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Resumo

O sapotizeiro (Manilkara zapota (L.) P. Royen) ¢ uma espécie frutifera muito conhecida da
familia Sapotaceae, comumente encontrada nas regides tropicais. O sapotizeiro € cultivado
para produg¢do de frutos comestiveis e do latex. Devido a acdo bioldgica atribuida a extratos
da folha e da casca de Manilkara zapota na medicina popular, € a escassez de informacoes
sobre a espécie na literatura, este trabalho objetivou a caracterizagdo da estrutura e
histoquimica da folha, lenho e de laticiferos presentes nesses orgdos e analisar a atividade
antifingica do extrato foliar, rico em proteinas, contra leveduras do género Candida. A
espécie Manilkara zapota foi analisada através de microscopia Optica e eletronica de
varredura para relatar as caracteristicas anatdmicas e ultraestruturas da folha. Para anélise
bioquimica, foi obtido o extrato rico em proteinas das folhas de Manilkara zapota, este foi
submetido a técnica de eletroforese em SDS PAGE tricina para a visualizagdo do perfil
proteico. O extrato proteico das folhas também foi testado quanto a sua propriedade de
inibir o crescimento das leveduras C. albicans e C. tropicalis, bem como, a propriedade de
permeabilizacdo de suas membranas citoplasmaticas. A microscopia de varredura
evidenciou a presenca de cera epicuticular e hifas fingicas, em ambas a epidermes e
tricomas. A microscopia Optica evidenciou a lamina foliar de Manilkara zapota,
apresentando epiderme adaxial bisseriada e presenca de cristais prismaticos, parede
periclinal externa sinuosa, parénquima pali¢adico e lacunoso multisseriados. As folhas sao
do tipo hipoestomatica com estomatos anomociticos. O feixe vascular ¢ do tipo convexo a
superficie adaxial. Os laticiferos sao do tipo articulados nao anastomosados. O lenho de
Manilkara zapota apresenta camadas de crescimento indistintas, porosidade difusa, vasos
solitarios e multiplos, placa de perfuracdo simples, pontuagdes intravasculares, parénquima
axial do tipo apotraqueal, raios unisseriados e bisseriados, com células procumbentes e
quadradas. Através eletroforese do extrato foliar duas bandas proteicas foram visualizadas,
uma de 14 kDa e outra acima de 26 kDa. O extrato proteico foi capaz de causar uma
inibicao significativa no crescimento das leveduras testadas nas concentragdes de 200 e 300
ug.mL!, entretanto através do uso da sonda Sytox green nio foi possivel observar a
permeabilizacdo das membranas fungicas. Os resultados obtidos neste trabalho geram
subsidios para taxonomia e filogenética da espécie, e disponibilizam o conhecimento sobre

proteinas de carater antifingico e sua possivel aplicacdo biotecnolégica.
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Candida spp.

Abstract
Sapodilla (Manilkara zapota (L.) P. Royen) is a well-known fruit of the Sapotaceae family,
commonly found in tropical regions. Sapodilla is grown for the production of edible fruits
and latex. Request for biological action attributed to extracts of leaf and bark of Manilkara
zapota in folk medicine, and the scarcity of information about the species in the literature,
this work aimed at characterizing the structure and histochemistry of leaf, wood and dairy
products present in the organs and analysis of the antifungal activity of leaf extract, rich in
proteins, against yeasts of the genus Candida. The species Manilkara zapota was analyzed
through optical microscopy and scanning electron to report the anatomical characteristics
and ultrastructures of the leaf. For biochemical analysis, the extract rich in proteins of the
leaves of Manilkara zapota was found, which was submitted to the electrophoresis
technique in SDS PAGE tricina to visualize the protein profile. The protein extract of the
leaves was also tested for its property of inhibiting the growth of the yeasts C. albicans and
C. tropicalis, as well as the property of permeabilization of their cytoplasmic membranes.
Scanning microscopy showed the presence of epicuticular wax and fungal hyphae in both
epidermis and trichomes. An optical microscopy showed a leaf blade of Manilkara zapota,
reinforced bisexual adaxial epidermis and the presence of prismatic crystals, sinuous
external periclinal wall, palisade parenchyma and multiseriate lacunae. The leaves are
hypoestomatic with anomocytic stomata. The vascular bundle is of the type convex to the
adaxial surface. Dairy products are of the articulated, non-anastomosed type.
The Manilkara zapota wood has indistinct growth layers, diffuse porosity, solitary and
multiple vessels, single perforation plate, intravascular punctuation, apotracheal axial
parenchyma, uniseriate and bisected rays, with procumbent and square cells. Through
electrophoresis of the leaf extract, two protein bands were visualized, one of 14 kDa and
the other above 26 kDa. The protein extract was able to cause a significant inhibition in the
growth of the yeasts tested in the concentrations of 200 and 300 pg.mL-1, however through
the use of the probe Sytox green it was not possible to observe the permeabilization of the
fungal membranes. The results obtained in this work generate subsidies for taxonomy and
phylogenetics of the species, and provide knowledge about proteins of antifungal character

and their possible biotechnological application.
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1. Introducao

As plantas tropicais nativas das Américas tém sido utilizadas a mais de 10 mil
anos como alimento ou medicamento (Simdes et al., 2017). Durante as grandes navegagoes
portuguesas e espanholas foram levadas espécies das Américas para a Europa difundindo o
conhecimento etnobotanico dos amerindios (Bracht ef al., 2011). Atualmente, as principais
fontes de alimento nos continentes sdo espécies domesticadas a partir da cultura desses
povos. O uso das muitas substancias bioativas presentes nessas espécies, por esses povos
antigos, também gerou informagdes ao longo dos séculos utilizadas na medicina alternativa
(Simoes et al., 2017).

As diversas substancias bioativas presentes no latex e nos extratos foliares podem
conferir atividade biologica contra patdogenos inibindo seu crescimento. De forma
semelhante as espécies da familia Sapotaceae se demonstram promissoras quanto a
atividade biologica de seus extratos, tanto da madeira quanto de folhas (Fenner et al., 2006;
Ferreira et al., 2007; Kothari et al., 2011).

A caracterizacdo da anatomia foliar, do lenho e de suas estruturas secretoras pode
auxiliar na classificagdo taxondmica de uma espécie devido a presenga ou auséncia, de
estruturas secretoras, sua morfologia e sua localizagdo nos o6rgaos de plantas (Castro et al.,
1997; Castro & Demarco, 2008). Os laticiferos sdo estruturas secretoras formadas por uma
ou mais células alongadas que formam redes de canais (Ascensdo, 2007; Hagel et al.,
2008). Essas células especializadas produzem e secretam o latex, uma substancia de aspecto
leitoso rico em proteinas que tem como fungao principal atuar na defesa das plantas (Ramos
etal. 2019).

Esse fluido ¢ liberado quando a planta sofre injuria, bloqueando a entrada de
patogenos (Ramos er al., 2019). Este fato pode ser também considerado uma defesa
mecanica, ou uma defesa contra herbivoria devido a presenca de substancias resinosas e
borracha ou mesmo combatendo o crescimento de micro-organismos através de uma gama
de substancias, tais como compostos fendlicos, terpenos, proteinas, alcaloides (Ramos et
al., 2007; Freitas et al., 2015; Ramos et al., 2019). Substancias como mucilagem, lipideos e

carboidratos também podem estar presente na composi¢ao do latex, inclusive os lipideos



sdo os compostos secretados mais apreciados da familia Sapotaceae (Monteiro et al., 2007;
Ramos et al., 2020).

