fungistatico, ou seja, na auséncia da
isovoacangina, as leveduras C. tropicalis e C. buinensis sdo capazes de retomar seu
crescimento. Tanto o estrato bruto quanto a isovoacangina possuem inibicdo do crescimento
para os fungos analisados. Em contrapartida, a isovoacangina ndo possui potencial apoptético
para os fungos desta espécie, mas ainda assim, os resultados aqui apresentados demonstram
seu potencial biologico. Nesse sentido, este trabalho visou investigar a anatomia das
estruturas secretoras, a composi¢do quimica dos exsudatos e a atuacdo bioldgica em fungos
Candida spp de modo a contribuir para o aprofundamento do conhecimento sobre os
metabolitos secundarios e sua possivel aplicagdo biotecnoldgica.

Palavras-chave: Anatomia foliar, laticiferos, coléteres, extrato bruto, isovoacangina, Candida
spp.



ABSTRACT

Tabernaemontana is one of the largest genera of the Rauvolfioideae subfamily
(Apocynaceae), presenting 110 species distributed throughout the world and 30 species
occurring in Brazilian territory. The genus is known for the presence of indole alkaloids
serving as chemical markers of important value in the chemotaxonomic evaluation of the
species. The indole alkaloids result from secondary metabolism of plants and can be
synthesized, accumulated or eliminated by specific cells, the secretory structures. From all
species of the genus, Tabernaemontana laeta Mart. is endemic to the Atlantic Forest and it is
little studied in terms of leaf anatomy and secretory structures, such as its phytochemical and
biological activity. In this sense, investigating the anatomy of the secretory structures and the
chemical composition of the exudates may contribute to the group taxonomy. Thus, this work
studied the anatomical attributes of T. laeta, its secretory structures involved in the synthesis
and secretion of indole alkaloids and whether such alkaloids would present antifungal
activity. Expanded leaves of T. laeta were collected in five different individuals not in the
Macico of the Itaoca,Campos dos Goytacazes, RJ. The material was submitted to room
temperature and subjected to usual microscopy data for analysis of the anatomy of the leaf
and the colleters. For the phytochemical analyzes, the expanded and young leaves were
collected from two random T. laeta sizes, and subjected to acid/base extraction. The crude
extract and testosterone were tested on fungi Candida tropicalis and Candida buinensis.As a
result, it was observed that the leaf blade of T. laeta has anatomical characteristics common to
the species belonging to the genus Tabernaemontana, such as hypostomatic leaves, paracytic
stomata, dorsiventral mesophyll, bicollateral vascular bundle, laticifers, and intrapetiolar
colleters. The laticifers were classified in this work as branched anastomose non-articulated,
with Y-shaped cells, containing in the latex the presence of alkaloids and lipids. Similarly,
alkaloids were present in intrapetiole colleters of T. laeta and in the colleters secretions. The
acid-base extraction, specific for alkaloids, used in the leaves of T. laeta originated crude
extract in dichloromethane rich in indole alkaloids, previously identified by chromogenic
reagents H,SO,4 conc./Vanilina and Dragendorff reagent, followed by specific analyzes, such
as Magnetic Resonance Nuclear, used to identify the isolated compound. When analyzing the
biological activity of the crude extract in dichloromethane, it was confirmed a growth
inhibition of the fungiCandida tropicalis and Candida buinensis, suggesting the action of
indole alkaloids in the genus. The results of the phytochemistry allowed the isolation of
isovoacangine, a monoterpene indole alkaloid present in the crude extract of the leaves of T.
laeta, which effect on both tested cells is fungistatic, that is, in the absence of isovoacangine,
yeasts of C. tropicalis and C. buinensis are able to resume its growth. Both the crude extract
and the isovoacangine have growth inhibition for the analyzed fungi. In contrast,
isovoacangine has no apoptotic potential for the fungi of these species, but the results
presented on this work demonstrate its biological potential.

Key words: Leaf anatomy, laticifers, colleters, crude extract, isovoacangine, Candida spp.
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1. INTRODUCAO GERAL

As plantas sdo produtoras de uma variedade de compostos organicos associados as
varias funcBes metabolicas. Os compostos organicos essenciais para a manutencdo das
atividades bioquimicas, armazenamento de energia e funcdo estrutural sdo denominados
metabdlitos primarios. J& 0s compostos organicos que ndo possuem relacdo direta com o
desenvolvimento da planta, mas que estdo relacionados a interacdo planta-ambiente, sdo
denominados metabdlitos secundarios (Taiz & Zeiger, 2013).

A sintese dos metabdlitos secundérios é regulada por expressdo génica das plantas,
podendo variar de acordo com fatores bioquimicos, fisiolégicos e variantes ambientais,
capazes de alterar as concentracfes desses compostos nos tecidos de armazenamento. Ciclos
sazonais, ritmo circadiano, disponibilidade hidrica, concentracdo de micro e macronutrientes,
radiacdo solar, niveis de poluicdo atmosférica, incidéncia de raios UV, temperatura,
disposicdo espacial e o estimulo mecanico, quer seja por inducao ou por ataque de patdgenos,
interferem diretamente na sintese e no acimulo desses metabolitos (Bowers & Stamp, 1993;
Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

A variedade de sintese e secrecdo metabdlica também estd associada a diversas funcdes
que conferem maior sucesso adaptativo as plantas, como a producdo de metabolitos
secundarios que agem como: (1) atrativo de polinizadores ou dispersores de frutos; (2) na
atuacdo das relacbes de interferéncia de competicdo e alelopatia entre espécies de plantas
circunvizinhas; (3) e na defesa das plantas contra herbivoros e patdgenos (Vizzotto et al.,
2010; Rockenbach et al., 2018). Quanto a defesa, as plantas desenvolveram uma variedade de
estruturas secretoras que sao capazes de sintetizar e secretar metabdlitos secundarios como
mecanismo de protecdo a herbivoros e patdgenos (Melo, 2013).

Na familia Apocynaceae, muitas estruturas secretoras estdo envolvidas na producdo de
diferentes compostos do metabolismo secundario, como tricomas, idioblastos, laticiferos,
coléteres, cavidades, epiderme da cabeca dos estiletes, nectarios e osmoforos (Solereder,
1908; Metcalfe & Chalk, 1950; Thomas, 1991). Um levantamento bibliografico de Martins et
al. (2013) revelam que das espécies da flora brasileira pertencentes a familia Apocynaceae, ja
foram realizados estudos de caracteriza¢do anatdmica das estruturas secretoras em cerca de 50
espécies distintas, sendo os laticiferos constantes nas espécies da familia.

Dentre as estruturas secretoras que se destacam das Apocynaceae, os laticiferos fazem
parte de todas as espécies anatomicamente ja estudas da familia. Estes sdo responsaveis pela

producéo de latex, exsudato cuja composi¢do quimica varia de espécie a espécie podendo ser
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composto por terpenos, triterpenos, &cidos fitoesterois, acidos graxos, amido, agucares e
alcaloides (Demarco et al., 2006; Canaveze & Machado, 2015).

Assim como os laticiferos, os coléteres também ocorrem nas cinco subfamilias de
Apocynaceae, sendo um atributo comum a familia. Podendo ser observados na face adaxial
do peciolo ocupando a posigdo interpeciolar ou intrapeciolar, ou na base da lamina foliar. Os
coléteres sdo responsaveis pela secrecdo de metabdlitos secundarios que desempenham a
funcdo de lubrificacdo e protecdo de meristemas apicais (Thomas, 1991; Endress & Bruyns,
2000).

As estruturas secretoras variam amplamente em sua morfologia e anatomia e 0s estudos
anatdmicos corroboram para a elucidacéo da diferenciacdo estrutural entre as variadas células
secretoras que as compdem. Além disso, estes estudos em estruturas secretoras colaboram
para o esclarecimento das funcdes fisiologicas e ecoldgicas que desempenham nas plantas.
Combinado a esses fatores, as posi¢fes constantes que ocupam nas espécies e variedades em
que ocorrem desempenham importante carater taxonémico, podendo estar limitadas a certas
familias, a certos géneros, sendo até significantes em nivel subgenérico, de grupo e até
mesmo em nivel especifico (Castro et al., 1997; Ascensao, 2007). Neste sentido este trabalho
pretendeu responder 0s seguintes questionamentos a respeito da espécie T. laeta: A espécie
apresenta atributos anatdbmicos da folha e estruturas secretoras que contribuam com o
mecanismo de defesa da planta? Os extratos foliares de T. laeta podem auxiliar na inibicdo da
atividade antimicrobiana? Os dados poderdo auxiliar nos estudos gquimioaxonémico da

espécie em questao?

1.1 Ambiente de estudo

A Mata Atlantica é um complexo de ecossistemas considerado de grande importancia
devido a sua rica diversidade bioldgica, tanto faunistica, quanto no que se refere a flora.
Originalmente, é distribuida ao longo da costa brasileira, parte da Argentina e do Paraguali,
(Myers et al., 2000). Sua origem é datada ha milhares de anos atras, a partir da convergéncia
entre as placas tectonicas de Nazca. Esta placa se deslocou para o leste, colidindo com a placa
Sul-Americana que, ao se deslocar para o oeste gerou uma elevacdo (Tonhasca, 2005). Essa
elevacdo, processo designado soerguimento de placas, possibilitou a formagdo das Cadeias
Montanhosas dos Andes que, devido a um processo lento e constante de erosédo, possibilitou a
formacdo do Complexo do Cristalino e 0 acumulo de sedimentos ao longo da costa brasileira,

originando a planicie litoranea (Tonhasca, 2005). Os detritos resultantes dos processos de
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erosdo a partir do Complexo do Cristalino somado aos sedimentos marinhos formaram as
encostas e ambientes fisicos dos principais ecossistemas que compdem a Mata Atlantica, tais
como: Manguezais, Restingas, as Matas de Planicie nos Aluvides, a Mata Umida de Encosta,
a Mata de Altitude e a Floresta Semidecidua, Floresta Ombrofila Densa, Floresta Ombrofila
Mista, também denominada de Mata de Araucérias; Floresta Ombroéfila Aberta; Floresta
Estacional Semidecidual; Floresta Estacional Decidual; bem como os Campos de Atitude;
Brejos Interioranos e Encraves Florestais do Nordeste (Sobral & Stehmann, 2009).

Os ecossistemas do Bioma Mata Atlantica se distribuem ao longo de uma éarea
equivalente a 1.296.446 km? ao longo de 17 estados brasileiros, abrangendo-se da regido
Nordeste a regido Sul. Mais da metade de sua extensdo territorial foi reduzida a
remanescentes da floresta nativa, tendo apenas cerca de 27% de sua cobertura original em
remanescente florestais em diferentes estagios de conservacdo e regeneracdo. Destes
remanescentes, apenas 7% apresentam-se em bom estagio de conservagdo, espalhados em
fragmentos acima de 100 hectares de extensao territorial distribuido por areas de preservagéo
permanentes espalhadas por todo o Brasil. (Myers et al., 2000; Ministério do Meio Ambiente,
2010). Ao longo dos anos, a medida que a populacdo brasileira se desenvolvia, a degradacédo
ambiental acompanhava o crescimento social, elevando o bioma atlantico a ser apontado
como um dos principais “Hotspots” mundiais ¢ assim, uma das prioridades para a
conservacao de biodiversidade (Myers et al., 2000; Young, 2006; Fonseca et. al., 2010; Peres,
2010).

Ainda que a area original da Mata Atlantica tenha sido muito reduzida e fragmentada, as
areas conservadas podem garantir a biodiversidade desse bioma rico que possui cerca de 20
mil espécies de plantas, sendo oito mil endémicas, e ainda hd muitas espécies desconhecidas
(Myers et al., 2000; Sobral & Stehmann, 2009; Ministério do Meio Ambiente, 2010). Ainda
gue se tenha um aumento dos estudos referentes a flora da Mata Atlantica, um levantamento
realizado por Stehmann et al. (2009) consideram que o conhecimento produzido ainda é
escasso devido ao fato de que longo das duas décadas, mais de 1.000 novas espécies de
Angiospermas foram descobertas para o periodo, representando cerca de 42% do total descrito
para o Brasil (Sobral & Stehmann 2009).

Stehmann et al. (2009) trazem, em seu levantamento, uma lista de espécies incluindo
aquelas que sdo endémicas, que estdo presentes no Dominio Atlantico de importante valor
para estudo da flora de inestimavel patriménio bioldgico. Dentre os géneros citados, esta
Tabernaemontana, com alguns representantes, dentre estes a Tabernaemontana laeta, espécie

presente no Macico do Itaoca, Campos dos Goytacazes, no estado do Rio de Janeiro.
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Localizado em Campos dos Goytacazes, nos distritos de Ibitioca e Dores de Macabu, 0
Macico do Itaoca é um remanescente de Mata Atlantica com 600 hectares de area florestada e
tornou-se uma Unidade de Conservacao a partir da Lei Municipal n® 8.424 de 27 de setembro
de 2013, a 14 km do centro da cidade (Ramalho, 2005).

1.2 Macico do Itaoca

O Macico do Itaoca é classificado como um inselberg, caracterizado por morros ou
grupos de morros ocorrentes em paisagens planas, localizados espacialmente em regides
tropicais, subtropicais e zonas temperadas, formados por rochas graniticas ou gndissicas de
origem pré-cambriana, possuem caracteristicas edaficas e microclimaticas bem particulares
(Parmentier, 2003).

Os inselbergues séo frequentes na Regido Sudeste do Brasil e com uma flora bastante
peculiar devido ao fato de possuirem um habitat Unico (Mauad, 2010). Alguns fatores séo
relevantes na biologia e no processo evolutivo de espécies que colonizam esse tipo de
ambiente restritivo a muitas outras espécies, devido a fatores bioticos e abiodticos, como a
baixa retencdo de agua e nutrientes, baixo teor de substratos para a fixacdo de raizes e
sementes, elevados niveis de luminosidade solar devido & baixa cobertura do solo e intensa
evaporacdo (Porembski et. al., 1997). Outro importante fator que atua na regido em que o
Macico do Itaoca esta localizado é a ac¢do antropica, marcada pela cultura canavieira, cultura
bovina e formacdo de pastagens e exploracdo de minério, alterando o ambiente natural
(Mauad, 2010).