A familia Sapotaceae ¢ formada por plantas lenhosas com distribuigao Pantropical
das quais 231 espécies sao encontradas no Brasil. Essas espécies de grande porte sdo
valorizadas comercialmente devido a producao de madeira de boa qualidade e producdo de
frutos. Dentre os caracteres morfoldgicos diagnosticos da familia, destaca-se a presenca de
laticiferos, cujo latex de espécies da América do Sul foi extensivamente utilizado para
producao de goma de mascar (Chicle). Um exemplo de uma espécie da familia Sapotaceae
valorizada comercialmente ¢ a Manilkara zapota (Alves-Aratjo & Alves, 2010; Souza &
Lorenzi, 2012; Carneiro et al., 2013; Monico et al, 2017).

A espécie Manilkara zapota, também conhecida como sapotizeiro ¢ de grande
porte, nativa do Sul do México e da América Central, difundida nas regides tropicais da
América do Sul, América do Norte e Asia (Silva Junior et al., 2014). O fruto do sapotizeiro
¢ aplicado na industria alimenticia, sendo consumido ao natural ou em forma de geleias,
sorvetes, refrescos e xaropes. Este fruto ¢ rico em agucar e ndo possui acido, porém quando
verde, apresenta tanino adstringente, que desaparece naturalmente quando completamente
maduro. Apesar da predominancia dos laticiferos, outras estruturas e compostos ergasticos
foram reportados para diferentes géneros da familia Sapotaceae (Heaton, 1997). Varias
partes desta planta sdo usadas na medicina popular no tratamento de infecgdes, dor, febre,
gripe, diarreia e por apresentar propriedades diuréticas (Milind, 2015). Estudos cientificos
confirmam algumas dessas atividades, como antidiarreica, anti-inflamatoria e
antimicrobiana (Ganguly et al., 2013). De acordo com Fayek e colaboradores (2012), entre
essas atividades poucas tem sido analisada quimicamente.

Os laticiferos de Manilkara zapota estao presente em todos os 6rgaos da planta,
fluindo intensamente principalmente nas folhas e peciolo, atuando contra diversos
patdgenos devido a presenga de proteinas e metabolitos de que fazem parte dos diferentes
mecanismos de defesa vegetal (Ramos et al., 2020).

Os mecanismos utilizados pelas plantas podem ser induzidos ou constitutivos
(Simdes et al., 2017). O mecanismo de defesa constitutiva ¢ formado por estruturas e
compostos bioquimicos que estdo sempre presentes nas plantas durante o seu
desenvolvimento, podendo ser estrutural ou quimico (Menezes, 2009; Sao Jodo & Raga,

2016).



A defesa estrutural envolve estruturas presente no vegetal que o protege contra
patdgenos e herbivoros, impedindo que estes entrem ou se espalhem pela planta, conferindo
ainda defesa contra variagdes ambientais (Menezes, 2009). J4 o mecanismo quimico de
defesa ocorre por meio da presenca de toxinas, com por exemplo, proteinas, peptideos,
metabolitos secundarios presente nas plantas (Menezes, 2009).

Na defesa induzida ha o reconhecimento de eliciadores que funcionam como
sinalizadores, levando o vegetal a ter sua producao de moléculas e compostos de defesa
aumentada para combater o agente causador de danos (Castro & Fontes, 2005; Menezes,
2009).

Como visto até agora as plantas dispde de varios mecanismos e moléculas que
trabalham de forma articulada frente aos estreses bidticos e abiodticos, o sinergismo entre
alguns produtos antimicrobianos sintetizados pelas plantas, também pode ser efetivo no
sucesso da acao antimicrobiana (Stermitz et al., 2000).

Assim, devido a composic¢do e valorizagao dos extratos foliares na etnobotanica, a
presenca de estruturas secretoras e importancia econdmica da espécie, o presente estudo
apresentou os seguintes questionamentos: Qual a fun¢do dos laticiferos na folha e no lenho
de Manilkara zapota? Sua estrutura e composicao auxiliam na defesa desta planta? Quais
proteinas podemos encontrar no extrato foliar rico em proteinas ? A composi¢do proteica
do extrato da folha pode apresentar a atividade antifungica sobre leveduras do género

Candida? Podemos considera-la para a caracterizacdo de futuros compostos bioativos?

2. Importincia econémica e ecoldogica de plantas com ampla distribuicio tropical

As plantas tropicais sdo muito apreciadas em seu uso na produgdo de alimentos e
farmacos. Assim, devido a boa qualidade da madeira, valor nutricional ou fitoterapico,
muitas espécies de plantas tropicais foram domesticadas, disseminadas, cultivadas e
comercializadas em varias partes do globo (Repetto, 1988). Entre estas, Persea americana
Mill. (abacate), Ipomea batatas L. Lam. (batata-doce), llex paraguariensis A.St.-hil (mate),
Theobroma cacao L. (cacau), Zea mays L. (milho) sdo exemplos de espécies tropicais
selecionadas pelos amerindios em tempos remotos e hoje fazem parte da alimentagcdo da
populagdo em escala mundial. Algumas espécies foram utilizadas na industria de fArmacos,
e sdo conhecidas e comercializadas. Entre estas, saparrilha (Smilax spp.), guaiaco
(Guaiacum officinale L.), de origem caribenha, usadas na Europa contra sifilis (Simdes et

al., 2017); substancias bioativas obtidas de cascas de cinchona (Cinchona calisaya Wedd.)



usada como antimalarico; e pilocarpos (Pilocarpus jaborandi Holme) usada no tratamento
de glaucoma (Bracht et al., 2011; Simdes et al., 2017). Outro exemplo, é a espécie em
estudo, Manilkara zapota (L.) P. Royen, conhecida popularmente como sapotizeiro, espécie
frutifera mais conhecida da familia Sapotaceae. Varias partes desta planta sao usadas na
medicina popular no tratamento de inflamagdes, dor, febre, gripe, diarreia e por apresentar
propriedades diuréticas (Milind, 2015). Estudos cientificos confirmam algumas dessas
atividades, como antidiarreica e anti-inflamatoria (Ganguly et al., 2013)

Muitas substancias bioativas foram e tém sido descobertas gracas aos
conhecimentos etnofarmacologicos (Miranda et al., 2003; Filho et al., 2009). Em funcao
disso pode-se concluir que a humanidade possui uma grande divida com as espécies
tropicais das Américas € com os seus povos (Simdes et al., 2017). A caracterizagao dos
aspectos anatomicos e histoquimicos de Manilkara zapota, aliada a informagdes de outras
areas, contribuirda com a descrigdo de caracteres uteis na diagnose da espécie e a
caracterizacdo dos sitios de secrecdo e/ou acuimulo dos metabolitos presentes na folha, bem
como identificar a presenga de metabolitos e componentes antimicrobianos nos tecidos da

espécie em questao.

2.1 Anatomia da folha e do lenho
Através da anatomia dos 6rgdos vegetativos € possivel determinar relagdes entre as
fungdes e as diversas estruturas que compde esses 0rgaos, elucidando assim os mecanismos
de adaptacdo e alteragdo que permite as plantas se desenvolverem em ambientes
diferenciados e resistirem as mudangas ambientais, bem como conhecer a fisiologia das
espécies de plantas estudadas (Evert, 2013). A anatomia de folha e do lenho tem sido
importante, auxiliando classificar e distinguir espécies, bem como fonte de informacgdes
para analises filogenéticas (Moraes ef al, 2012). Além disso, a anatomia destes O0rgaos
pode fornecer informacgdes sobre as condigdes ambientais do seu habitat, tais como regime
hidrico, intensidade luminosa (Somavilla & Ribeiro, 2011, Campbell ef al., 2018; Pireda et
al., 2019). Além de ser de grande importancia para desvendar funcdes de estruturas
secretoras ligadas a defesa da planta (Miguel et al., 2009) e sobre sua composigao atraveés
da histoquimica (Santos et al.,, 2009; Rocha et al., 2020) para fornecer dados para novos
bioativos para industria farmacéutica.
Alguns trabalhos ja demostraram caracteristicas anatdmicas importantes da folha de

Manilkara zapota como a presenca de esclereides e laticiferos acompanhando a nervura
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central (Nair & Chanda, 2008; Pinho & Santos, 2017; Moura et al., 2019; Rodriguez-
Garcia et al., 2019). Porém, Manilkara zapota ainda nao possui uma descricao
morfoanatdmica e ultraestrutural completa e existe uma caréncia de dados sobre a
composi¢dao quimica, metabdlitos, histolocalizacdao e composicdo de seu latex (Rodriguez-
Garcia et al., 2019). Nesse sentido, este presente trabalho pretende avaliar a estrutura e
histoquimica da folha de Manilkara zapota e caracterizar o lenho fornecendo informagdes
para uma melhor diagnose da espécie.

O levantamento de dados sobre a anatomia do lenho, também pode ser instrumento
fundamental para a classificacdo das espécies da familia Sapotaceae (Armstrong, 2010). No
Brasil, Sapotaceae desperta grande interesse pela importancia econdmica de suas madeiras,
frequentemente utilizadas na construcdo civil, em estruturas de telhado, assoalhos e
esquadrias, assim como na fabricacdo de dormentes, entre outras (Mainieri & Chimelo,
1989). O reconhecimento desta familia, por meio de caracteristicas anatomicas e
relativamente simples. Entretanto, devido a homogeneidade no nivel genérico, ¢ muito
dificil distinguir os diversos géneros e espécies. Além de complexo, existem lacunas de
caracterizacdo de espécies desta familia inclusive de Manilkara zapota. Assim, além de
fornecer informagdes para estudos filogenéticos e taxondmicos do género, o presente
trabalho pode auxiliar com informagdes sobre a qualidade da madeira e potencial
energético das espécies do género (Svendsen, 2004). Dentre os caracteres morfologicos
diagnosticos da familia Sapotaceae, destaca-se a presenca de laticiferos, cujo latex de
espécies da América do Sul foi extensivamente utilizado para producio de goma de mascar
(Pinho & Santos, 2017). De acordo com Mustard (1982), no floema secundario de
Manilkara. zapota alguns raios sao compostos inteiramente de laticiferos nos ramos esses

raios se dilatam e formam laticiferos secundarios préximos a periderme.

2.1.2 Estrutura secretora e laticifero

Assim como a anatomia da folha e do lenho, a analise das estruturas secretoras
fornece dados relevantes para a descricdo anatomica da planta e sua classificacdo
taxondmica (Mahlberg, 1993; Castro et al., 1997). Através de analises destas estruturas ¢
possivel também conhecer a natureza quimica das substancias secretadas e relaciona-las
com seu papel mecanico ou fisioldgico na planta (Fahn, 1979; Castro et al, 1997; Da
Cunha et al., 1998). As estruturas secretoras podem ser encontradas em diferentes 6rgaos

da planta, ou apenas em um o6rgao vegetal ou ainda apresentar varias estruturas em um
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mesmo individuo (Fahn, 1979; Castro, 1997; Ascensdo, 2007). Estas estruturas podem ser
classificadas quanto a sua localizagcdo nos 6rgaos das plantas, podendo ou ndo secretar as
mesmas substancias (Machado & Fernandes, 2011).

As estruturas secretoras encontradas na familia Sapotaceae sdo os tricomas, 0s
idioblastos (cristaliferos ¢ oleiferos, células de 6leo) e os laticiferos articulados (Monteiro
et al., 2007). Além disso, a ocorréncia de cristais solitarios ou agrupados e de areia
cristalifera ¢ considerada caracteristicas diagnosticas da familia (Metcalfe & Chalk, 1972;
Monteiro et al., 2007).

Os laticiferos podem ser formados por segmentos de células fundidas formando
uma rede de tubos ou uma longa e tnica célula, que contém latex (Fahn, 1979). De acordo
com a anatomia, os laticiferos podem ser classificados em dois tipos: articulados e nao
articulados (Fig. 1). Os articulados, como encontrados nas Sapotaceae, sdo formados por
uma sequéncia de células conectadas (Kekwick, 2001; Ramos et al., 2019). Os laticiferos
articulados podem ser ainda classificados como ndo anastomosados, apresentando cadeias
de células finais com paredes intactas e laticiferos articulados anastomosados, apresentando
cadeias de células conectadas lateralmente formando uma rede, cujas paredes terminais
podem ser totalmente ou parcialmente dissolvidas (Fig. 1) (Ascensdo, 2007; Hagel et al.,

2008; Ramos et al.,2019).

Articulated Articulated Non-articulated Non-articulated
non-anastomosing anastomosing unbranched branched
PCwip= =
CCw

Figura 1: Ilustragdo dos diferentes tipos de laticiferos. Presenca de paredes terminais nos laticiferos
articulados ndo anastomosados. Laticifero articulado anastomosado com parede terminal
parcialmente dissolvida (PCw) e totalmente dissolvida (CCw). Laticiferos ndo articulados com
apenas uma parede celular, ndo ramificado e ramificado respectivamente. Adaptado de Ramos et

al., (2019).
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2.1.3 Mecanismo de defesa de plantas

As plantas constituem o mais amplo grupo de vida autotréfica sobre a Terra. Por
serem ricas em material organico representam fonte de nutrientes para muitos organismos,
tais como fungos, bactérias, virus, nematoides, insetos, moluscos e alguns vertebrados
como aves e mamiferos, inclusive o homem, que se alimentam delas e que podem gerar
danos durante este processo (Castro & Fontes, 2005; Aoyama & Labinas 2012). Devido a
esses danos, elas desenvolveram varias formas de defesa que podem ser classificadas como
induzidas ou constitutivas (Maor & Shirasu, 2005; Reignault & Sanchole, 2005; Sao Joao
& Raga, 2016; Simdes et al., 2017).

A defesa do tipo mecanica envolve estruturas que protege as plantas contra
patogenos e herbivoros, impedindo que estes entrem ou se espalhem pela planta, conferindo
ainda defesa contra variagdes ambientais (Menezes, 2009). Estruturas como cuticula
espessa, presenca de hipoderme, parede celular, cera epicuticular e tricomas, além de
proteger de ataques patogénicos, dificulta a herbivoria e reduz o estresse abiotico refletindo
a radiacdo, evitando o superaquecimento das folhas e perca de agua (Aoyama & Labinas
2012; Sao Jodo & Raga, (2016); Pessoa et al., 2019; Pireda et al., 2019).

Algumas espécies contém cristais prismaticos e silica nos tecidos vegetais e
produzem latex, como ¢ o caso de Manilkara zapota, espécie de analise desse trabalho
(Monteiro et al., 2007; Pinho & Santos, 2017). Estes atuam mecanicamente contra
herbivoria uma vez que os cristais, graos de silica e a borracha do latex torna o tecido
vegetal ndo palatavel e de dificil digestdo (Aoyama & Labinas 2012).