Este estudo foi realizado com a espécie Tabernaemontana laeta colonizadora de

pastagens no entorno do Macico de Itaoca, localizado a 21°48' S e 41°26'W.

1.3 A familia Apocynaceae e 0 género Tabernaemontana

A familia Apocynaceae abrange 5,5% das espécies de Angiospermas do mundo,
apresentando o equivalente a cerca de 5.000 espécies, esta incluida na ordem Gentianales, na
subclasse Gamopetalae nas eudicotiledéneas, sendo uma das maiores familias boténicas
conhecidas, ao lado das familias Rubiaceae e Fabaceae (latu sensu Leguminosae). A familia é
distribuida principalmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo com algumas
espécies em areas temperadas. Esta familia possui representantes que incluem lianas,

arbustos, ervas perenes, arvores de médio e de grande porte e suculentas com aparéncia de
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cacto (Rapini, 2000; Backlund, 2005; Simdes et al., 2010; Endress et al., 2014; Peron, 2015;
Marinho et al., 2016). Atualmente sdo conhecidas 25 tribos, 49 subtribos e um total de 357
géneros no mundo, cerca de 95 géneros e 850 espécies ocorrentes em diversas regides do
Brasil, como Cerrado, Restingas, Matas de Tabuleiro, Florestas Secas, Florestas Pluviais
Amazodnicas e a Mata Atlantica (Endress et al., 2014; Peron, 2015).

A primeira divisdo da familia foi realizada por Hooker entre os anos de 1872 a 1897,
dividindo as Apocynaceae em trés tribos: Carisseae, Plumerieae e Echitideae. Sucessivas
classificacbes ocorreram ap6s Hooker, Schumann (1895), Pichon (1948; 1950), e a ultima
classificacdo de Leeuwenberg (1983) dividiam a familia Apocynaceae em duas subfamilias,
Plumerioideae e Apocynoideae (Sennblad & Bremer, 2002). Atualmente, as classificag0es
para Apocynaceae se baseiam em analises filogenéticas moleculares. Sennblad & Bremer
(2002), baseados principalmente em andlises genéticas, propuseram que a familia
Apocynaceae fosse dividida em cinco subfamilias, Periplocoideae, Secamonoideae,
Apocynoideae, Asclepiadoidea e Rauvolfioideae, sendo que Periplocoideae, Secamonoideae e
Asclepiadoidea sdo monofiléticas e as subfamilias Rauvolfioideae e Apocynoideae sdo nédo-
monofilicas, (Rapini, 2000; Sennblad & Bremer, 2002).

Das caracteristicas morfoldgicas que contribuem para a classificacdo das Apocynaceae
estdo a presenca de latex, folhas geralmente opostas e verticiladas apresentando estipulas
rudimentares; flores de tamanho variado, pentameras, hermafroditas e diclamideas; fruto seco
em formato de capsula ou indeiscente, podendo apresentar-se em dois fruticulos, secos,
deiscentes (Graebner, 2003). Ha variacdes morfolégicas nos tracos dos 6rgaos reprodutivos
das espécies, o que acabou resultando em classificacbes taxondmicas bem distintas ao longo
dos anos, resultando em divergéncia entre os autores (Simdes et al., 2010).

Das cinco subfamilias reconhecidas em Apocynaceae, quatro possuem as flores mais
complexas ao serem comparadas com as demais Angiospermas, enquanto que as flores da
subfamilia Rauvolfioideae sdo ditas as mais simples e mais constantes em suas variagdes, com
excecédo das flores do género Tabernaemontana. Os frutos e sementes de Rauvolfioideae séo
variareis nos aspectos consisténcia, tamanho do pericarpo, composi¢ao nutritiva e tipo de
deiscéncia (Endress, 2000; Simdes et al., 2010). As espécies dessa familia sdo conhecidas na
etnomedicina por possuir atividades farmacoldgicas, como antiespasmodicas, antiparasitaria e
antiofidica relacionadas a producdo de metabolitos secundarios como hidrocarbonetos,
triterpenos, acidos graxos, fitoesterois e alcaloides (Moura & Agra, 1989; Peron. 2015).

O género Tabernaemontana é um dos maiores géneros da subfamilia Rauvolfioideae,

apresentando 110 espécies distribuidas por todo o mundo, sendo conhecidas 30 espécies
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distribuidas ao longo de todo o territorio brasileiro, com maior frequéncia na Amazénia e com
nove espécies endémicas (Simdes et al., 2010; Marinho et al., 2016). Como caracteristicas
morfologicas, as espécies pertencentes ao género apresentam flores esbranquicadas e
tubulares, frutos foliculares com sementes, parcialmente ou inteiramente cercadas por um
arilo amarelado a avermelhado. A caracteristica comum ao género € a presenca de alcaloides
indolicos que servem como marcadores quimicos de importante valor na avaliagdo
qguimiotaxonémica das espécies, evitando sinonimias (Hu et al., 1989; Endress, 2000;
Medeiros et al., 2001; Monnerat et al., 2005; Marinho et al., 2016).

Os alcaloides inddlicos sdo resultantes do metabolismo secundario das plantas. Essas
substancias podem ser sintetizadas, acumuladas ou eliminadas por células especificas,
ocorrendo isoladamente na planta, como € o caso dos idioblastos, ou em estruturas secretoras
diferenciadas constituidas por muitas células, denominadas glandulares, como é o caso dos

laticiferos e dos coléteres (Evert, 2013).

1.4 Estruturas secretoras e 0s exsudatos

Denominados exsudatos, as substancias secretadas pelas estruturas secretoras possuem
natureza quimica bastante varidvel, compostos por numerosos constituintes que conferem
carater quimico de 6leos volateis, gomas, latex, mucilagem, sais, alcaloides, glicosideos,
agua, proteinas (incluindo enzimas proteoliticas) e resinas (Dickison, 2000; Castro &
Machado, 2009). Estabelecer, no entanto, uma distincdo entre as substancias presentes no
exsudato é muito dificil devido a complexidade da natureza quimica do material secretado,
todavia, grupos de substancias quimicas podem estar presentes de forma majoritaria, o que
sugere especificidade quanto a atividade pertinente as células secretoras (Castro & Machado,
2009).

A complexidade dos exsudatos, a ampla variacdo morfoldgica e anatdmica dos tipos de
estruturas secretoras, a posi¢do constante que ocupam nas espécies, as estruturas secretoras
apresentam carater taxonémico de grande importancia (Castro et al., 1997). Nesse sentido, 0
estudo da anatomia das estruturas secretoras, a posi¢cdo que ocupam no 6rgao da planta e a
composicdo quimica dos exsudatos podem contribuir para compreensdo da funcdo do
secretado pela planta e os estudos histoquimicos servem como ferramenta para analisar as
principais classes quimicas e revelar as substancias majoritarias que compdem o exsudado
(Castro et al., 1997). Essas estruturas podem se desenvolver a partir de diferentes tipos de

tecidos meristematicos e, em geral, sofrem transformacdes relativamente rapidas durante sua
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diferenciacdo. Com isso, a estrutura e contetdo quimico das células podem ser modificados
em dias ou até em horas (Fahn 1979).

Partindo do principio que estruturas secretoras formam um grupo polifilético (Fahn
1979), muitas divergéncias evolutivas deram origem a diferentes mecanismos de sintese e
externalizagdo de variados exsudatos, uma vez que 0S materiais secretados podem exercer

varias funcdes apos serem eliminados dessas estruturas.

1.5 Laticiferos

Laticiferos sdo estruturas secretoras presentes em espécies de 36 familias (Endress &
Bruyns 2000; Demarco et al., 2006). Diferente dos coléteres, essas estruturas secretoras ndo
tém destaque taxonébmico por possuirem tipo e origem divergentes. Contudo seu valor esta
associado ao sucesso evolutivo, conferindo as plantas produtoras de latex protecdo contra
herbivoria e patdgenos diversos (Fahn, 1979; Demarco et al., 2006). Em Apocynaceae, a
presenca dos laticiferos é datada como unanime em trabalhos classicos de identificagdo de
especies (Demarco et al., 2006).

Devido a distribuicdo dos laticiferos pelo corpo das plantas, diversas atribuicfes ja
foram conferidas a essas células. Inicialmente, acreditava-se que, por estarem localizados
préximo ao floema, auxiliavam no transporte de assimilados, como também foi entendido que
desempenham funcdo de reserva nutritiva para planta, até que se chegou ao consenso de que o
exsudato liberado pelos laticiferos ndo estava relacionado a mobilizacdo de metabdlitos em
condicBes desfavoraveis, mas sim a protecdo das plantas contra patdgenos, herbivoros e
selante de ferimentos (Fahn, 1979).

Considerando os atributos anatémicos, os laticiferos podem ser classificados das
seguintes formas: a) articulados: formados por células interconectadas, dispostas em
sequéncia e interrompidas pela parede celular; b) ndo articulados: formados por uma célula
que pode se ramificar nos tecidos da planta; c) anastomosados: quando se conectam entre Si
de modo a formar uma rede de células que se comunicam; d) ndo anastomosados: nao
havendo comunicacdo com os laticiferos vizinhos (Souza, 2010). Na familia Apocynaceae é
predominante em estudos anatdbmicos a descricdo de laticiferos ndo anastomosados,
entretanto, ha controvérsias em algumas espécies ja estudadas (Demarco et al. 2006;
Canaveze & Machado, 2015).

Quanto a secrecdo, o latex € o proprio protoplasto dos laticiferos, apresentando
comumente aparéncia leitosa, amarelada ou avermelhada, com composi¢do quimica variavel

(Endress & Bruyns 2000). No latex é possivel encontrar uma gama de metabolitos
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secundarios, como hidrocarbonetos poliisoprénicos (borracha), triterpenos, acidos graxos,
fitoesterois e alcaloides (Demarco et al., 2006).

1.6 Coléteres

Coléteres sdo estruturas secretoras presentes em 60 familias boténicas, 379 géneros,
tendo maior registro em 14 géneros de Rubiaceae e 41 géneros de Apocynaceae. Os coléteres
podem estar presentes em varias partes da planta como, lamina foliar, em bractea, em
bractéolas, em calice e em corolas, na face adaxial da base do peciolo, podendo ocupar
posicao interpeciolar ou intrapeciolar (Thomas & Dave, 1991; Sennblad et al., 1998). Apesar
de ocorrerem largamente na familia Apocynaceae, ha alguns géneros que ndo possuem essas
estruturas. Dessa forma, os coléteres tém significancia taxondmica com base na presenca ou
auséncia e em seu numero e posicao onde estdo inseridos (Endress & Bruyns, 2000; Thomas
& Dave, 1989).

O termo coléter foi estabelecido por Hanstein em 1848 e deriva da palavra grega
“kolla”, que em portugués significa cola uma referéncia ao tipo de exsudato pegajoso
produzido e secretado pela estrutura, capaz de proteger meristemas em fase inicial de
desenvolvimento (Thomas 1991). Ao longo do tempo, os coléteres foram nomeados de
diversas formas ‘“squamellae”, “glandular shaggy”, glandulas resiniferas e até confundidos
com nectarios extraflorais. Atualmente entende-se que os coléteres sdo estruturas secretoras
com anatomia, funcdo e tipo de exsudatos definidos (Machado et al., 2012, Miguel et al.,
2017).

Anatomicamente, 0s coléteres sdo estruturas secretoras constituidas por um eixo central
alongado formado por parénquima fundamental, circundado por células epidérmicas em
palicada responsaveis pela secrecdo de mucilagem em espécies como nas familias Rubiaceae
e Apocynaceae (Thomas, 1991; Miguel et al., 2016; 2017). O desenvolvimento dos coléteres
de Apocynaceae tem origem na protoderme e meristema fundamental. As células do
meristema fundamental dividem-se periclinalmente e originam o eixo central parenquimatico,
enquanto as células da protoderme dividem-se anticlinalmente originando as células
epidérmicas em palicada (Thomas, 1991; Appezzato-da-Gloria & Estelita, 2000, Klein et al.
2004).

Quanto & morfologia, Lestern (1974) classificou os coléteres de acordo com a variagdo
morfoldgica em seis tipos distintos, de importancia relevante para a sistematica das familias.

Sao os seis tipos: “intermediate” (intermediario), “dendroid” (dendroide), “brushlike” (tipo
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escova), “reduced” (reduzido), “irregular epidermal cells” (epiderme irregular) e o tipo mais
comum, denominado tipo padrdo ou “standard”, que possui pequenas variagdes entre as
espécies de plantas quanto ao tamanho, auséncia ou presenca de constri¢do na base.

Os mecanismos que envolvem a secrecdo dos exsudatos dos coléteres ainda sdo pouco
conhecidos, entretanto sabe-se de duas formas de secre¢do. Desta forma, uma envolve o
rompimento da cuticula dos coléteres a partir de bols6es de secre¢do sintetizadas no complexo
de Golgi que se acumulam entre a membrana plasmatica e a parede celular, rompendo a
cuticula por pressdo (Thomas, 1991, Miguel et al., 2006). Enquanto que a outra envolve a
passagem da secrecdo sem que haja rompimento da cuticula (Miguel et al., 2016). Miguel et
al. (2017) elucidaram o mecanismo da secrecdo dos exsudatos de coléteres em Bathysa
nicholsonii atraves da passagem da secrecao da parede celular sem o rompimento da cuticula.

Seguida a fase de secrecdo, os coléteres entram em processo de senescéncia, evento
regulado geneticamente que leva & morte de células. Nesse processo, 6rgdos e organismos
passam por mudancas morfoldgicas, alteragdes bioquimicas e biofisicas do metabolismo
alterando a aparéncia dos 6rgaos das plantas de forma gradual até que as células sessem suas
atividades (Tullii et al., 2013). Miguel et al. (2010) demonstraram o processo de morte celular
programada a partir da mudanca morfolégica de coloracdo e turgéncia de coléteres em
Bathysa gymnocarpa K. Schum. e Bathysa stipulata (Vell.) J. Presl., evento caracterizado
como senescéncia. Estudos realizados com coléteres em espécies de Madevilla (Apocynaceae)
também apresentaram mudanca de coloracdo gradual, com variacdo da coloracdo verde a

castanho escuro (Appezzato-da-Gloria & Estelita, 2000).