O latex quando liberado por injuria, torna-se denso e pegajoso devido a presenca
de borracha e resinas, produzindo uma agdo colante, imobilizando insetos fitofagos e
prendendo suas mandibulas, evitando também a entrada de microrganismos na area
exposta, no latex também ha presenca compostos que atuam na defesa quimica (Konno,
2011)

A defesa constitutiva quimica das plantas ¢ realizada pela presenga de toxinas que
podem fazer parte da constituicdo quimica de algumas estruturas ou ainda estocadas em
estruturas como laticiferos, ductos de resina, tricomas glandulares e liberadas pos ataques
por herbivoros, proliferacdo de patégenos ou por sensibilidade a movimenta¢des sob os
tecidos da planta (Menezes, 2009). Alguns desses compostos, oferecem protecdo contra
herbivoria, dificultando a digestdo ou matando o herbivoro, além de evitar ou reduzir a
proliferagdao de patdogenos, também permitindo aos vegetais enfrentar condi¢des de estresse
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abidtico exercidas pelo meio ambiente (Pireda et al, 2019). Entre os compostos que
constituem a defesa quimica, estdo os metabolitos secundarios, como terpenos, saponinas,
cardenolideos, cianeto, morfina, alcaloides, compostos fenodlicos, lipideos, mucilagem.
Quitinases e peptideos antimicrobianos (AMPs) como tioninas, defensinas, inibidores de
protease e proteinas transportadoras de lipideos (LTP) também fazem parte dessa defesa
(Menezes, 2009; Fayek et al,, 2012). As saponinas sdo conhecidas por permeabilizar as
membranas celulares, ja os cardenolideos inibem a atividade da bomba de Na/K-ATPase e
o cianeto ¢ liberado na decomposicao de glicosideos cianogénios, estocados nos tecidos de
algumas espécies vegetais, inibindo a respirag¢do celular de predadores (Menezes, 2009; de
Paula Pedrozal et al., 2015). A morfina encontrada na Papaver sonniferum, atua no sistema
nervoso central de herbivoros funcionando como defesa. Ja as defensinas de plantas, um
conhecido AMP, pode causar a permeabilizacdo de membranas, agindo através da interagao
com lipideos especificos localizados na membrana do patdgeno. Além de agir diretamente
sobre o patdgeno as defensinas também podem estimular o sistema imune da planta
(Menezes, 2009).

Alguns desses compostos podem ser prejudiciais a propria planta, por isso algumas
dessas substancias de defesa sdo estocadas na forma inativa, ou em compartimentos
reservados, sendo liberado frente ao ataque (Menezes, 2009). Deste modo a defesa
constitutiva acarreta gastos, ja que ha producao continua de compostos independentemente
do ataque por patdogenos, e ainda a planta necessita investir em mecanismos para se
proteger de seus proprios compostos toxicos, como estratégia para economia de recursos e
energia, os vegetais investiram na defesa induzida (Menezes, 2009).

Na defesa induzida ha o reconhecimento de eliciadores produzidos pelos agentes
bioticos. Estes sao moléculas ou partes do agente invasor (herbivoros ou patdégenos) que
funcionam como sinalizadores, produzindo alteracdes fenotipicas no vegetal através da
transducdo de sinal culminando na ativacdo de genes especificos, resultando em produtos
que irdo alterar as vias metabolicas levando a uma resposta de hipersensibilidade (Castro &
Fontes, 2005; Menezes, 2009).

Uma das primeiras resposta fisiologicas ¢ a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) sinalizando a defesa, alteragdes de pH intracelular que levam a um rapido fluxo de
ions, liberagdo o 6xido nitrico (NO), fortalecimento da parede celular na regido da infeccao,
sintese de produtos antimicrobianos como fitoalexinas, e proteinas relacionadas a
patogénese (PRs) principalmente as peroxidases, quitinases, B-1,3-glucanases, lectinas,
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inibidores de proteinase, proteinas inativadoras de ribossomos (PIR) e varios peptideos
antimicrobianos (Cohn et al., 2001; Carlini & Grossi-de-Sa, 2002; Fernando et al., 2009).

A infecgdo previa por patdgenos e a reposta a hipersensibilidade pode resultar em
uma resisténcia sistémica no vegetal (SAR), que protegera a planta contra futuros ataques
(Menezes, 2009). Essa resisténcia induz um aumento na produgdo de algumas proteinas
(PRs), NO, ROS, peroxido de hidrogénio, flavonoides, saponinas, melaninas, taninos,
alcaloides e muitos outros compostos (Cohn et al., 2001; Menezes, 2009).

A resposta de sensibilidade a eliciadores pode levar também a formacao de barreiras
mecanicas que atuardo na defesa (Castro & Fontes 2005; Menezes, 2009). Umas das
respostas mecanica induzidas pela infe¢do fungica local ¢ o reforgo da parede celular pela
deposicao de lignina, tornando-a mais espessa impedindo a invasdo do patéogeno. Como
resposta invasao de patdgenos nos feixes vasculares, pode ocorrer oclusao do xilema ou
floema, estas oclusdes podem ser derivadas do acimulo de géis, gomas ou formacao de
tiloses diminuindo a dispersao de fungos e esporos (Menezes, 2009).

Outra rota de defesa que atua contra estresse biotico e abiotico, desencadeando
resposta ao ataque de herbivoros e outras condigdes estressantes, sdo os hormdnios vegetais
(dos Santos Soares & Machado, 2007)

Os hormonios vegetais como os jasmonatos funcionam como molécula sinalizadora
ativando a transcricao de genes de defesa culminando na producdo de compostos toxicos e
proteinas como inibidores de proteases (dos Santos Soares & Machado, 2007; Wasternack
et al., 2007). Alguns hormodnios também estdo envolvidos na sinalizacdo frente a estresses
abioticos (de Magalhaes Junior, 2010).

Dentre as situacdes de estresse abidtico enfrentada pelas plantas, estd a
disponibilidade de 4gua e luz, temperatura, salinidade, frio e geada causando danos severos.
Como resposta as plantas desenvolveram uma gama de mecanismos que permite uma
resposta eficiente assegurando sua sobrevivéncia (Nicot et al., 2005; de Magalhaes Junior,
2010). Um desses mecanismos ¢ a atuagdo do hormonio acido abscisico relacionado na
sinalizagdo, ativacdo e alteracdo da expressdo genica frente aos estresses abioticos, porém
outros genes podem ser regulados por outros fatores (de Magalhaes Junior, 2010). Desse
modo, as plantas tém desenvolvido uma variedade de defesas contra choques térmicos,
seca, salinidade e frio para as quais elas respondem com mudancas qualitativas e
quantitativas com relacdo a transcricdo de genes e proteinas (Nicot et al., 2005; de
Magalhaes Junior, 2010). Dentre as proteinas produzidas pela resposta genica estdo as
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aquaporinas, enzimas envolvidas na biossintese de varias substancias de protecao osmotica,
proteinas protetoras de macromoléculas, chaperonas, proteases e enzimas que atuam na
desintoxicacao do citoplasma (Nicot ef al., 2005; de Magalhaes Junior, 2010).

Como visto até agora as plantas dispde de varios mecanismos € moléculas que
trabalham de forma articulada frente aos estreses bidticos e abioticos, nota-se também um
efeito sinérgico entre alguns produtos antimicrobianos sintetizados pelas plantas que
aparentemente pode ser efetivo no sucesso da a¢dao antimicrobiana (Stermitz et al., 2000).
Assim, toxicidade de alguns compostos pode ser potencialmente maior numa agao conjunta
do que na a¢do individual destes (Stermitz et al, 2000). Alguns trabalhos por exemplo
demonstram a acdo sinérgica entre o dcido salicilico, NO, ROS na morte celular durante a
defesa antimicrobiana (Cohn et al.,, 2001). As proprias proteinas PRs também agem em
sinergismo e existem relatos de fitoalexinas que foram nove vezes mais toxicas agindo com
um outro composto do que quando testadas isoladamente (Cohn et al, 2001;
Hummelbrunner & Isman, 2001). Os peptideos antimicrobianos (proteinas de defesa)
também agem em sinergismo, ensaios in vitro t€m demonstrado que snakin-1, um peptideo
constitutivo atua sinergisticamente com a defensina de batata PTHI1 contra Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus (Segura et al., 1999). Estes sdo um exemplo evidente de
sinergia entre os componentes de defesa de uma planta (Stermitz et al., 2000). As
experiéncias adquiridas nos trabalhos de Stermitz e colaboradores (2000) deixam bem claro
que dois componentes de defesa de plantas medicinais podem atuar sinergicamente
aumentando a atividade antimicrobiana de outro composto sobre patdgenos. A clara
importancia da sinergia na a¢ao nos mecanismos de defesa das plantas pode explicar muitas
das vezes as tentativas fracassadas de isolar um unico composto ativo de plantas

medicinais, que demonstre atividade eficiente contra patogenos (Stermitz et al., 2000).

2.1.4. Familia Sapotaceae e a espécie Manilkara zapota

A familia Sapotaceae ¢ representada por plantas lenhosas distribuidas em regiao
pantropical com cerca de 1.250 espécies distribuidas em 58 géneros (Carneiro et al., 2013).
No Brasil sdo registrados 13 géneros e 231 espécies distribuidas nos dominios
fitogeograficos: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica (Monico, 2017; Almeida

Janior, 2015). Esta familia abrange espécies arboreas e arbustivas, com folhas simples,
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pinada, laticiferos bem desenvolvidos e o fruto do tipo baga (Fabris & Peixoto, 2013;
Moura et al., 2019). Sapotaceae possui importancia comercial devido as propriedades de
sua madeira, latex e na produ¢ao de farmacos (Marqui, 2007). Entre os géneros utilizados
na medicina popular estdo: Pouteria, Mimusops, Manilkara, Gambeya, Argania, Ormosia,
Sideroxylum, Calocarpum, Butyrospermum, Madhuka, Planchonella, Chrysophyllum e
Manilkara (Marqui, 2007; Alves-Aratjo & Alves, 2010; Souza & Lorenzi, 2012).

A espécie Manilkara zapota conhecida popularmente como sapotizeiro ¢ uma
espécie tropical de grande porte que pode atingir até 45 metros de altura em meio a mata e
10 metros em 4reas abertas, apresenta tronco curto de cor cinza-claro a marrom-escuro e
diametro variando de 1,25 a 3,50 metros, sua copa ¢ densa formada por folhas simples,
alternadas, coridceas, inteiras, eliptico-ovaladas, verde-escura (Heaton, 1997). A espécie ¢
nativa da costa de Yucatan no sul do México e da América Central, porém foi disseminado
pelas regides tropicais da América do Sul, América do Norte e Asia (Rodriguez-Garcia et
al., 2019) No Brasil, teve uma excelente adaptacdo sendo encontrada na floresta
Amazonica, Caatinga, Cerrado ¢ Mata Atlantica, compondo a Floresta de Terra Firme,
Floresta Estacional Perenifolia, Floresta Estacional Semidecidual e¢ Floresta Ombroéfila

(Fig. 2) (Silva Junior et al., 2014).
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Amazonas, Amapa, Para

Bahia, Ceara, Maranhao,
Paraiba, Pernambuco, Piaui

Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo

Mato Grosso do Sul

Parana

Figura 2: Distribuicdo da espécie Manilkara zapota no Brasil. Norte (Amazonas, Amapa, Para);
Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui); Centro-Oeste (Mato Grosso do
Sul); Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo); Sul (Parana); Dominios

Fitogeograficos: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica. Fonte: Almeida Junior, 2015.

Muito comercializado, o fruto do sapotizeiro ¢ do tipo baga ¢ apreciado devido a
polpa suculenta e gelatinosa de sabor doce, quando verde o fruto produz muito latex (Fig.
3) (Silva Junior et al, 2014). Além da madeira de boa qualidade e frutos, a espécie
Manilkara zapota também ¢ conhecida pelo uso de seu latex branco na producao de goma
de mascar e na medicina alternativa devido a seus compostos bioativos (Pinho & Santos,

2017; Rodriguez-Garcia et al., 2019).
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Figura 3: Espécie Manilkara zapota no ambiente de coleta.

Arvore (A); folha (B); latex e fruto (C), da espécie Manilkara zapota.

Fonte: Acervo pessoal; Nagari et al. 2012.

Seus extratos sdo utilizados na medicina Maia contra disenteria, distirbios
circulatorios e colesterol alto (Rodriguez-Garcia et al., 2019). Na literatura ha relatos de
varios oOrgdos vegetativos da planta sendo usadas na medicina alternativas contra
inflamacdes, dores, febres, tosses, diarreia, e doengas renais (Moura et al., 2019).

De acordo com Rodriguez-Garcia et. al. (2019), M. zapota apresentou atividade
antioxidante que pode estar relacionada a presenga de polifenois e flavonoides. O extrato
foliar aquoso dessa espécie também inibiu bactérias patogénicas humanas Gram positivas e
negativas como E. coli, S. aureus e P. aeruginosa, apresentando também atividade
antihiperglicemica. Além disso, o extrato metanoico de M. zapota apresentou atividade
antimicrobiana contra diferentes cepas patogénicas, além de E. coli, S. aureus e P.
aeruginosa (Nair & Chanda, 2008). Os fungos fitopatogénicos Colletotrichum capsici e
Mycosphaerella fijiensis também foram inibidos pelos extratos de M. zapota (Rodriguez-

\

Garcia et al, 2019). Estes efeitos podem estar atribuidos a presenga de compostos
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fenolicos, terpenos, saponinas e lipideos que compde a defesa da planta (Fayek et al.,

2012).
3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Caracterizar a anatomia da folha e do lenho de Manilkara zapota, assim como

verificar a atividade antifungica dos extratos foliares com espécies do género Candida.

3.1.2 Objetivos especificos

e C(Caracterizar a anatomia da folha e do lenho de Manilkara zapota

e Analisar as estruturas secretoras da folha e do lenho de Manilkara zapota.

e (aracterizar a composi¢do quimica da folha e de estruturas secretoras através da
histoquimica;

e C(Caracterizar a massa molecular peptideos e ou proteinas com atividade
antimicrobiana extraidos a partir do extrato foliar de Manilkara.zapota,

e Avaliar o efeito antimicrobiano do extrato foliar de Manilkara zapota sobre as
leveduras Candida albicans e Candida tropicalis;

e Avaliar o efeito da fragcdo proteica do extrato foliar de Manilkara zapota sobre a

permeabilizacdo de membranas.
4. Material e Métodos
4.1 Material Bioldgico
4.1.2 Coleta do material botanico

O individuo selecionado (N° de registro do Herbario 5592) se encontra no campus
da Universidade Estadual Do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, nas mediagdes do Hospital
Veterinario (21°45°38.48°S ¢ 41°17°.07.28°0), em uma area de campo aberto, na cidade de
Campos dos Goytacases, RJ , Brasil. O campus possui arvores esparsadas e ¢ utilizado
como area de pastagem, com temperatura média anual variando entre 20.6° ¢ 26.7°C. Para
analises morfoanatomicas, foram coletadas amostras de cinco folhas completamente

expandida e cinco amostras do lenho a 1,30 metro do peito ( Fig.4).
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Figura 4: Individuo de Manilkara zapota (A). Retirada do corpo

de prova (B). Corpo de prova (C).

4.1.3 Microrganismos

As espécies de leveduras Candida albicans (CE022) e C. tropicalis (CE017) e
foram cultivados e conservados no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Microrganismos (LFBM) do Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da UENF,

Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.
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As leveduras foram mantidas em agar Sabouraud (1% de peptona, 2%de glicose e
1,7% de agar-agar) (Merck) e conservadas no LFBM, do CBB da UENF, Campos dos

Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

4.1.4 Dissocia¢ao epidérmica
Para o estudo da epiderme, fragmentos da lamina foliar foram dissociados pelo

método de Franklin, modificado por Berlyn ef al., (1976). Os fragmentos foram emersos
em solucdo de acido acético glacial e perdxido de hidrogénio a 20% v/v, na proporcao de
1:1 ml. 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, corados com Safranina, lavadas
com dagua destilada, montados em laminas com glicerina a 50% v/v. As laminas
semipermanentes foram analisadas em microscopio Optico de campo claro (Axioplan,
ZEISS, EUA), com captura de imagem por camera (Power Shot A640, CANON, EUA)

acoplada. As imagens foram utilizadas para a descri¢ao qualitativa.
4.1.5 Testes Histoquimicos

Parte do material botanico coletado foi reservado para cortes a fresco obtidos a mao
livre, sendo submetidos a varias técnicas de coloracdo para andlises das substancias
quimicas presente no material. Para o reconhecimento de algumas substancias de interesse
foram utilizadas as seguintes técnicas de coloragdo:

1) Compostos pécticos e mucopolissacarideos — Os cortes foram submetidos a uma
solugdo aquosa de vermelho de ruténio 0,02% por 8 minutos (Chamberleim, 1932,
adaptado). A presenca destes compostos foi indicada pela coloragdo vermelha.