1.7 Estudos fitoquimicos e atividade bioldgica dos alcaloides indélicos

Desde o surgimento da humanidade, o homem atua interferindo e interagindo com a
natureza. Das muitas relacdes estabelecidas na interface homem-natureza, a forma com a qual
as interacbes ocorrem com as plantas sdo as mais diversas, desde a utilizacdo das plantas
como fonte de alimentos, confeccdo de vestimentas, fontes de moradia até o uso com
finalidades medicinais. O uso fitoterapico das plantas se deve, principalmente em decorréncia
de suas propriedades quimicas curativas, utilizadas no tratamento das enfermidades mais
simples as mais sofisticadas (Giraldi & Hanazaki, 2010).

Os compostos responsaveis pela atividade medicinal das plantas sd@o oriundos nos

metabolitos secundarios e desempenham funcbes ecoldgicas distintas para as plantas. Os
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metabdlitos secundarios podem estar distribuidos da forma mais ampla aos diversos taxons,
como os fendis simples, ou restritos a grupos especificos, como € o caso dos alcaloides, que
se fazem presentes em apenas 20% das plantas conhecidas (Memelink et al., 2001; Simdes et
al., 2017).

Dentre os diversos metabolitos secundarios oriundos das plantas, a utilizacdo de plantas
sintetizadoras de alcaloides pelos seres humanos data de aproximadamente 4.000 anos.
Registros em blocos de argila assirianos, escritos com caracteres cuneiformes, que arquivam
cerca de 250 plantas, incluem espécies sintetizadoras de alcaloides, como a Papaver
somniferum L. (Papaveraceae) (Marinho, 2001).

Até meados do século XX, as estruturas quimicas dos alcaloides eram pouco elucidadas,
e as substancias eram parcialmente conhecidas. Com os avancos das técnicas de isolamento
de substancias e os novos procedimentos fisico-quimicos, que a determinacdo das estruturas
dos alcaloides comecou a tornar-se possivel e a partir de entdo, chegou-se a definicdo que a
estrutura quimica do primeiro alcaloide isolado era composta por uma base tetraciclica,
formada por ligacdo direta entre os anéis aromaticos A e D dos nucleos benzilisoquinolinicos,

conforme figura abaixo (Marinho, 2001; Zanin et al., 2011).

Figura 1: Estrutura quimica aporfinicos stricto sensu do subgrupo primeiro alcaloide isolado. Fonte:
Zanin et al., 2011.

Os alcaloides ndo se restringem apenas ao grupo benzilquinolinico, eles sdo
classificados em quatro familias cujas vias de biossintese sdo variadas. Dentre essas familias,
destacam-se: (1) Alcaloides benzilisoquinolinicos, que representam aproximadamente 2.500
estruturas elucidadas, bem como propriedades farmacoldgicas potentes que incluem analgesia,
supressdo de tosse e relaxante muscular; (2) Alcaloides tropanicos e nicotina, que agem de
modo anticolinérgico e tém a capacidade de inibidores seletivos da glicosidase, além de causa

diversos efeitos fisioldgicos, incluindo vicio (nesse caso, fala-se especificamente da nicotina);
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(3) Alcaloides de purina, que se originam de nucleotideos de purina, sendo 0s mais membros
de maiores destaque; (4) Alcaloides pirrolizidinicos, que sdo relacionados a defesa contra
herbivoros, compostos por uma base necina e um ou mais acidos necicos responsaveis pela
sua diversidade estrutural; (5) Alcaloides indolicos monoterpénicos, que possuem uma
diversidade estrutural grande, com cerca de 2.000 compostos conhecidos amplamente
utilizados na medicina, incluindo a vimblastina utilizada no tratamento de arritmias cardiacas.
Os alcaloides inddlicos sdo produtos de condensacdo de nucleo indol contendo nitrogénio
derivado da triptamina e um esqueleto monoterpenoide derivado da secologanina (Ziegler &
Facchini, 2008; Guirimand et al., 2010).

1.8 Os alcaloides indélicos no género Tabernaemontana

De acordo com o Unico levantamento sobre a presenca de alcaloides ind6licos no género
Tabernaemontana, de um total de 110 espécies, cerca de 67 espécies foram investigadas com
470 alcaloides indolicos isolados e cerca de 240 bases estruturalmente diferentes foram
detectadas. Os alcaloides sdo resultantes do metabolismo secundario das plantas e
desempenham papel importante na defesa da planta contra fungos, bactérias, insetos e
herbivoros (Zhu et al., 1989).

Para 0 género, os alcaloides inddlicos possuem importante papel taxondémico, sendo
considerados marcadores quimicos na distin¢do taxondmica. Tais alcaloides séo classificados,
de acordo com sua estrutura quimica, como alcaloides do tipo “J” ou tipo iboga, o tipo mais
derivado quando se refere a estrutura quimica (Simdes et al., 2010).

O termo “alcaloide iboga” abarca quatro defini¢des, sendo a mais simples referente aos
alcaloides extraidos Tabernanthe iboga, popularmente conhecida como “iboga”; a segunda
definicdo refere-se aos alcaloides psicoativos de plantas usadas em ceriménias e cultos na
Africa Central e despertam interesses farmacoldgicos; o terceiro conceito esta ligado & Uni&o
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), que se refere a um arranjo especifico de
atomos contendo um nucleo indolico e um sistema isoquinuclidinico. Por fim, a definicdo da
nomenclatura biogenética baseia-se na biossintese e caracteriza os alcaloides em que dois
atomos de carbono do monoterpenoide secologanina original se afastaram das suas posicdes
originais (Lavaud & Massiot, 2017).

A Dbiossintese de formacgdo dos alcaloides ind6licos monoterpénicos é muito pouco

estudada. A maior parte dos dados conhecidos data na década de 1970, com a incorporacgdo
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dos derivados da estrictosidina, a pré-acuamicina, a estemadenia e a catarantina, todos 0s
alcaloides indolicos estudados na espécie Catharanthus roseus (Lavaud & Massiot, 2017).

Os alcaloides indolicos monoterpenoides sdo resultantes da condensacédo de triptamina e
secologanina, formando o intermediario chave estrictosidina. Na via de biossintese desses
alcaloides, a estrictosidina ¢ hidrolisada pela enzima estrenidina B-glucosidade. Essa relagéo
gera, como produto principal, a catenamina e outros dois produtos resultantes da mistura da
reacao, a carbinolanina e a epicatenanina (Lavaud & Massiot, 2017).

Heinstein et al. (1979) relatam um equilibrio entre a catenamina e a 4,21-
desidrogeissilquizina. Esse equilibrio entre a catenamina e a 4,21-desidrogeissilquizina se
desloca em funcao da catenamina, mas em algum ponto de equilibrio dessa reacdo, as rotas de
biossintese se divergem em diferentes vias de alcaloides indolicos (El-Sayed et al., 2004).

Os alcaloides da classe iboga sao classificados em nove tipos, de acordo com a variacao
na porcdo derivada da fracdo secologanina. S&0 estes: vincosana, valesiacotamana,
corinanteana, estricnana, aspidospermatana, plumerana, eburnana, tacamana (esqueleto classe
I11) e ibogano (correspondente a um esqueleto monoterpénico, equivalente ao rearranjo na
classe Ill) (Danieli & Palmisano, 1986). A representagdo quimica dos alcaloides foi

representada por Danieli & Palmisano (1986) da seguinte maneira:
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Figura 2: Representacdo quimica da classificacdo dos alcaloides indolicos presentes nas espécies do
género Tabernaemontana. A-B: exemplos de alcaloides indélicos. A. Tipo viscosantina. B. Tipo
valesiacotamana. Fonte: Danieli e Palmisano, 1986.

No género Tabernaemontana, a maioria dos alcaloides j& identificados, sdo pertencentes
a subclasse ibogano, com rearranjo na fragdo secologanina (Szabo, 2006). A ibogamina,
alcaloide indolico monoterpénico, de estrutura quimica mais simples, ja foi identificada nas
especies T. catharinensis A.DC, T. hystrix e T. laeta (Marinho et al., 2005). A imagem abaixo

elucida a estrutura quimica comum aos alcaloides do tipo ibogano (Danieli e Palmisano, 1986):

IBOGAN TYPE

Figura 3: Representacdo quimica do alcaloide do tipo iboga, que faz parte da classificacdo dos
alcaloides ind6licos presentes nas espécies do género Tabernaemontana. Fonte: Danieli e Palmisano,
1986.

Muitos estudos tém sido realizados com as espécies do género a fim de investigar as
propriedades bioldgicas dos alcaloides. Nesse sentido, 0s avancos nos estudos destes
compostos quimicos possibilitaram a confirmacdo de vérias atividades bioldgicas, das quais
se pode destacar atividade antitumoral, antimicrobiana, anti-hipertensiva e estimulante do
sistema nervoso central, contraceptivo, anti-inflamatério, anticolinesterase, antimalarica, anti-
HIV, leishmanicida (Santos et al., 2009; Verpoorte, 1998 apud Oliveira et al., 2016).

Os estudos referentes as atividades bioldgicas dos alcaloides inddlicos para espécies
do género Tabernaemontana incluem espécies de varias regides do mundo, como T.
divaricata (Pratchayazakul et al., 2010; Rahman et al., 2011; Sharket et al., 2011; Hari NB et
al., 2012; Kumar & Sborakumar, 2015; Okonigi et al., 2019), que retratam as atividades
anticancer, antimicrobiano, antidiabético, anti-inflamatdrio e inibidor de acetilcolinesterase.

No Brasil, os estudos se concentram em espécies como T. solanifolia (Melo, 2012), T.
angulata (Suffredini et al., 2002; Assis et al., 2009) e T. catharinensis, com estudos que

comprovaram a atividade anticolinesterasica e antioxidade, atividade antitumoral, potencial
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como agente genotdxico, atividade anti-inflamatéria, atividade analgésica, atividade
antimicrobiana (Gomes et al., 2009; Gindri et al., 2011; Nicola, 2013; Rizzo et al., 2013;
Pozza, 2017).

Estudos realizados por Melo (2012) comprovaram a atividade antimicrobiana,
antioxidante, anti-hemolitico, citotdxico, fitotdxico, inseticida, acdo ansiolitica em labirinto
em cruz elevado e toxicoldgico, foram testadas para extratos foliares de T. solanifolia.
Todavia, Melo relata que a acdo biologica dos extratos aquoso e etandlico podem estar
associada aos compostos fenolicos (Melo, 2012).

Os estudos que investigam o potencial biolégico de algumas espécies do género
Tabernaemontana ainda s&o escassos, como a espécie T. laeta. (You et al., 1994; Medeiros et
al., 2001). A literatura atual apresenta um unico estudo referente a atividade bioldgica de
Tabernaemontana laeta. You et al. (1994) provaram que o alcaloide vimblastina extraido a
partir do extrato de etila das cascas do caule de T. laeta possui atividade bioldgica citotoxica
as células tumorais K13-VV1 multirresistentes a medicagdo na concentracdo de 1,7 pg/mL. As
limitacGes em pesquisas referentes ao potencial biologico da espécie em questdo motivaram

os estudos realizados no presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar os atributos da lamina foliar com énfase nas estruturas secretoras de
Tabernaemontana laeta e avaliar a fitoquimica foliar, bem como a atividade antifungica de

extratos de suas folhas.

2.2 Objetivos especificos

= Descrever a anatomia das folhas e dos coléteres peciolares de T. laeta;
= Realizar estudos histoquimicos da lamina foliar e dos coléteres peciolares de T.
laeta;
= Extrair e purificar os alcaloides presentes nas folhas de T. laeta, baseado no
método de extracdo acido-base para alcaloides;
= Identificar os alcaloides encontrados, a partir de analises de Cromatografia em
Camada Delgada, Cromatografia em Coluna e por técnicas espectroscopicas de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);
= Analisar a atividade antifungica do extrato bruto das folhas de T. laeta;
= |solar os alcaloides ind6licos presentes no extrato bruto das folhas de T. laeta;
= Testar potencial bioldgico do composto quimico isolado em Candida buinensis

e Candida tropicalis.
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3. CAPITULO 1: Atributos micromorfolégicos, anatdmicos e histoquimicos

das folhas e dos coléteres peciolares de Tabernaemontana laeta

3.1 Materiais e métodos

3.1.1 Area de estudo

Este estudo foi realizado com a espécie Tabernaemontana laeta (Figura 4)
colonizadora de pastagens no entrono do Macico de Itaoca, localizado a 21°48' S e 41°26'W.
O Macico do Itaoca é um afloramento rochoso com 600 ha de Mata Atlantica, altura maxima
de 420 m, situado no distrito de Ibitioca, Municipio de Campos dos Goytacazes, Estado do
Rio de Janeiro, Brasil.

Localizado na planicie aluvial Goytaca, entre as lagoas De Cima e Feia, 0 Macico do
Itaoca apresenta um clima tropical, com menor pluviosidade no inverno que no verdo,
classificado na escala Kdppen-Geiger como Aw, ou seja, clima tropical com inverno seco
(Alvares et al., 2013). Quanto a temperatura, 0 Macico do Itaoca possui uma média de 24.2
°C e pluviosidade média anual de 1088 mm (Climate Date, disponivel em: https://pt.climate-

data.org/america-do-sul/brasil/espirito-santo/itaoca-316559/).

Figura 4: Tabernaemontana laeta, no Macico de Itaoca distrito de Ibitioca, Municipio de Campos dos
Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro, Brasil (Acervo pessoal).
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3.1.2 Material Botanico

Folhas completamente expandidas, a partir do terceiro n6 de T. laeta foram coletadas
em cinco individuos diferentes localizados nas proximidades do Macico do Itaoca. As
espécies coletadas colonizam uma area de pastagem havendo presenga de outras espécies de
angiospermas no entorno, completamente expostas ao sol, afastadas, em média, 8 metros,
umas das outras, distantes das margens de leitos de rios, corregos e lagoas. Uma exsicata foi
confeccionada e identificada pela Me. Tatiane Souza e depositada no Herbario da UENF sob
n°® HUENF - N° 11.295.

Para as andlises da anatomia da folha, foram seccionadas em seis fragmentos, sendo:
peciolo, base, terco médio, bordo, nervura central e apice. Todos os fragmentos seguiram a
rotina de processamento padrdo para analises. Para analise dos atributos anatdmicos dos
coléteres foliares de T. laeta, foram coletados fragmentos peciolares contendo as estruturas
secretoras considerando cinco nés, sendo o 1° no, as Ultimas folhas do &pice caulinar, com
foliolos que sdo destacaveis a méo livre, seguindo entdo os demais nds, contados a partir do

primeiro no6 seguindo até o 5° n6, com folhas expandidas.

3.1.3 Preparo das amostras para microscopia

Fragmentos foliares do terceiro e quarto nés de folhas expandidas foram coletados e
fixados a temperatura ambiente, no local da coleta, em solucdo fixadora de Karnovsky (1965),
adaptado por Da Cunha et al. (2000), contendo formaldeido 4% v/v, glutaraldeido 2,5% v/v e
tampdo cacodilato de sédio 0,05 M em pH 7,2.

Posteriormente, as amostras foram lavadas com o0 mesmo tampao e parte do material
passou pela série de desidratacdo cetdnica nas porcentagens 30% v/v, 40% v/v, 50% v/v, 70%
viv, 90% v/v e trés vezes em 100% v/v seguida de infiltracdo em resina epoOxi, apds
substituicdo gradual de acetona por resina epoxi, as amostras foram levadas a estufa a 60 °C
por 48 horas para polimerizacdo da resina. A outra parte foi desidratada em série alcoolica nas
porcentagens 30% v/v, 40% v/v, 50% v/v, 70% v/v, 90% v/v e trés vezes em 100% v/v,
seguida para o processo de infiltragdo em resina epdxi e historesina. As amostras infiltradas
por historesina foram emblocadas na historesina e polimerizadas em temperatura ambiente.
Seguidos para microscopia optica.

As amostras emblocadas em historesina foram submetidas a seccgdes transversais e

longitudinais de aproximadamente 5 um de espessura em micrétomo rotativo (Cut 4050 Slee
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Mainz). Ja o material que foi emblocado em resina ep6xi, foi submetido a sec¢Bes semifinas
de 0,70 um em ultramicrotomo (Reichert Ultratrin-Leica). As sec¢des foram coradas em azul
de toluidina, montadas em laminas permanentes com Entellan®, em seguida, foram
observadas em microscopio optico de campo claro (Axioplan ZEISS) e capturadas em camera
digital Hamamatsu C3077 acoplada ao microscopio. As imagens obtidas foram analisadas
pelo software Analysis® - LINK/ISIS/ZEISS (Oxford, Reino Unido). De igual modo, 0s
peciolos contendo os coléteres foram coletados e fixados seguindo a mesma metodologia

utilizada nos fragmentos foliares para o preparo de microscopia optica.

3.1.4 Testes histoquimicos da lamina foliar

Parte do material botanico coletado foi reservada para cortes a fresco obtidos a mao
livre, submetidos a vérias técnicas de coloracdo e examinadas em microscopio Optico de
campo claro (Axioplan ZEISS) para anélises das substancias quimicas presentes no material
(Tabela 1).

Tabela 1: Reagentes utilizados para os testes histoquimicos realizados para identificar os
compostos quimicos presentes na lamina foliar e nos coléteres de Tabernaemontana laeta.

Reagente Composf[o_qu|m|co de Coloracéo Temp_o ge
afinidade eXposicao
Azul brilhante de
Comassie (Fischer, Proteinas Azul 5 minutos
1968)
Azul de toluidina .
R Compostos Metacromasia —
(Feder e O’Brien, cidos/basi Jazul dead 30 segundos
1968) acidos/basicos azul/azul esverdeado
Cloreto férrico Verde intenso, azul
(Cloreto férrico, Compostos fendlicos ' 15 minutos
Ou negro
1940)
Dicromato de Castanho
potéssio (Gabe, Fendis avermelhado a 15 minutos
1968) castanho escuro
Reagente de
Dragendorff Alcaloides gerais Castanho- 5 minutos
(Svendsen e avermelhado
Verpoorte, 1983)
Lugol (Jensen, . .
1940) , Amido Roxo ou castanho 5 minutos
Reagente de Nadi  Oleos essenciais e acidos Violeta a pdroura 60 minutos
(David & Carde, resinicos purp
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1964)
Sudan 1V (Pearse,
1980)
Vanilina cloridrica
(Mace & Howell,
1974; Gardner,
175)
Vermelho de
ruténio (Gregory
& Baas, 1989)

Obs.: Os protocolos utilizados para as analises em Histoquimica seguem Kraus (1997)

Lipideos Vermelho 2 minutos

Taninos Vermelho a castanho 10 minutos

Mucilagens e

. . Rosa brilhante 10 minutos
mucopolissacarideos

3.1.5 Dissociacéo epidérmica

Para o estudo da epiderme, fragmentos da lamina foliar foram dissociados pelo
método de Franklin, modificado por Berlyn & Miksche (1976). Os fragmentos foram emersos
em solucdo de acido acético glacial e peroxido de hidrogénio a 20% v/v, na proporcao de 1:1.
Em seguida, o material foi levado a estufa a 60 °C por 24h. Apos as 24 horas, os cortes foram
dissociados com auxilio de pincel e palitos de dente, corados em Sudan IV por 5 minutos,
lavadas com &gua destilada, montados em l&minas com glicerina a 50% v/v e foram
observadas em microscépio optico de campo claro (Axioplan ZEISS) para captura de imagens
em camera digital (Hamamatsu C3077) acoplada ao microscépio. As imagens obtidas foram
analisadas pelo software Analysis® - (LINK/ISIS/ZEISS,Oxford, Reino Unido).

3.1.6 Diafanizacao

Fragmentos foliares foram submetidos a diafanizacdo em solucdo aquosa de
hipoclorito de s6dio a 50% v/v por 8 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras
foram lavadas em agua destilada por trés repeticdes, coradas com Sudan IV por 5 minutos,
lavadas com agua destilada, montados em laminas com glicerina a 50% v/v e foram

observadas no microscépio 6ptico de campo claro.
3.1.7 Evidenciacéo da natureza dos cristais
Para evidenciar a natureza dos cristais, parte dos cortes a méo livre do peciolo foram

emersos em solucdo aquosa de acido nitrico a 10% v/v e outra parte foi emersa em solucao

aquosa de acido acético glacial durante 30 minutos. O &acido nitrico evidencia cristais de
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oxalato de célcio, enquanto o &cido acético evidencia cristais de carbonato de calcio. Apos
emersdo na solugdo, os cortes foram lavados com &gua destilada, montados em laminas com
glicerina a 50% v/v e foram observadas em microscopio éptico de campo claro para capturada

de imagens e analises.
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3.2 RESULTADOS

As folhas de T. laeta., coletadas nos entornos do Macico do Itaoca, Campos dos
Goytacazes — RJ, foram avaliadas a partir de técnicas usuais para microscopia optica, As
técnicas utilizadas possibilitaram analisar os atributos anatémicos da Iamina foliar, tais como:
presenca/auséncia de estruturas secretoras, relevo cuticular da superficie epidérmica,
arquitetura da parede periclinal externa, tracado da parede anticlinal epidérmica,
presenca/auséncia dos estdbmatos, localizagéo e tipo de estdmatos, organizacdo do mesofilo,
presenca/auséncia e tipo de idioblastos, presenga/auséncia de estruturas secretoras no mesofilo

e tipo de sistema vascular.

3.2.1 Anatomia da folha de Tabernaemontana laeta Mart.

As analises anatdmicas da lamina foliar ndo apresentaram alterac6es significativas nos
fragmentos do terco mediano, base foliar e bordo, apresentando a mesma estruturacdo
anatdmica. Sendo assim, optou-se pelo terco mediano e nervura central como os fragmentos
foliares representativos para descricdo anatémica e histoquimica.

A partir das analises da superficie foliar realizadas em microscopia Eletrdnica de
Varredura, foi revelado que superficie adaxial e abaxial da folha de T. laeta apresentam cera
epicuticular e micro-organismos dispersos aleatoriamente (Fig. 6, A-B). Também foi revelado
que a superficie foliar apresentou pouca ornamentacdo cuticular no terco mediano, enquanto o
apice abaxial da folha apresentou-se com ornamentacdo cuticular (Fig. 6, A-D). A folha ¢
anfiestomatica, com menor nimero de estdmatos na face adaxial, quando comparada a face
abaxial (Fig. 6, A-B e F-H). Esses estdmatos apresentam ornamentacdes do tipo estriadas,
paralelas as células-guarda (Fig. 6, C-E). Em vista frontal, identificou-se que os estbmatos sdo
do tipo paraciticos e anomociticos (Fig. 6, F-H).

SeccgOes transversais a mao livre da lamina foliar mostram que a epiderme abaxial e
adaxial sdo cobertas por cuticula lipofilica evidenciada por Sudan IV, constituidas de Unica
camada celular, células isodiamétricas, paredes anticlinais retas, sendo as células da face
adaxial notadamente maiores que a face abaxial. (Fig. 7, A-C).

Tabernaemontana laeta apresenta mesofilo dorsiventral, com parénquima paligadico
junto a epiderme adaxial, constituido por duas a trés camadas de células, justapostas,

perpendiculares a superficie da 1damina foliar e apresentando camaras estomaticas (Fig. 7, A-
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D; Fig. 9, D-H). Seguido do parénquima palicadico, proximo a epiderme adaxial esta o
parénquima lacunoso composto por sete a oito camadas de células isodiamétricas com formas
e disposicdo irregulares, formando espacos celulares e camaras estomaticas de dimensfes
variadas (Fig. 7, A-D; Fig. 9, D-H). No mesofilo, ha presenca de laticiferos que estao ligados
a epiderme por entre as células do parénquima pali¢adico e parénquima lacunoso (Fig.7, D-E;
Fig. 9, D-G). Na figura 7, D-E € possivel observar o laticifero rompido com extravasamento
de latex para 0 meio externo e para as células epidérmicas, evidenciado com o reagente
Dragendorff, que revela alcaloides.

O épice foliar apresentou semelhancas no que se refere as caracteristicas gerais,do ao
terco mediano, com excec¢do das células epidérmicas da face abaxial, que mostrou papilosas, e
tamanho irregular. Também sdo caracteristicas do &pice, parénquima de preenchimento
contendo de quatro a cinco camadas celulares condensadas, parénquima palicadico contendo
até duas camadas de células, parénquima lacunoso desorganizado pouco lacunar e presenca de
laticiferos proximo ao feixe vascular (Fig. 9, H).

A nervura central tem formato convexo, epiderme adaxial com espessa camada
cuticular seguida de quatro a cinco camadas de colénquima angular contendo células globosas
de tamanho variado, parénquima lacunoso continuo com camadas pouco definidas e células
compactadas quando comparadas a lamina foliar (Fig. 7, F-G). O feixe vascular apresenta-se
bicolateral em formato concavo-convexo, com floema nas faces convexa e concava ao xilema
(Fig. 7, F, H e J). Reagente de Dragendorff e Sudan IV evidenciaram exsudato composto por
substancias lipidicas e alcaloides no xilema da nervura central mediana da Iamina foliar (Fig.7
H-J).

Dispersos aleatoriamente pelo parénquima de preenchimento da nervura e circundando
o floema, encontram-se laticiferos com latex composto por substancias lipidicas e alcaloides,
evidenciados por Sudan IV e reagente de Dragendorff (Fig. 7, H-J). O parénquima cortical
possui células globosas de tamanhos variados e presenca de cristais do tipo drusa de oxalato
de célcio (Fig. 7, F). Seguido ao coOrtex parenquimatico encontra-se a faixa de células
colenquimatosas angulares contendo de cinco a seis camadas de células com tamanho variado,
sendo as de menor tamanho voltadas a epiderme abaxial, composta por células de menor
tamanho quando comparadas a epiderme adaxial e parede periclinal lisa (Fig. 7, F e G).

Inicialmente, o peciolo mostra-se em formato planoconvexo com prolongamento nas
laterais formando uma aba que contribui para a aderéncia ao caule, e presenca de coléteres

junto a inser¢do com o caule (Fig.8, K; Fig.10, E-J).
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Secgdes transversais do peciolo revelam camada colenquimatosa espessa na face
adaxial, parénquima palicadico continuo, idioblastos cristaliferos contendo cristais tipo drusas
de oxalato de calcio disperso no cértex parenquimatico (Fig. 8, A-H). Em destaque, as
imagens da figura 8, E-G, revelam os resultados obtidos a partir da evidenciacdo da natureza
dos cristais, confirmando a composi¢do de oxalato de calcio das drusas.

Assim como a nervura, o feixe vascular do peciolo também € bicolateral (Fig. 8, B-D,
H, N-O, Q). Feixes vasculares de pequeno calibre também foram identificados proximos ao
colénquima, convexo ao feixe vascular central (Fig. 8, A-D e N-O). Associados ao floema
estdo laticiferos, presentes também aleatoriamente no cortex, evidenciados por e Reagente de
Dragendorff para alcaloides (Fig. 8, H-M) e Sudan 1V para lipidio (Fig. 8, N-S).

Ao analisar a histoquimica peciolar, o cromogénico Dragendorff revelou presenca de
secrecdo alcaldsica nos laticiferos, no xilema, no parénquima do xilema e na secrecdo que
circunda os coléteres (Fig. 8, H-M). O Sudan IV, por sua vez, revelou bifurcacdo nos
laticiferos em seccdo transversal (Fig. 8, P) e em seccdo longitudinal (Fig. 8, R-S).

3.2.2 Laticiferos

Os laticiferos estdo presentes em toda a espécie analisada. Injdrias realizadas no caule,
no peciolo e na lamina foliar revelam latex de aparéncia branca, leitosa e viscosa, de aspecto
denso e carater urticante (Fig. 5, A-C).

Anélises de diafanizacdo revelaram laticiferos em células alongadas pelo mesofilo
foliar e presenca de cristais tipo drusa destacados em luz polarizada (Fig. 9, A-C).