2) Lipidios — Foram feitos testes com o Sudan III e IV 0,03%, onde o material foi
submetido aos corantes por 5 minutos (Pearse, 1980, adaptado). A detec¢do acontece por
um processo fisico em que ocorre partilha entre os lipidios € o solvente do lisocromo
(etanol 70%), tendo as moléculas do lisocromo maior afinidade para os lipidios do que para
o solvente, revelando assim a marcagdo de cor laranja e vermelha respectivamente.

3) Alcaloides — Os cortes foram submetidos ao reagente de Dragendorff de 5 a 10 minutos
e em seguida lavados em nitrito de sodio a 5% e logo apos em dgua. Os alcaloides coram de

castanho-avermelhado (Svendsen e Verpoorte, 1983).
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4) Fenodis — Os cortes também foram submetidos ao reagente Hoephner-Vorsatz recém
preparado (para cada 50 ml de solug@o deve- se adicionar 1ml nitrito de sddio a 10%, 10 ml
a de ureia 20%, 10 ml de acido acético a 10% e apos 3 minutos 20 ml de hidroxido de
sodio). Nessa reacdo de oxidacdo, derivados nitrosos sao formados ao se adicionar uma
base evidenciando os compostos fendlicos que adquirem uma cor amarelada a marrom
(Reeve 1951).
5) Terpenoides — Os cortes também foram submetidos ao reagente de NADI (recém-
preparado), e mantidos durante uma hora no escuro (David & Carde, 1964). O reagente de
Nadi ¢ uma mistura de dois componentes incolores, o a-naftol e o cloridrato de
dimetilparafileno diamina, que origina por oxidagcdo o azul de indofenol, composto
fortemente lipossoluvel que altera a cor por variagdo do pH, permitindo uma coloragao
diferencial azulada para terpenoides.
6) Amido — Os cortes serdo submetidos a solucdo de Lugol (solugdo de iodo a 0,5%
adicionada a Iodeto de Potassio a 1%) durante 5 a 10 min (Jensen, 1962). Esse sal i6nico
provoca a ruptura das ligagdes de hidrogénio e a consequente separagdo das varias unidades
de glucose que constituem a macromolécula de amido, permitindo que o iodo se acumule
na molécula de amido.
7) Proteinas — Os cortes foram submetidos ao azul Brilhante de Coomassie 0,25%
(Fischer, 1968, adaptado). Esse corante existe sob duas formas (vermelha e azul). Por
ligacdo do corante a proteina na forma vermelha ¢ convertida na azul, provocando um
desvio na banda de absor¢do maxima de 465 para 595 nm.
8) Schiff (PAS) — Os cortes foram submetidos ao acido periddico que segundo Paulete &
Becak (1976) quando atua nos polissacarideos, oxida-os, dando lugar a formagdo de
aldeidos, os quais podem ser detectados pelo reativo de Schiff. A tabela 1 apresenta os
reagentes com respectivos compostos detectados por eles .

As laminas semipermanentes foram montadas com glicerina e laminula e analisadas
em microscopio optico de campo claro (Axioplan, ZEISS, EUA), com captura de imagem

por camera (Power Shot A640, CANON, EUA) acoplada.
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Reagentes Substiancias Tempo da  Coloracao

identificadas reaciao
Vermelho de Ruténio (Chamberleim 1932) Pectina 10 min Rosa
Sudan I e IV (Pearse 1980, adaptado) Lipideos Smin Laranja e

vermelho

Dragendorff (Svendsen & Verpoorte 1983). Alcaloides 10 min Castanho-

avermelhado
Hoephner-Vorsatz (Reeve 1951) Compostos 3 min Marrom claro
fenolicos
NADI (David & Carde 1964) Terpenos 10 min Azul
Reagente Schiff (Maia 1979). Acido 10 min Amarelo
periodico
Lugol (Jensen, 1962) Amido 10 min Roxo
Azul de Coomassie (Fischer, 1968) Proteinas 10 min Azul

Tabela 1: Relagdo de reagentes e moléculas de interesse. Fonte: Adaptado de Manual Bésico de

M¢étodos em Morfologia Vegetal (Kraus & Arduin, 1997).

4.1.6 Preparo da amostra da folha para microscopia dptica.

Fragmentos da lamina foliar da regido mediana, borda, peciolo, &pice e base das
folhas, foram fixados em solucao fixadora de Karnovsky (1965), adaptado por Da Cunha et
al. (1988), contendo formaldeido 4% v/v, glutaraldeido 2,5% v/v e tampdo cacodilato de
sodio 0,05 M em pH 7,2. Posteriormente, foram lavados neste mesmo tampao e poés-fixados
em uma solugiio aquosa de tetroxido de Osmio 1%, no mesmo tampao por 2h. Apds nova
lavagem no mesmo tampao, os fragmentos foram desidratados em uma série crescente de
acetona nas porcentagens 30% v/v, 40% v/v, 50% v/v, 70% v/v, 90% v/v e trés vezes em
100% v/v s, em seguida infiltrados com resina epdxi (Epon®) e por fim, as amostras
embebidas em resina pura foram colocadas em formas e levadas a estufa a 60 °C por 48h
para a polimerizacdo e obtencdo de blocos. Em um ultramicrotomo (Reicheit Ultracut S)
parte das amostras foram retirados cortes semifinos entre 0,60 e 0,70 um de espessura com
o auxilio de faca de diamante. Essas sec¢des foram coradas com azul de Toluidina 1% por
1 min, seladas com Entellan® (Merck). As laminas semipermanentes foram analisadas em

microscopio optico de campo claro e submetidas a técnica de luz polarizada para evidenciar
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a presenca de cristais (Axioplan, ZEISS, EUA), com captura de imagem por camera (Power

Shot A640, CANON, EUA) acoplada.

4.1.7 Analise da micromorfologia foliar

Parte do material foi submetido a fervura em cloroféormio para retirada de cera
epicuticular. Para anaslises de micromorfologia, apds as etapas de fixacdo e desidratacdo,
as amostras foram submetidas a secagem em ponto critico de CO; liquido, com o auxilio do
aparelho Bal-Tec Critical Point Dryer CPD 030 (Baltec, Switzerland). Em seguida, os
fragmentos secos foram aderidos com fita adesiva de carbono em suportes proprios e
cobertos com uma fina camada de ouro de 20 nm (Bal-Tec Sputer Coater SCD 050, Baltec,
Switzerland). As imagens foram obtidas no microscopio eletronico de varredura (EVO 40,

ZEISS, Germany) a uma voltagem de 15 KV.

4.1.6 Processamento do Lenho

As amostras do lenho foram submetidas inicialmente por um processo de quimico
com solu¢do amolecedora composta de dgua destilada, etanol 96% e detergente neutro.
Posteriormente ao processo de amolecimento, o material foi seccionado em um micréotomo
de deslize (SM2010 R, LEICA, Alemanha) nos planos transversal e longitudinal radial e
tangencial, obtendo-se cortes a uma espessura média de 15 pm. Em seguida, os cortes
passam pelos seguintes processamentos: clarificagdo com uso de hipoclorito de sodio a
50% e agua acidulada 0,1%; desidratacdo em série etilica ascendente por 40 minutos
(etanol 10% a etanol 100%); coloracdo com azul de Astra e safranina hidroalcoolica
seguido por imersdo em xilol P.A. As laminas permanentes foram confeccionadas com
resina sintética Entellan® e depositadas no acervo da xiloteca (HUENFw).