Cortes transversais do terco mediano e do apice foliar de T. laeta revelaram que 0s
laticiferos estdo distribuidos por todo tecido analisado, localizados proximos a epiderme
adaxial e abaxial e associados ao feixe vascular (Fig.9, D-H). SeccBes longitudinais do
peciolo revelaram que os laticiferos sdo células Unicas, alongadas, com um a dois nucleos,
anastomosados, sendo articulados (Fig. 9, I-K).

Dados histoquimicos realizados mostram que o conteldo citoplasmatico dessas
estruturas secretoras possui caracteristica coloidal, contendo substancias lipidicas
evidenciadas pelo reagente Sudan IV e presenca de alcaloides revelados pelo reagente de
Dragendorff (Fig. 8, | e M-S).
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3.2.3 Coléteres

Tabernaemontana laeta possui coléteres intrapeciolares, dispostos na face adaxial do
peciolo junto a insercdo com o caule (Fig. 10, A-l1). Ao destacar o peciolo do caule, foi
possivel perceber que algumas dessas estruturas secretoras se destacam do peciolo,
permanecendo fixadas ao caule em nds mais antigos, enquanto em folhas mais jovens, 0s
coléteres permanecem fixados ao peciolo (Fig.10, A-l).

Os coléteres de T. laeta apresentaram mudanca de coloragdo de acordo com a
expansdo nodal estabelecida neste trabalho. Coléteres de primeiro nd apresentam-se
esbranquicados a esverdeados, com presenca visivel de exsudato (Fig.10, A-C). Coléteres de
segundo nd apresentam semelhancas, com o apice acastanhado, parte intermediéria e base
esverdeada (Fig.10, D-E).

A partir do terceiro no, é possivel identificar mudancas morfolégicas por quase toda a
estrutura, indo de esbranquicado a castanho, havendo apenas alguns coléteres com base
esverdeada (Fig.10, F). No quarto n6, € visivel a total mudanca morfoldgica aparente quando
comparado ao primeiro nd. O exsudato que recobre os coléteres também sofreu alteracdo na
coloracdo (Fig.10, G). No quinto no, os coléteres ja se apresentam encarquilhados, mas fixos
a base peciolar e ndo mais cobertos por exsudatos (Fig.10, I).

Os coléteres estdo dispersos, a partir da epiderme peciolar, em duas posic6es distintas,
sendo encontrados ligados as projecOes laterais peciolares com apice direcionado a regido
intrapeciolar, como também sendo projetados a partir da epiderme em posi¢do intrapeciolar
(Fig.11, D). Em seccdes longitudinais, os coléteres mostram-se conicos ou deltoides. Os
coléteres conicos de T. laeta sdo caracterizados por terem a base ampla e afilamento no apice,
com pedunculo, os coléteres deltoides sdo triangulares, de base e apices com pouca diferenca
de afilamentos (Fig.11, A-C e E).

Os coléteres sdao compostos por eixo central de células parenquimaticas alongadas
axialmente, circundadas por estrato epidérmico secretor, unisseriado dispostos em palicada
revestida por uma camada cuticular espessada (Fig.11, B-C e E). A presenca de laticiferos foi
observada entre as células parenquimaticas dos coléteres evidenciadas por reagente de
Dragendorff, Safranina, Sudan 1V e azul de Toluidina (Fig.12, B, I, K-L e N).

As células epiteliais secretoras possuem paredes finas, nucleo evidente e citoplasma

denso (Fig.12, F). O pedunculo do coléter é composto por células parenquimaticas alongadas
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formando a base dos coléteres e unem o epitélio secretor & epiderme peciolar, composto por
duas a trés camadas de células (Fig.11, C).

De acordo com a evolucdo nodal, é perceptivel a desorganizacao celular que se inicia
do apice do coléter em direcdo a base. Os coléteres do primeiro e segundo nés mostram-se
targidos, com células organizadas e intactas (Fig.11, A-C). Coléteres do terceiro nd
apresentam o 4pice com a organizacao celular comprometida, células do eixo central com
formato indefinido e epitélio inturgescente (Fig.11, D-E). No quarto e quinto nds, a
progressdo do padrdo de desorganizacdo € notadamente visivel do apice a base (Fig.11, F-I),
sugerindo assim a senescéncia da estrutura.

O azul de Toluidina apresentou reacdo metacromatica devido a variagbes em contetido
citoplasmatico das células vistas em cortes realizados nos coléteres, havendo maior expressdo
nos nés considerados mais externos, das regides senescentes (Fig.11, D-E e G-H). Os testes
com vermelho de Ruténio confirmaram a origem mucilaginosa dos compostos quimicos
liberados por essa estrutura secretora (Fig.11, A-C e F e I). O reagente de Dragendorff revelou
presenca de alcaloides nas células secretoras e nos laticiferos presentes nos coléteres (Fig. 10
A-D).

As paredes das células do epitélio secretor e do eixo central foram evidenciadas por
Safranina, indicando a presenca de lignina na composigédo da parede celular (Fig. 10, E-J). O
reagente Sudan IV revelou a presenca de cuticula nos coléteres de 4° e 5° nds e nos laticiferos
em secc¢do transversal (Fig. 12, K-L) e longitudinal (Fig. 12, M). Em secc¢do transversal, o
reagente azul de Toluidina evidenciou a presenca de laticiferos no coléter de T. laeta (Fig. 12,
N).

Os demais reagentes ndo apresentaram marcacdo demonstrando reacdo negativa. Em
sintese, a tabela que se segue exibe a presenca dos compostos quimicos evidenciados pelos

testes histoquimicos nos tecidos estudados (Tabela 2).
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Tabela 2: Resultado dos testes histoquimicos realizados na lamina foliar, peciolo e coléteres
peciolares de Tabernaemontana laeta. Reagdo positiva (+); reacdo negativa (-); reacdo inespecifica

(RI).
Reagente Composto quimico Latex Lamina Peciolo  Coléter
g de afinidade foliar
Azul de alcassino mucl\:ugllilsagaecgsriijeos - - - -
(Pearse, 1980) P 4cidos
Azul brilhante de Comassie Proteinas ) ) } ;
(Fischer, 1968)
Azul de toluidina Compostos 4cidos /
(Feder & O’Brien, 1968) bésicos Rl Rl Rl Rl
Cloreto férrico Compostos } i} - -
(Johansen, 1940) fendlicos
Dicromato de potassio Fenéi
(Gabe, 1968) enois ) ) ) )
Dragendorff Alcaloid .
(Svendsen e Verpoorte, 1983) caloides gerais * " * ¥
Lugol .
(Jensen, 1940) Amido ) ] ) ¥
Reagente de Nadi Oleos essenciais e i i i )
(David & Carde, 1964) &cidos resinicos
Sudan IV Linid
(Pearse, 1980) Ipideos * * ¥ ¥
Vanilina cloridrica
(Mace & Howell, 1974; Taninos - - - -
Gardner, 175)
Vermelho de Ruténio Mucilagens e +

(Gregory & Baas, 1989)

mucopolissacarideos
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Figura 5: Caracteristicas morfoldgicas das estruturas secretoras presentes nos 6rgdos aéreos
de Tabernaemonta laeta. A — Presenca de latex (seta) no caule de T. laeta. B — Regido nodal
apresentando latex na regido peciolar. C — latex ap0s retirada de peciolo. (Acervo pessoal).
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Figura 6: Vista da superficie foliar de Tabernaemontana laeta Mart. (Apocynaceae).
Microscopia eletronica de Varredura (A, B, C, D e E). A — Presenca dos estdmatos na face
adaxial (asterisco) e fina camada de cera (letra c). B - Estdmatos paraciticos presentes na face
abaxial (asterisco) e micro-organismos (Mo); C - Estdmatos circundados por ornamentacdes
(>>); D - Estdmatos na face abaxial do apice foliar com ondulagdes epidérmicas (*); E —
Detalhe dos estbmatos com ornamentacdo epidérmica (>>); Microscopia éptica (F-H). F —
Epiderme adaxial com destaque para os estdmatos paraciticos (asterisco) e parede periclinal
levemente sinuosidade da (>). G e H: Detalhe dos estdmatos paraciticos e sinuosidade da
parede periclinal da face abaxial. Imagens F-H foram coradas em Sudam 1V. Barras: A eB e
E-G, 50 um; C e D, 20 um; H, 100 pm.
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Figura 7: Microscopia éptica. Secgdes transversais da folha de Tabernaemontana laeta. A-E
— Terco mediano. A - controle, mesofilo dorsiventral, epiderme unisseriada (Ep), destaques
para parénquima palicadico (Pp) e parénquima lacunoso (Pl). B - Destaque para cuticulas que
recobrem a epiderme abaxial e adaxial e laticifero na area central do terco mediano, corados
por Sudam IV. C — Destaque para cuticula espessa (c) recobrindo a epiderme unisseriada e
goticulas de lipideos evidenciadas nas células do mesofilo (>). D — Epiderme armazenando
latex evidenciado por reagente Dragendorff e destaque para laticiferos (seta). E - Destaque
para extravasamento do latex na epiderme adaxial e do laticifero evidenciados por
Dragendorff. F-J — Nervura central mediana da folha. . F - possivel verificar o parénquima
palicadico continuo (Pp), camada espessada de colénquima (Co) e feixe vascular bicolateral
(FV). G — Destaque para o colémquima (Co), epiderme unisseriada (Ep), cuticula espessada
evidenciada por Sudam IV. H — marcacdo com Sudam IV, evidenciando laticiferos (seta)
proximos ao floema (FI) e dispersos pelo cértex parenquimatico (Cx). Presenca de secrecdo
(s) no xilema. (Xi). I — Xilema contendo latex (s). J — Nervura central mediana corada com
reagente Dragendorff evidenciando laticiferos (seta) proximos ao floema (FI) e dispersos pelo
cortex parenquimatico (Cx) contendo secrecdo (s) no xilema, (Xi). Barras: A-D, G: 50 um; E,
H-J: 50 pm, F: 150 pm .
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Figura 8: Seccbes transversais e longitudinais do peciolo de T. laeta. A-P - Seccdes
transversais. R-T — Secc¢des longitudinais. A-D e H-S — Histoquimica. E-G — Natureza dos
cristais em microscopia 6ptica sob luz polarizada. A-B — Peciolo controle, apresentando
camada espessa de colénquima na face adaxial (Co), parénquima palicadico continuo (Pp),
idioblastos cristaliferos por todo o cortex (1d), feixe vascular bicolateral (FV) com laticiferos
circundando o floema (seta branca). C-D — Seccéo transversal corada com azul de Toluidina
evidenciando o colénquima adaxial e abaxial (Co), xilema (Xi) e floema (FI) circundado por
laticiferos (seta branca). E — Destaque para idioblastos cristaliferos (Id) préximos ao xilema.
F-G — Auséncia de idioblastos cristaliferos apds tratamento com &cido cloridrico. H-N —
Reacdo positiva ao realente Dragendorff. H-1 — Laticiferos (seta) dispostos pelo cortex (Cx) e
circundando o floema (FI) foram evidenciados. J — Xilema (Xi) apresentando secrec¢do (s). K
— Parénquima do xilema (Pxi) apresentando secre¢do (s). M — Aba peciolar apresentando
laticiferos (seta) e coléteres. N — Presenca de secrecdo (s) proximo aos coléteres. O-T —
Reacdo positiva evidenciada por Sudam IV. O-P — laticiferos evidenciados por todo o cortex
peciolar. Q — Detalhe de laticiferos em bifurcado em “Y”no cortex peciolar. R — Laticiferos
(seta) circundando o floema (FI). S-T — seccGes longitudinais. S — Detalhe do laticifero (Lt) e
sua bifurcacdo. T — Detalhe do latex granuloso (Lt). Barras: A-H, M, O-Q: 100um; I, N, R:
50pum; J-K: 25um.
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Figura 9: Microscopia Optica. Seccdes transversais da folha de Tabernaemontana. laeta. A-
C. Diafanizagdo do terco mediano corado em Sudan IV. D-L — Imagens do ter¢co mediano,
apice e peciolo. A — Idioblastos cristaliferos e laticiferos (seta). B- Refracdo da luz polarizada
incidente sobre os cristais. C — Detalhe dos laticiferos (seta). E-G — Ter¢o mediano foliar
apresentando epiderme unisseriada (Ep), anfiestomatica (Es= estdmatos), mesofilo
dorsiventral com parénquima pali¢adico (Pp), parénquima lacunoso (PI) e laticiferos dispersos
pelo mesofilo (seta). E — Detalhe do feixe vascular (FV) circundado por bainha
parenquimatica. F — Detalhe dos calibres distintos dos laticiferos no mesofilo. G — detalhe da
secrecdo evidenciadas por azul de toluidina em alguns laticiferos. H — Apice foliar
apresentando parénquima palicadico (Pp) reduzido, parénquima lacunoso (Pl) justaposto e
epiderme papilhosa na face abaxial. 1-L — Seccdo transversal do peciolo. | — Presenca de
coléteres na face adaxial do peciolo. J-K — Presencga abundante de laticiferos (seta) no peciolo.
L — destaque para laticiferos (seta) binucleado e citoplasma denso. Barras: A-C, E, G, I: 100
pm; D, H, J-L: 50 pm.
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Figura 10: Morfologia dos coléteres intrapeciolares de T. laeta. A — Regido nodal com
secrecdo evidente (seta). B — Coléteres em primeiro né com coloracdo esverdeada. C —
Coléteres de segundo né apresentando-se semelhantes ao primeiro n6. D-E — Coléteres de
terceiro né com apice acastanhado. F-G — Coléteres de quarto né com senescéncia avancada.
H-1 — Coléteres de quinto nd totalmente inturgescentes. H— Detalhe dos coléteres que se
desprendem do peciolo e ficam no caule. Também é possivel ver extravasamento de latex.
Barras: A, D, F-1: 2,0 cm; B: 0,5cm; C: 1,0 cm; E: 1,5 cm.
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Figura 11: Micrografias dos coléteres intrapeciolares de T. laeta. A-C, F e | — Coloracdo com
vermelho de Ruténio. D-E, G e H — Coloracdo com azul de Toluidina. A — Coléteres (estrela)
em primeiro nd, apresentando bifurcacdo na epiderme (). B — Coléteres em segundo no,
compostos por células epidérmicas em palicada (Ep) e eixo central parenquimatoso (EC). C —
Destaque para coléter do segundo né contendo constri¢cdo na base. D — Coléteres em terceiro
nd apresentando posi¢Oes gravitropica positiva e gravitropica negativa. E — Detalhe do coléter
em terceiro né apresentando desorganizacdo apical das células epidérmicas e do eixo central.
F-G — Coléter em quarto n6 com desorganizacao total das estruturas celulares. Presenca de
secrecdo em torno do coléter. H-1 — Coléteres em quinto no totalmente desorganizados.
Barras: A,G: 100 pum; B-F, I: 50 pm.
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Figura 12: Coléteres intrapeciolares de T. laeta. A-D — Revelado por reagente de
Dragendorff. E-J — Revelado por reagente safranina. K-M: Revelado por reagente Sudam IV.
N — Revelado por azul de toluidina. A — Coléter (estrela) em primeiro né evidenciando
alcaloides nas células epiteliais em palicada (P.p) e no eixo central (EC). B — Coléteres em
segundo ndé com marcagdo para alcaloides no eixo central. C — Coléteres no quarto né6 com
desorganizacdo celular e presenca de alcaloides na secrecdo. D — Coléter em quinto né com
alcaloides evidenciados e desorganizacdo celular. E- Coléter em terceiro n6 evidenciado por
safranina. Repare a secrec¢do no entorno dos coléteres. F — Detalhe da epiderme em palicada
(P.p) do coléter apresentando citoplasma denso. G — Coléter em seccdo transversal
apresentando desorganizacdo na epiderme em palicada (P.p) em desorganizacéo e(eixo central
(EC) organizado com presenca de laticiferos dispostos em rede (>). H — Imagem abrangendo
varios coléteres em terceiro n. | — Coléter em quarto n6 evidenciando laticiferos (>) em vista
transversal. J — Coléteres em quinto nd. K — Evidenciacdo da cuticula que recobre as células
da epiderme em palicada (seta) em coléter de terceiro nd. L — Destaque para os laticiferos, em
corte transversal, no eixo central parenquimatico dos coléteres (<). M Cuticula evidenciada
em coléter de quarto n6. N. Corte longitudinal da base de coléter de terceiro n6 evidenciando
laticiferos. Barras: A,E, H, M-N: 100 um; B-D, G, I, K e L: 50 pm.
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3.3 DISCUSSAO

O presente trabalho apresenta a anatdmica da folha de T. laeta e elucida as estruturas
secretoras que a compdem. A partir de analises com microscopia éptica e eletronica de
varredura foi possivel identificar trés estruturas secretoras, idioblastos cristaliferos, laticiferos
e coléteres. Este € o primeiro trabalho de cunho descritivo da anatomia foliar para a espécie.

T. laeta possui caracteristicas classicas descritas para as espécies da familia
Apocynaceae. De acordo com as caracteristicas externas ao mesofilo, € comum nas espécies
da familia Apocynaceae a presenca de cuticula estriada (Appezzato-da-Gloria, 1993). T. laeta
possui fina camada de cera e cuticula espessada recobrindo as células epidérmicas, o que
confere protecdo a planta, reduzindo a perda de agua por evapotranspiracdo devido a
incidéncia de luz solar (Silva, 2015). As estrias cuticulares, comuns em espécies de
Apocynaceae e em T. laeta estdo localizadas apenas nas células estométicas presentes em
ambas as faces, estando associada a protecdo a alta luminosidade, a medida que diminuem a
perda de agua durante o processo de transpiracdo (Evert, 2013).

No que se refere a presenca de estdbmatos, T. laeta é classificada como anfiestomatica,
com maior quantidade de estbmatos na face abaxial, atributo também encontrado em T.
catharinensis (Guidaut et al., 2015) e T. divaricata R.Br. ex Roem. & Schult. (Dhivya et al.,
2013). Folhas hipoestomaticas implicam numa maior absor¢do de gas carbdnico atingindo
niveis elevados de fotossintese, devido quantidade de estbmatos presentes nas folhas.
Conforme ocorre aumento na absor¢do de gas carbdnico, maior é a perda de gua. (Larrosa &
Duarte, 2005). Entretanto, o investimento fenotipico em maior quantidade de estdmatos na
face abaxial indica um mecanismo de protecdo contra a perda de agua no processo de
transpiracdo devido a alta exposicdo luminosa na qual a face adaxial estd exposta (Espindola
Junior et al., 2009).

Quanto ao tipo estomatico, predominantemente Apocynaceae € caracterizada por
estdbmatos anomociticos e paraciticos, geralmente & face adaxial (Metcalfe & Chalk, 1950).
Entretanto, ha espécies que fogem a esse padrdo, como a Himathantus lancifolius (Mull. Arg.)
Woodson, que possui estbmatos anisociticos (Baratto et al.,, 2009). No género
Tabernaemontana, as espécies podem apresentar até dois tipos de estdmatos
simultaneamente, como é o caso da T. pachysiphon Stapf, com estdmatos tetraciticos e
paraciticos (Obembe, 2015). Na espécie T. laeta, os estbmatos sdo anomociticos e paraciticos,
assim como T. catharinensis (Guidoti et al., 2015), T. divaricata R. Br. ex Roem. & Schult.
(Dhivya et al., 2013), T. eglandulosa Stapf. e T. penduliflora Kunth (Nyaweame e Gill, 1991),
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podendo ser considerados com caracteristicos do género Tabernaemontana. Os estdmatos
possuem importante valor taxondémico na delimitacdo de diferentes espécies para o género
(Obembe, 2015).

Analises morfoanatdmicas nao revelaram tricomas ou emergéncias em T. laeta,
também relatado para as espécies T. catharinensis (Guidoti et al., 2015), T. solanifolia (Melo,
2012) e T. divaricata R.Br. ex Roem. & Schult. (Amulya et al., 2015). Segundo Santos et al.
(2009), a auséncia de tricomas nas folhas de espécies da familia Apocynaceae ndo é um
atributo de valor taxondmico, uma vez que a presenca de tricomas € uma caracteristica
comum a algumas espécies da familia, como Catharanthus roseus L. (Santos et al., 2009) e
Amsonia tabernaemontana Walter. (Mayberry, 1937).

Tabernaemontana laeta possui mesofilo dorsiventral, caracteristico da familia,
também identificado em T. solanifolia (Melo, 2012), T. catharinensis (Guidoti et al., 2015),
Himatanthus sucuuba (Spruce) Woodson (Larrosa et al., 2004), Forsteronia glabrescens
Mill.Arg. e F. thyrsoidea (Vell.) Mill. Arg. (Metcalfe & Chalk, 1950; Rios et al., 2005).

Assim como no parénquima de T. catharinensis (Guidauti et al., 2015), foi possivel
encontrar no parénquima lacunoso a presenca de drusas de oxalato de calcio também presente
na nervura central, apice e no peciolo de T. laeta. Segundo Navarro et al. (2007), o
armazenamento de oxalato de calcio nos tecidos vegetais podem estar relacionados a funcao
de protecdo contra herbivoria, balango idnico e suporte estrutural.

Os laticiferos sdo estruturas secretoras internas ao tecido vegetal com funcéo ecoldgica
ainda ndo muito clara (Evert, 2013). A funcdo dessa estrutura secretora é bastante complexa,
incluindo acimulo de amiloplastos como reserva de alimento,como mecanismo de
cicatrizacdo de ferimentos nos tecidos vegetais, producdo de borracha como resposta a
fotossintatos em excesso e utilizacdo da borracha como dreno de dioxido de carbono (Evert,
2013). Dentre essas func¢des, Da Cunha et al. (1998) sugeriram que latex possui a funcdo de
sequestro de metabdlitos secundarios toxicos que podem agir protegendo a planta contra
herbivoria. Em T. laeta foi possivel encontrar laticiferos no mesofilo da lamina foliar, junto
ao feixe vascular e proximos a epiderme, além da presenca, na nervura central da folha e do
peciolo.

De modo geral, os laticiferos em Apocynaceae sdo considerados laticiferos néo
articulados anastomosados e de crescimento intrusivo, se estendendo por entre 0s espagos
celulares dos tecidos adjacentes (Metcalfe, 1967; Evert, 2013). Em T. laeta, os laticiferos ndo
apresentam tracos de articulagdes, entretanto, Demarco & Castro (2008) relataram que a

dissolugéo das paredes celulares dos laticiferos ocorre num processo muito rapido acarretando
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em algumas incertezas na descri¢do, havendo assim muita discordancia quanto a articulagéo
dessas estruturas.

Estudos realizados por Canaveze e Machado (2015) relataram a ocorréncia de
laticiferos articulados, anastomosados e ndo anastomosados, com crescimento intrusivo e,
além de possivel presenca de laticiferos ndo articulados ramificados em T. catharinensis. De
acordo as analises realizadas neste trabalho, entendemos que os laticiferos presentes nas
folhas de T. laeta séo laticiferos articulados anastomosados ramificados, uma vez que a
presenca de células multinucleadas é resultante do constante acréscimo de células mescladas
aos laticiferos como descrito para Allamanda blanchetii A. DC. (Gama et al., 2017).

Os laticiferos secretam seu proprio protoplasto enquanto sequestram os metabolitos
secundarios produzidos pelos tecidos vegetais (Evert, 2013). As andlises histoquimicas
evidenciam que a secrecdo do latex de T. laeta é majoritariamente composta por lipidios e
alcaloides, estes Ultimos sdo considerados marcadores quimicos para o género (Figueiredo et
al. 2010). Além de possuirem em comum a presenca dos laticiferos, a nervura central e o
peciolo possuem caracteristicas comuns na disposicdo das células do cortex, presenca de
laticiferos e cristais de oxalato de célcio, presenca de células colenquimatosas que atribuem
sustentacdo ao tecido e a disposigédo dos feixes vasculares. Tanto na nervura central quanto no
peciolo de T. laeta, o feixe vascular é bicolateral, 0 que também ocorre para as espécies T.
catharinensis (Guidoti et al, 2015), Himatanthus sucuuba (Spruce ex Mull. Arg.) Woodson,
Forsteronia glabrescens Mill.Arg. e F. thyrsoidea (Vell.) Mull.Arg. (Larrosa et al., 2004;
Rios et al., 2005) e Amsonia tabernaemontana (Mayberry, 1937). Essa disposi¢cdo floemética
é uma adaptacao tipica da familia Apocynaceae (Metcalfe & Chalk, 1950). Haberlandt (1928)
aponta que devido a uma demanda fisioldgica, os feixes vasculares passaram por processo de
duplicacdo de modo a aumentar a area do sistema de conducéo.

Outra caracteristica que o peciolo e a nervura central compartilham é a presenca de
latex no xilema. Originalmente o xilema é descrito como feixe vascular condutor de agua e
sais minerais. Entretanto, Dickison (2000) relata que o xilema pode atuar como reservatorio
de armazenamento de produtos excedentes resultantes do metabolismo da planta. O xilema é
alvo de patdgenos especificos como fungos e bactérias. Ainda que pobre de nutrientes, o que
diferencia a entrada de patdgenos no xilema e ndo no floema é o fato do xilema ser composto
por elementos traqueais mortos com pressdo osmotica relativamente baixa quando comparada
a pressao osmdtica do floema (Yadetha & Thomma, 2013). A presenga de latex no xilema
pode estar relacionada a algum mecanismo de defesa conta patdgenos colonizadores do

xilema.
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Além de estrutura secretora interna, o peciolo de T. laeta também possui coléteres, que
sdo estruturas secretoras externas. Coléteres sdo estruturas comuns em espécies de
Apocynaceae (Rio et al., 2002), entretanto, Canaveze & Machado (2015) destacam que a
estrutura e a organizacdo podem variar entre as espécies. Ao contrapor os dados de T.
catharinensis e T. laeta, foi possivel identificar atributos anatémicos semelhantes quanto aos
tipos de coléter, destacando-se coléteres do tipo padrdo predominantes na familia, presenca de
coléteres deltoides bifurcados para ambas as espécies, padrdo do pedunculo e
presenca/auséncia de constricdo na base (Thomas, 1991; Simdes et al., 2006; Canaveze &
Machado, 2015). Coléteres bifurcados ja foram relatados para as espécies da familia, p.ex.
Mandevilla pycnantha (Steud.) Woodson e Mandevilla tenuifolia (J. C. Mikan) Woodson
(Canaveze & Machado, 2015).

Atributos considerados fatores de valor taxonémico como a ocorréncia e 0 nUmero em
que os coléteres se apresentam em um determinado género, ja foram referenciados como
caracter taxondmico relevante para espécies de Apocynaceae, entretanto Sdo necessarios
estudos quantitativos capazes de verificar se ha relevancia desse atributo para a taxonomia da
familia (Demarco, 2005; Marasca, 2008). Entretanto, a presenca de mucilagens como
componente majoritario € comum em coléteres de Apocynaceae, descrito para varias espécies,
como Prestonia coalita (Vell.) Woodson. (Rio et al., 2002), Himatanthus obovatus (Mll.
Arg.) Woodson., T.solanifolia (Leite, 2018). A composi¢do quimica dos coléteres de T.
solanifolia e T. laeta se difere, por exemplo, como sendo majoritaria a presenca de alcaloides
nos coléteres de T. laeta, enquanto T. solanifolia e T. catharinensis possuem presenca
majoritaria caracterizada por mucilagens (Canaveze & Machado, 2015). Dessa forma, os
coléteres de T. laeta destoam-se dos coléteres ja relatados para espécies do género por
possuirem alcaloides em seu exsudato, fator que ainda ndo foi relatada até 0 momento para
espeécies desse género.