Para as analises quantitativas foram confeccionadas 15 laminas da espécie
selecionada. Todas as descri¢des, contagens € mensuragdes celulares do lenho obedecerao
as normas do TAWA. As laminas semipermanentes ¢ permanentes foram analisadas em
microscopio Optico de campo claro (Axionplan, ZEISS, EUA), com captura de imagem por
camera (Power Shot A640, CANON, EUA) acoplada ao microscopio. As imagens foram
utilizadas para as descrigdes qualitativas e andlise quantitativa, efetuadas com o software
Image-Pro Plus.

Para analise dos atributos morfofuncionais do lenho foram mensurados a frequéncia,
comprimento, didmetro, area do circulo e a espessura da parede dos elementos de vaso, o

tamanho das pontoagdes intervasculares e raiovasculares; o comprimento, diametro, limen,
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a espessura da parede e as pontoacdes das fibras, e a frequéncia, comprimento e largura dos
raios. Foram realizadas 25 medi¢des para cada pardmetro, para identificar os caracteres

anatdmicos do lenho.

4.1.9 Extracao proteica

Oitenta gramas de folhas de M. zapota, foram maceradas com o auxilio de graal,
pistilo e nitrogénio liquido até a obten¢do de uma farinha de fina granulagdo. Apds a
obtencdo da farinha, foi feita a extragdo das proteinas segundo metodologia descrita por
Taveira et al. (2014) com modificagdes. Inicialmente as proteinas foram extraidas em
tampao fosfato (Na,HPO4 10 mM; NaH,PO4 15 mM; KCI1 0,1 M; EDTA 1,5% e pH 5,4) na
propor¢do 1:5 (farinha: tampdo) por trés horas sob agitacdo constante a 4° C. O
homogeneizado foi submetido a uma centrifugacao a 15.400 x g por 30 min a 4° C. O
precipitado foi descartado e ao sobrenadante adicionado sulfato de aménio a 70% de
saturagdo. O material obtido foi mantido por 16h a 4°C. Posteriormente foi centrifugado
novamente a 15.400 x g por 30 min a 4° C, o sobrenadante descartado e o precipitado
ressuspenso separadamente em agua destilada e aquecido a 80°C por 15 min. Apos
aquecimento, foi submetido a uma nova centrifuga¢ao a 15.400 x g por 30 min a 4° C. O
precipitado foi descartado e o sobrenadante dialisado contra dgua destilada, liofilizado e

denominado extrato proteico (EP) (Esquema 1).
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HOMOGENEIZADO

{15,400 x g por 30 min}

PRE%FADD SOBRENADANTE
- Adicdo de sulfato de amonio a

T0% de saturagao,
- "Owvernight™ a 4 ®C.

‘ - Centrifugacaoc

- Centrifugacéo (15400 x g por
30 min)

l l

PRECIPITADO SDER%ANTE
+

Ressuspender em agua destilada

Aquecer por 15 min a 80 °C

- Centrifugacao
(15400 x g por 30 min)

l |

PREC ADO SOBREMNADANTE
l - Dialise

EP

Esquema 1: Extracdo com sulfato de amonio do homogeneizado obtido a partir

da farinha das folhas de Manilkara zapota (Taveira et al, 2014).

4.2 Eletroforese em gel de tricina sob condicées desnaturantes

A eletroforese em gel de tricina foi feita segundo método de Schagger e Von Jagow

(1987). Foram usadas placas de vidro de 8 x 10 cm e de 7 x 10 cm e espacadores de 0,75

mm. O EB obtido apos a extragdo de folhas de M. zapota foi concentrado por liofilizagao,

ressuspenso em tampao de amostra (Tris 0,125 M; SDS 2,5%; azul de bromofenol 0,25%;

®- mercaptoetanol 5% e sacarose 15%), aquecidas por 5 min a 100 °C e centrifugadas a

16.000 x g por 2 min. Apos este procedimento, 20g do EP foi aplicado ao gel de

concentracdo. A eletroforese foi feita a uma voltagem constante de 22 V por um periodo de
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aproximadamente 16 h. Foram usados os seguintes marcadores de massa molecular:
Triosefosfato isomerase do musculo coelho (26.600 Da), Mioglobina de cora¢dao de cavalo
(17.00 Da), a-lactalbumina de leite bovino (14.200 Da), Aprotinina do pulmdo bovino
(6.500 Da), Cadeia B de insulina bovina, oxidada (3.496 Da), Bradicinina (1.060 Da).

As determinagdes quantitativas de proteinas foram feitas através do método do
acido bicinconinico, descrito por Smith et al. (1985), com modificacdes. A albumina sérica

bovina foi utilizada como proteina padrao.

4.2.1 Coloracao e descolorac¢ao do gel

Apos o término da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas de vidro e
colocado numa solugdo corante (Coomassie Blue R 0,05%; acido acético 70% e metanol
40%). Depois de corado, o gel foi transferido para uma solugdo descorante (metanol 40% e

acido acético 7%) até a visualiza¢do das bandas de proteina.

4.2.2 Analise da Inibicdo do Crescimento das Células de Leveduras

Aliquotas das espécies de leveduras C. albicans e C. tropicalis foram retiradas de
uma placa de Petri que possuia colonias crescidas e colocadas em novas placas, contendo
agar Sabouraud, fazendo-se estriagdes sobre o meio para a obten¢cdo de um crescimento
celular homogéneo. Esta nova placa foi entdo deixada na estufa a 30 °C por 24 h e em
seguida usada para a obtencao das células utilizadas no ensaio. Com o auxilio de uma alga
de semeadura, uma aliquota celular foi retirada e adicionada a 10 mL de meio liquido (caldo
Sabouraud, 1% de peptona, 2% de glicose) (Merck) para que se pudesse fazer a
quantificagdo das mesmas numa camara de Neubauer (Optik Labor), com auxilio de um
microscopio optico (Axioplan.A2, Zeiss).

Inicialmente, as células das leveduras C. albicans e C. tropicalis (1 x 10* cel.mL™)
foram incubadas em caldo Sabouraud contendo 100, 200, 300 ug.mL! do Extrato proteico
(EP) de folhas de Manilkara zapota, tendo sido o volume final de ensaio ajustado para 200
uL. O ensaio foi realizado em placas de cultura de células (96 pogos) (Nunc) a 30 °C, por
um periodo de 24 h. A estimativa do crescimento celular foi determinado pela densidade
oOptica, no tempo final de 24 h, em um leitor de microplacas, num comprimento de onda de
620 nm. C¢lulas de controle foram cultivadas na auséncia do extrato proteico. Todo o
procedimento foi realizado sob condi¢des de assepsia, em capela de fluxo laminar, segundo
método adaptado de Broekaert er al. (1990). Os experimentos foram realizados em

triplicata.
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4.2.3 Permeabilizacio de Membranas de Leveduras

As células das leveduras C. albicans e C. tropicalis (1 x 10* celmL™') foram
incubadas em caldo Sabouraud contendo 300 pg.mL! do EP, tendo sido 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 o EP foi
avaliada através da utilizagdo do corante fluorescente Sytox green, segundo metodologia
descrita por Thevissen et al. (1999). Imediatamente apds as 24 h de incubagdo com o EP,
aliquotas de 96 pL foram incubadas, ao abrigo da luz e sob agita¢do constante de 500 rpm
por 15 min, com o corante fluorescente Sytox green a uma concentragdo final de 0,2 uM, de
acordo com instrugdes fornecidas pelo fabricante. As células de controle foram incubadas
apenas com o corante Sytox green, nas mesmas condi¢cdes. Em seguida, as células foram
analisadas em microscopio Optico (Axionplan, ZEISS, Germany), acoplado a uma cdmera
Moticam Pro 282B, Hong Kong e as imagens foram analisadas pelo software Axiovision,
versao 4.0 (Zeiss). O microscopio estava equipado com um conjunto de filtros fluorescentes
para detec¢ao da fluorescéncia (excitagdo com comprimento de onda entre 450 - 490 nm e

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

4.2.5 Analises Estatistica

Dados do ensaio de inibicdo do crescimento de leveduras, foram avaliados usando
ANOVA. As diferengas médias foram consideradas significativas quando P<0.05. Todas as
analises estatisticas foram realizadas com software GraphPad Prism (versio 6.0 para

Windows).