O tipo de secre¢do dos coléteres esta associado a funcdo que desempenham para o
desenvolvimento dos d6rgdos aéreos. Na literatura, encontram-se dados que apontam para o
papel protetor contra herbivoros e patdgenos, agindo também como revestimento resinoso de
tecidos que pode ajudar a reduzir a perda de agua por transpiracdo cuticular em regides
tropicais, a lubrificacdo das gemas e protecdo contra micro-organismos (Thomas, 1991;
Appezzato-da-Gloria & Estelita, 2000). Entretanto, devido a variacdo dos compostos
quimicos secretados, essas funcBes podem ser mais amplas. As espécies H. obovatus e P.

rigida parecem desenvolver associagbes com formigas, podendo ser mutualistica, uma vez
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que o exsudato dos coléteres dessas estruturas possuem acgucares redutores, mas em
quantidade ainda inferior para serem descritos como nectarios (Leite, 2018).

Os coléteres de T. laeta possuem marcacao para alcaloides como em Palicourea rigida
Kunth., espécie da familia Rubiaceae (Leite, 2012) e nos coléteres estipulares e de bracteas de
Coffea arabica (Meyer et al., 2013). A funcéo ecoldgica dos alcaloides ainda ndo esta bem
elucidada, sendo geralmente relacionados a protecdo contra insetos e herbivoros (Herdt &
Melo Junior, 2007). Entretanto, Meyer et al. (2013) argumentam que em Coffea arabica, 0s
exsudatos dos coléteres contendo alcaloides estariam ligados a protecdo contra desidratacao
dos botdes florais maduros no periodo de dorméncia que coincide com o periodo de estacéo
seca.

A identificacdo de laticiferos nos coléteres em T. laeta € uma caracterizagdo nova para
a espécie do género, nunca tendo sido descrita anteriormente. A presenca de laticiferos em
coléteres de espécies da familia Apocynaceae ja foi descrita para Allamanda blanchetii (Gama
et al., 2017). A disposicéo dos laticiferos nos coléteres pode estar relacionada com o fato
destes se distribuirem pelo corpo da planta formando uma complexa rede de tubos nos tecido
vegetais (Gama et al., 2017). A secrecdo dos alcaloides, majoritariamente presente nos

laticiferos, justifica a presenca dos alcaloides nas secre¢des doas coléteres.
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3.4 CONCLUSAO

A lamina foliar de T. laeta possui caracteristicas anatbmicas comuns as espécies
pertencentes ao género Tabernaemontana. Na folha, foram identificados laticiferos
anastomosados ndo articulados ramificados, com células em formato de Y, com latex
composto principalmente por alcaloides e lipidios. De igual modo, os alcaloides também estéo
presentes nos coléteres intrapeciolares de T. laeta e em suas secrecfes. Os alcaloides
indolicos estdo presentes em todas as espécies do género Tabernaemontana, o que ressalta seu
papel como marcadores quimiotaxondmicos, presente em espécies do género. Em T. laeta,
essa classe quimica de metabdlito secundério foi identificada nas estruturas secretoras
presentes nas folhas e possivelmente estdo relacionadas a protecdo contra herbivoria e

patdgenos.
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CAPITULO 2. Fitoquimica e atividade antifiingica de extrato das folhas
de Tabernaemontana laeta Mart. (Apocynaceae)

3.5 MATERIAIS E METODOS

Para as analises fitoquimicas, folhas foram coletadas de dois individuos aleatorios de
Tabernaemontana laeta, localizados nas proximidades do Macico do Itaoca, na cidade de
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, no més de fevereiro de 2017. Os individuos
coletados para as andlises fitoquimicas sdo os mesmos individuos utilizados para anélises
anatoémicas neste trabalho.

As andlises das atividades antifungicas foram realizadas com as leveduras Candida
tropicalis (CE017) obtidas no Departamento de Biologia da Universidade Federal do Cear3,
em Fortaleza, Cear4, Brasil e a levedura Candida buinensis (3982), obtida na Micoteca URM
da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil. As leveduras foram
mantidas em &gar Sabouraud (1% peptona, 2% glicose e 1,7% Agar-agar) (Merck) no
Laboratdrio de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos, do Centro de Biociéncia e
Biotecnologia, UENF, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

3.5.1 Analises Fitoquimicas

Preparacao e obtengdo dos extratos

As folhas foram secas em estufa de secagem com circulagdo de ar a temperatura de 65
°C por trés dias. Em seguida, o material foi moido em moinho de facas com peneira de
porosidade 5 mm e armazenadas em sacos plasticos e pesadas em balanca semianalitica, onde
detectou-se o peso de 2,487 kg de material. Em seguida, os extratos foliares foram submetidos
a infusdo em metanol Merk® P.A. para extracdo a frio. A solucdo de extracdo metanolica foi
submetida a rota-evaporacédo a 45 °C para separacdo do solvente e do extrato. O extrato livre
de solvente foi submetido & extracdo de alcaloides &cido/base na proporg¢édo de 1:1 (Harborne,
1984), realizada a partir de solucdo aquosa de acido fosforico 4% v/v para a realizacdo de trés
extracOes sucessivas. Em seguida, o extrato foi submetido a basificacdo com solucdo de
hidroxido de sodio 10% v/v, e pH controlado a 7,2.

Apos basificacdo, o extrato livre foi submetido a nova extracdo utilizando

diclorometano (CH.Cl;) Synt ® P.A. em rota-evaporador a temperatura de 45 °C para
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separagdo. O extrato bruto final foi entdo utilizado para anélises cromatograficas e atividade
bioldgica (Figura 13).

Folhas secase Extracio Extracio dcida
moidas o
. metandlica com HSF'.:M a4
(2,487 Kg) Vi

Extrato bruto ) . _
resulianie Extraciocom Basificacio com

Ivente CH2CI2 NH4OH
(0,7926 Kg) solvente

Figura 13: Fluxograma de obtencdo de extrato foliar de Tabernaemontana laeta em sistema &cido/base
especifico para alcaloides.

Fracionamento do extrato em diclorometano (EDC) e purificacdo dos alcaloides

Para a confirmacdo da presenca de alcaloides no extrato bruto em diclorometano, uma
pequena quantidade de extrato foi submetida a Cromatografia em Camada Delgada
Preparativa (CCDP) adicionada em cromatofolhas de silica em gel e posterior evidenciagdo
dos alcaloides utilizando os reagentes cromogénicos H,SO, conc./Vanilina e Reagente
Dragendorff, ambos seguidos de aquecimento, confirmando a presenca de alcaloides na
coloracdo résea para Vanilina e laranja-avermelhado para Dragendorff.

O fracionamento do extrato bruto foi realizado a partir de técnicas em Cromatografia
em Coluna a pressdo normal e CCDP para identificacdo de presenca ou auséncia de alcaloides
revelados pelos corantes ja& mencionados. Nas colunas cromatogréaficas foram utilizadas silica
gel 60 G (0,063-0,200 mm) e cromatofolhas de silica gel 60 GF254.

Em relacdo a evidenciacdo dos alcaloides, foi utilizada a cdmara escura de irradiacao
UV Spencer® com luz na regido ultravioleta em comprimento de onda 254 e 365 nm, tanto na
fase inicial de confirmagdo dos alcaloides no extrato bruto em CCDP, quanto nos
fracionamentos realizados na Cromatografia em Coluna a pressao normal.

A Cromatografia em Coluna resultou em 158 amostras contendo alcaloides testados
para os cromogénicos: Dragendorff e H,SO,4 conc./Vanilina. As fragbes que apresentaram
perfis semelhantes na Cromatografia em Camada Delgada foram reunidas nos seguintes
grupos que englobam as fragfes: 1-19, 20-26, 27-56, 57-61, 62-69, 70-71, 72-78, 79-89, 90-
116, 117-137, 138-149, 150-155 e 156-158.
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A fracdo 27-56 apresentou precipitacdo de substancia cristalifera esbranquicada, sendo
entdo denominada como fracdo de interesse TLR103. A partir da selecdo da fracdo, anélises
estruturais para elucidacdo da estrutura quimica e de atividade antifingica foram

desenvolvidas, utilizando tanto o extrato bruto, quanto a substancia isolada.

Anélise da fracdo TLR103

As substancias precipitadas foram submetidas a CCDP para evidenciacdo pelos
reagentes cromogénicos H,SO, conc./Vanilina e Reagente Draggendorf para confirmar
presenca de alcaloides livre de arraste, e posteriormente, seguidas para analises
espectrométricas realizadas no espectrometro de Ressondncia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN 1H) e Carbono-13 (RMN 13C) realizado no Espectrémetro Briker® (500
MHz para 1H e 125 MHz para 13C) para elucidacao das estruturas quimicas.

3.5.2 Atividade Antifungica

Preparacao de amostra

Para a amostra foram solubilizados 2,0 mg de extrato bruto em diclorometano das
folhas de T. laeta solubilizados em DMSO 20%, com volume final ajustado para 1,0 mL
com &gua ultra pura, em seguida o extrato bruto foi filtrado e utilizado no ensaio de inibicédo

do crescimento.

Ensaio de inibicdo do crescimento a partir do extrato bruto e do alcaloide isovoacangina

Para a realizacdo do ensaio de inibicdo de crescimento, foram obtidos in6culos das
células em estoque C. buinensis e C. tropicalis. Os inoculos foram transferidos para placas de
Petri contendo agar Sabouraud para crescimento a temperatura de 30°C por 24 h. Ap0s este
tempo, todas as aliquotas contendo as células foi adicionada 10,0 mL de meio de cultura
estéril (caldo Sabouraud, 1% de peptona, 2% de glucose, Merck). As células foram
guantificadas em uma camara de Neubauer (Optik Labor) com o auxilio de um microscépio
Optico (Axiovision 4, Zeiss).

Inicialmente, as leveduras C. buinensis e C. tropicalis (1 x 104 células.mL-1) foram
incubadas em caldo Sabouraud contendo 200 pg.mL™ de extrato bruto em diclorometano,
com o volume final ajustado para 200 pL. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pogos
(Nunc) a temperatura de 30 °C durante 24 h para andlise de inibicdo de crescimento das

células, seguidas de leituras dpticas a 620 nm. Celulas de controle foram cultivadas na
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auséncia de extrato bruto. Todo o procedimento foi realizado sob condi¢cfes assépticas, de
acordo com um método adaptado de Broekaert et al. (1990). Os experimentos foram
realizados em triplicata. As células de levedura também foram testadas para a substancia

isolada seguindo a mesma metodologia.

Anélise estatistica

O ensaio de inibicdo do crescimento foi avaliado utilizando uma ANOVA de fator um.
As diferencas médias em p <0,05 foram consideradas significativas. Todas as andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o software Graph Pad Prism (versdo 6.0 para
Windows).

Analise de viabilidade celular

Para analisar o efeito alcaloide inddlico isolado sobre a viabilidade celular de leveduras
do género Candida, foi feito o mesmo procedimento descrito no item acima. As células
controle (sem isovoacangina) foram lavadas e diluidas 1.000 vezes. Uma aliquota de 100 pL
da diluicéo foi espalhada com uma al¢a de Drigalski sobre a superficie de uma placa de Petri
contendo &gar Sabouraud e cultivadas a temperatura de 30°C durante 48h. No final deste
periodo as unidades formadoras de coldnias foram determinadas para cada espécie, e as placas
de Petri foram fotografadas (Vermelho et al., 2006). O mesmo procedimento foi repetido com
as leveduras tratadas com a isovoacangina. Os experimentos foram realizados em triplicata, e

0s resultados sdo mostrados assumindo que o controle representa 100% de viabilidade celular.

Efeito do isolado sobre a permeabilizacdo de membranas de leveduras

As células das leveduras C. buinensis e C. tropicalis (1x10* cel.mL™) foram incubadas
em caldo Sabouraud contendo 200 pg.mL™ da substancia isolada, tendo o volume final de
ensaio ajustado para 200 pL. O ensaio foi realizado em placas de cultura de células (96 pocos)
a 30°C por um periodo de 24 h.

A permeabilizacdo da membrana das células das leveduras tratadas com da substancia
isolada foi avaliada através da utilizacdo do corante fluorescente Sytox Green, segundo
metodologia descrita por Thevissen et al. (1999). Imediatamente apds as 24h de incubacao
com a substancia isolada, aliquotas de 96 puL foram incubadas ao abrigo da luz e sob agitacéo
constante de 500 rpm por 15 min com o corante fluorescente Sytox Green a uma concentracdo
final de 0,2 uM de acordo com instrucdes fornecidas pelo fabricante. As células do controle

foram incubadas apenas com o corante Sytox Green nas mesmas condi¢Ges. Em seguida, as
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células foram analisadas em microscdpio Optico (Axioplan, A2, Zeiss), acoplado a uma
camera AXioCAM MRc5 (Zeiss) e as imagens foram analisadas pelo software Axiovision,
versdo 4.0 (Zeiss). O microscopio estava equipado com um conjunto de filtros fluorescentes
para deteccdo da fluoresceina (excitacdo com comprimento de onda entre 450 - 490 nm e

emisséo de 500 nm). Os resultados representam experimentos em triplicata.

Ensaio de determinacéo da inducao de espécies reativas de oxigénio intracelular (ROS)

A avaliacdo do mecanismo de acdo da substancia isolada envolve a inducéo de estresse
oxidativo, foi feito um experimento como descrito no item acima. Com as seguintes
diferengas: a sonda fluorescente 2°,7 -diclorofluoresceina diacetato (H,DCFDA) foi utilizada
para medir espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen speceis)
intracelular, segundo metodologia descrita por Mello et al. (2011). Este corante entra
passivamente na célula e é desacetilado por esterases intracelulares e ao ser oxidado por ROS
se torna fluorescente.

Apbs 24 h de incubacdo na presenca e auséncia da substancia isolada, as amostras
foram novamente incubadas agora com 20 uM a sonda H,DCFDA, ao abrigo da luz, por 2h a
temperatura ambiente e com agitacao constante de 500 rpm. Entdo as células foram analisadas
no microscopio Optico equipado com um conjunto de filtros fluorescentes para detec¢do da
fluoresceina (excitagdo com comprimento de onda entre 450 - 490 nm e emissdo de 500 nm).

Os resultados representam experimentos em triplicata.
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3.6 RESULTADOS

3.6.1 Fitoquimica das folhas de Tabernaemontana laeta

As folhas de T. laeta foram submetidas a extracdo polar de acido-base de alcaloides
gerando 156 amostras contendo alcaloides. O estudo fitoquimico do extrato bruto em
diclorometano de T. laeta possibilitou a identificacdo do alcaloide indélico monoterpénico
isovoacangina isolado nas fragdes 43 a 46, encontrada entre o grupo fracionario 27-56. A
isovoacangina (1) foi identificada e definida estruturalmente a partir dos dados do Espectro
ESI-MS/MS positivo que revelou o peso molecular das substancias isoladas.

Com o intuito de completar e elucidar o composto quimico isolado, a anélise por RMN
uni e bidimensional, foi possivel definir a estrutura quimica de (1). Isovoacangina foi obtida
em forma de cristais esbranquigados a levemente amarelados, isolada a partir de extratos
foliares de T. laeta, com revelacéo positiva de reagente Dragendorff para alcaloide.

O HRESI-MS (Figura 14) mostrou um pico correspondente ao ion molecular em m/z
369.2173 ([M+H]", calc. m/z 368.2100), que em conjunto com os dados espectrais *H e *C
RMN (Tabela 3) permitiram atribuir a formula molecular C;H;sN20s.

Intensé ] +MS, 0.0-0.1min #(2-4)
x10° 4
6 - 369.2173

o] lll.

T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 mwz

Figura 14: Espectro ESI-MS/MS positivo da isovoacangina.

A substancia (1) apresenta vinte e dois (22) atomos de carbono (Fig. 15), sendo trés

metilicos (CHs3), seis metilénicos (sp®), seis metinicos (trés sp® e trés sp?) e sete quaternarios
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(1sp® e 6 sp?). O espectro de RMN **C (Fig. 16) mostrou sinais de deslocamentos quimicos
em &¢ 175,69, o¢ 52,5, d¢ 156,5, d¢c 55,7 que sugerem a existéncia de duas metoxilas. Ja os
sinais 6¢ 156,5, 135,2, 136,1, 123,2, 119,1, 110,1, 109,0 e 94,2 sdo caracteristicos de um
ndcleo inddlico.

A anélise do espectro de RMN *H (Fig.17) de 1 apresentou os seguintes sinais na
regido de hidrogénios aromaticos: oy 7,35 (1H, d, 9.2), 6,78 (1H, sl) e 6,77 (1H, d, 9.2). A
presenca da metoxila no anel A do nucleo indélico é confirmada pelo sinal a 4 3,85 (3H, s).
A localizagdo desse grupo metoxila no &tomo de carbono C-11 foi feita pela analise do padréo
de acoplamentos dos atomos de hidrogénios, dos deslocamentos quimicos destes e dos atomos
de carbono do nucleo inddlico. O espectro mostra também um singleto largo a oy 7.71,
referente a um hidrogénio de um grupo N-H.

O isolamento desse composto quimico €é inédito para extratos foliares de T. laeta. Os
demais sinais de 'H e '*C se encontram na Tabela 3, juntamente com as correlacdes
observadas no espectro de HMBC (Fig. 18) e HSQUC (Fig. 19). Também foram feitas
analises bidimensionais de COSY e NOESY para total elucidacdo estrutural, conforme

mostrado nas Figuras 20 e 21.

MeO

Figura 15: Estrutura molecular da isovoacangina isolada a partir do extrato bruto foliar de
Tabernaemontana laeta.
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Tabela 3: Dados espectrais de RMN de 1H, 13C (via HSQC) e da isovoacangina (CD30D,
500 MHz e 125 MHz, ppm) e comparagdo com literatura.

HSQC HMBC Isovoacangina (Ladhar et
al., 1981)
& M 2Jeu 3Jeu & M

c

7 110,1 - 2H-6 HN-1; 2H-5; H-9 110,0

8 123,2 - H-9 2H-6; H-10; H-12 123,2
11 156,5 - H-10; H-12 H-9; MeO-11 152,2
13 136,1 - H-12 HN-1; H-9 135,0
16 55,0 - 2H-17; H-21 H-14; H-20 -

2 135,2 - 2H-6; H-21; 2H-17 136,3
22 175.9 2H-17; H-21; MeO-22 -
CH

9 119,1 7,35(d,9.2) H-10 119,0
10 109,0 6,77 (d, 9.2) H-9 H-12 109,2
12 94,2 6,78 (sl) H-10 96,5
14 27,4 1,90 (sl) 2H-3; 2H-17; 2H-15 H-20 -
20 39,2 1,34 (m) 2H-15; 2H-19; H-21; 3H-18 -
21 57,7 3,55 (sl) H-3a; 2H-5; 2H-19 -
CH2

3 51,4 2,93(d, 8.3) H-14 2H-5; 2H-15; 2H-17; H-21; -

2,83(d, 8.3
5 53,1 3,39 (m); 3,23 (m) 2H-6 H-3b; H-21 -
6 22,2 3,16 (m) 2H-5 -
2,99 (dt, 16.3,5.2)
15 321 1,75 (4, 9.9) H-14; H-20 2H-3; 2H-17; 2H-19; H-21; -
1,15 (m)
17 36,5 2,57 (dl, 12.8) H-14 2H-3; 2H-15; H-21 -
1,90 (dl, 12.8)

19 26,7 1,58 (m); 1,46 (m) 3H-18; H-20 H-21; 2H-15 -
CHs -
18 11,7 0,92 (t, 7.3) 2H-19 - -

MeO-11 55,7 3,85(s) -
Me0-22 | 525 3,74 (s) -
HN-1 - 7.71 (sl)
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Figura 17: Espectro de RMN de 1H da amostra RTL 10.3 (500 MHz).
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Figura 21: Espectro de 1H-1H-COSY de RTL 10.3
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3.6.2 Ensaio de Inibicdo do Crescimento contra Leveduras

A atividade antimicrobiana do extrato bruto em diclorometano extraido a partir das
folhas de T. laeta foi testado sobre as espécies de leveduras C. buinensis e C. tropicalis,
utilizando-se a concentracéo de 200 pg.mL™ (Figura 22). A concentracio de 200 pg.mL™ foi
capaz de inibir significativamente o crescimento das células de C. buinensis em 85,88%
(Figura 22A). A mesma concentracdo de 200 pg.mL™ de extrato bruto em diclorometano foi
testada em células de C. tropicalis, havendo uma reducdo no crescimento celular de 75,01%
(Figura 22B).

A Candida buinensis B Candida tropicalis

%)

200 yg/mL 'I* “ 500 wg/mL _I*

Concentration
Concentration

Control Control

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.0 0.5 1.0

Absorbance, 620 nm Absorbance, 620 nm

Figura 22: Inibicdo do crescimento de células de leveduras C. buinensis (A) e C. tropicalis (B)
tratadas com extrato bruto em diclorometano das folhas de T. laeta.

3.6.3 Atividade inibitéria da isovoacangina em leveduras

A atividade antimicrobiana da isovoacangina isolada foi testada sobre as espécies de
leveduras C. buinensis e C. tropicalis, utilizando-se a mesma concentragdo de 200 pg.mL™
(Figura 22). Para células de C. buinensis, houve uma inibicéo significativa no crescimento das
leveduras em 80,44 %. (figura 22A). Ja para as células de C. tropicalis, a isovoacangina
causou uma redugéo no crescimento celular de 54,67 %, (Figura 22B).

Devido a forte atividade inibitdria no crescimento das leveduras testadas, as células de
C. buinensis e C. tropicalis, foram usadas para a analise da viabilidade celular apds 24h de
incubacdo, com 200 pg.mL™? de isovoacangina (Figura 23). Ao retirar as células de C.

tropicalis e C. buinensis da presenca da isovacangina, as leveduras conseguiram retomar seu
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crescimento normal, assim como nas células controle. Esse resultado indica que o efeito da
isovoacangina sobre ambas as células testadas é fungistatico, ou seja, com a retirada da
substancia testada as células conseguem retomar seu crescimento normal como as células

controle (Figura 23).
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Figura 23: Inibicdo do crescimento de células de leveduras C. buinensis (A) e C. tropicalis (B)
tratadas com isovoacangina. Na auséncia de isovoacangina (controle) ¢ na presenga de 200 pg.mL-1
de isovoacangina. (*) diferengas da média em P <0,05 foram consideradas significativas.
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Candida buinensis

Candida tropicalis

Figura 24: Viabilidade celular. Imagens das placas de Petri mostrando a viabilidade das células de
leveduras apés o tratamento com isovoacangina por 24h.

3.6.4 Permeabilizagdo da membrana plasmatica
Nas células de C. buinensis e C. tropicalis testadas para a analise da permeabilidade
com 200 pg. mL™? de isovoacangina. N&o foram observadas células fluorescentes em ambas
as leveduras testadas, sugerindo que a isovoacangina, nas condi¢des testadas, ndo foi capaz de

causar a permeabilizacdo de membranas (Figuras 24 e 25).
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Candida tropicalis Candida buinensis
Fluorescence Fluorescence

control

Isovoacangina

Figura 25: Candida tropicalis e Candida buinensis ap0s ensaio de permeabilizagdo da membrana por
microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente Sytox Green. As células foram tratadas
com 200 pg.mlLde isovoacangina por 24 h, em seguida, analisadas quanto a permeabilizagdo da
membrana. As células de controle foram tratadas apenas com a sonda Sytox Green. Barras 5 pm.

3.6.5 Ensaio de Estresse Oxidativo

Na analise do estresse oxidativo nao foi possivel observar o aumento ROS nas

condicdes testadas em ambas as leveduras C buinensis e C. tropicali (Fig. 26).
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control

Isovoacangina

Candida tropicalis Candida buinensis

Fluorescence Fluorescence

Figura 26: Diferentes células de C. buinensis e C. tropicalis apds deteccdo de ensaio de espécies
reativas de oxigénio por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente 2', 7' diacetato
de diclorofluoresceina (H,DCFDA). As células foram tratadas com 200 pg.mL-1 de isovoacangina por
24 h, em seguida, analisadas quanto & detecgdo de ROS. As células de controle foram tratadas apenas
com sonda (H,DCFDA). Barras 5 um.
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3.7 DISCUSSAO:

O género Tabernaemontana tem sido destaque quanto aos estudos fitoquimicos por
apresentar alcaloides indolicos terpénicos com diversas atividades bioldgicas associadas a
esses compostos. Alguns estudos tém relatado o potencial de extratos brutos de espécies do
género Tabernemontana como antifingicos, como a T. heyneana (Sathishkumar et al., 2012),
testada na concentragdo de 200ul em sete espécies fungicas, inibindo fortemente o
crescimento de Rhizopus mucor, Penicillium chrysogenum e Aspergillus. niger, enquanto A.
terreus e Candida albicans foram moderadamente inibidos (Sathishkumar et al., 2012). Outro
exemplo de espécies com a potencial antifingico € a T. elegans, cujo extrato metandlico na
concentracdo 1 mg/ml inibiu significativamente cepas de C. albicans (Steemkamp et al,
2006). A atividade antifingica de extrato bruto de T. laeta é inédita, no que se refere ao
6rgao de origem do extrato, & forma de extracdo, & concentragdo de 200 pg.mL™ de extrato
nos ensaios bioldgicos e para os fungos analisados.

Neste trabalho também foi possivel isolar o alcaloide inddlico monoterpénico
isovoacangina, de estrutura quimica elucidada por C,,H2sN203, em conformidade com dados
descritos por Ladhar et al. (1981). A isovoacangina ¢ um alcaloide indélico do tipo ibogano
descrito para varias espécies do género Tabernaemontana, como as espécies T. hystrix, T.
divaricata, T. Solanifolia e T. Catharinensis (Araujo et al., 1984; Gower et al., 1984; Danieli
& Palmisano, 1986; Figueiredo et al., 2009; Marinho et al., 2016).

Estudos realizados por Figueiredo et al. (2009) mostraram que a isovoacangina, bem
como outro alcaloide ibogano voacangina, extraidas cascas das raizes de T. salzmanni
possuem capacidade de inducdo de morte celular por apoptose em células leucémicas
humanas THP-1. Entretanto, poucos sdo os estudos direcionados a substancia isovoacangina,
sendo mais comum testes com atividades biolégicas com outros alcaloides do subgrupo iboga,
como a voacangina e a coronaridina.

Dessa forma, os estudos fitoquimicos realizados com a T. laeta contribuem para
analises taxondmicas, bem como as analises realizadas com a isovoacangina contribuem para

melhor entendimento das atividades bioldgicas dessa substancia.

79



3.8 CONCLUSAO:

Os estudos fitoquimicos propiciaram a extracdo de extrato alcalésico com isolamento
do alcaloide indolico isovoacangina. Ao ser analisadas a capacidade inibitoria do extrato
bruto e da isovoacangina, foi constatado que ambos possuem atividade inibitoria, havendo
potencial biolégico. Testes para analisar a a¢do antifingica da isovoacangina permitiram
evidenciar a acdo fungistatica em fungos Candida tropicalis e Candida buinensis, o que

mostra o potencial ativo da substancia.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo caracterizou a anatomia e a micromorfologia das folhas da espécie
T. laeta (Apocynaceae), corroborando para os dados taxonémicos do género. Este é o
primeiro trabalho de caracterizacdo dos atributos anatdmicos para a espécie. Neste trabalho,
foi possivel apontar as estruturas secretos presentes nas folhas de T. laeta como sendo as
responsaveis pela secrecdo dos alcaloides indolicos que se destacam na delimitacéo
taxonémica do género.

A fitoguimica dos alcaloides indolicos foliares também é inédita para a espécie T.
laeta, que demonstrou potencialidades investigativas de seus alcaloides inddlicos quanto as
suas atividades bioldgicas, uma vez que essa espécie endémica ainda é pouco estudada.

Estudos de atividade antifangica demonstraram o potencial inibitério para os fungos
Candida spp. Tanto do extrato bruto, quanto do isolado isovoacangina. Analises mais
especificas revelaram a acdo fungistatica da isovoacangina, o que sugere potencial biolégico
investigativo para a substancia.

Desta forma o presente trabalho contribui ndo sé para a caracterizacdo anatbmica e a
classificacdo taxondmica para o género, como também colabora com trabalhos relacionados
com o desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que ja se tem relatos do uso da
isovacangina em pesquisas referentes as propriedades farmacoldgicas, como por exemplo, sua

atuacdo no combate ao cancer.
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