5. Resultados

As folhas de M. zapota., coletadas nos entornos do Hospital Veterinario do Campus
da Universidade Darcy Ribeiro (21°45°38.48°S e 41°17°.07.28°0O) em uma area de campo
aberto, Campos dos Goytacazes — RJ, foram avaliadas a partir de técnicas usuais para
microscopia Optica e eletronica de varredura. As técnicas utilizadas possibilitaram analisar
os atributos anatomicos da lamina foliar, tais como: presenca/auséncia de estruturas
secretoras internas ou externas, relevo cuticular da superficie epidérmica, arquitetura da
parede periclinal externa, tragado da parede anticlinal epidérmica, presenga/auséncia dos

estomatos, localizacdo e tipo de estdmatos, organizacdo do mesofilo, presenca/auséncia e
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tipo de tricomas, classificacdo e localizacdao de laticiferos no mesofilo e tipo de sistema
vascular.

Para andlise dos atributos morfofuncionais do lenho foi utilizada microscopia optica
de campo claro foram mensurados a frequéncia, comprimento, didmetro, area do circulo ¢ a
espessura da parede dos elementos de vaso, o tamanho das pontoagdes intervasculares e
raiovasculares; o comprimento, didmetro, limen, a espessura da parede e as pontoacdes das
fibras, e a frequéncia, comprimento e largura dos raios. Todas as descri¢des, contagens e

mensuragoes celulares do lenho obedeceram as normas do IAWA.

5.1. Anatomia da folha e lenho

As folhas de M. zapota possuem uma densa camada de cera epicuticular rugosa nas
faces adaxial e abaxial, com presengca de hifas fungicas (Fig. 5: A-E). Foi possivel
identificar a presenga de tricomas estrelados na face abaxial, na regido do tergo médio (Fig.
5: E). As folhas de M. zapota sdo hipoestomatica, com presenga de estdmatos na face
abaxial sendo cobertos por uma camada de cera (Fig. 5: B-E). Os estomatos nao
apresentaram ornamentacao (Fig. 5: C). Analises de dissociacdo revelaram que os
estdmatos sdo anomociticos, a epiderme na face abaxial possui presenga de cristais de
oxalato de célcio e vestigios de tricomas (Fig. 5: G). A dissociagdo da epiderme revelou
que a parede periclinal externa possui sinuosidades nas faces adaxial e abaxial, bem como
foi possivel visualizar a presenca de laticiferos na face adaxial e cicatrizes de tricomas na

face abaxial (Fig. 5: F e G).
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Figura 5: Superficie foliar de Manilkara zapota (Sapotaceae). Microscopia eletronica de varredura

(A-E). Microscopia optica (F e G). A — Cera em crosta (estrela) sobre epiderme adaxial; B —
Presenca dos estomatos na face abaxial (seta) protegidos por camada de cera epicuticular em forma
de crosta rugosa; C— Epiderme abaxial tratada com cloroférmio para retirada de cera. Presencga de
hifas fungicas (*) e estomatos (seta); D — Inser¢do mostra estomato rodeado por hifas fungicas; E —
Presenca de tricoma tector do tipo estrelado (seta branca) no terco médio da face abaxial; F — Face
adaxial evidenciando células com paredes sinuosas (>) e laticiferos (1) do tipo anastomosados com
bifurcagdo em forma de “Y”. G — Folha do tipo hipoestomatica com estomatos paraciticos (seta),
células epidérmicas com parede periclinal sinuosa, cicatrizes de tricomas (tr) e presenca de cristais
de oxalato de calcio (pr); Imagens: F e G foram coradas em Safranina. Barras: A, 20 um; Be D, 10
pum: C, 3 um; E, F e G, 100 um.
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As andlises de microscopia Optica revelaram cuticula espessa nas faces adaxial e
abaxial da lamina foliar, na nervura central do ter¢o médio e no peciolo (Fig. 6: Ae B, D e
G). O mesofilo da lamina foliar apresentou 0os mesmos aspectos anatdmicos nas secgoes
referentes ao apice, ao terco médio e a borda (Fig. 6: A). A epiderme na face adaxial ¢
bisseriada contendo uma camada hipodérmica. A camada mais externa apresenta células
achatadas, recoberta pela cuticula adaxial, cristais prismaticos com parede anticlinal
justaposta e tamanho menor que a camada hipodérmica. A hipoderme ¢ composta por
células globosas, de formato irregular, com parede anticlinal justapostas, e possui secrecao
e cristais prismaticos (Fig. 6: A-C). Seguido da hipoderme encontra-se o parénquima
pali¢adico, o qual ¢ composto por células alongadas, justapostas formando duas a trés
camadas de células (Fig. 6: A e B). O parénquima lacunoso ¢ composto de trés a cinco
camadas de células bem espacgadas entre si, de formato arredondado a irregular, contendo
grandes espacos intercelulares (Fig. 6: A). A epiderme abaxial ¢ formada por células de
formato arredondado a retangular, com paredes anticlinais justapostas e estOmatos no
mesmo nivel das células epidérmicas, formando cavidades estomdticas em direcdo ao
parénquima lacunoso (Fig. 6: A). No mesofilo, também foi possivel observar a presenca de
feixes vasculares sustentados por bainha parenquimatica e células esclerenquimaticas (Fig.
6: A). Também foi possivel identificar a presenca de laticiferos por todo o mesofilo e
peciolo, associados aos feixes vasculares (Fig. 6: A,F e H).

A nervura central ¢ composta por epiderme unisseriada seguida de células
colenquimatosas na superficie abaxial e adaxial, células parenquimaticas, e laticiferos (Fig.
6: D, E e G). O feixe vascular ¢ continuo, com formato convexo a superficie adaxial,
sustentado externa e internamente por células esclerenquimaticas (Fig. 6: D). A base e o
peciolo apresentam os mesmos atributos anatdmicos de disposi¢ao do feixe vascular, da
epiderme, do cortex e do parénquima de preenchimento (Fig. 6: F). Em corte longitudinal
do feixe vascular peciolar foi possivel identificar a presenca de laticiferos entre as células

do xilema (Fig. 6: H).
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Figura 6: Anatomia da folha de Manilkara zapota (Sapotaceae). Microscopia Optica. A — Corte
transversal do terco médio evidenciando a cuticula, o mesmo padrdo foi observado nas seccoes
referentes ao dpice e a borda (c); epiderme (Ep), latex (la) parénquima pali¢adico (Pp),
parénquima lacunoso (Pl), bainha (ba), feixe vascular (Fv), laticifero (/), esclerénquima (ec) e
estomato (*); B — Sec¢do do tergo médio evidenciando a presenca de cristais de oxalato e calcio (pr)
proximo ao esclerénquima (ec) e feixe vascular (Fv); C — Natureza dos cristais (pr) em microscopia
optica sob luz polarizada; D — Corte transversal da nervura central evidenciando o colénquima (Co)
feixes vasculares (FV), cortex (Cx) e parénquima de preenchimento (Pa); E — Detalhe da nervura
central evidenciando colénquima (Co), parénquima de preenchimento (Pa) e esclerénquima (ec); F

— Secgdo transversal do peciolo; G- Detalhe da epiderme da nervura central evidenciando a cuticula
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(c), epiderme (Ep) e o parénquima (Pa); H- Corte longitudinal do peciolo evidenciando laticifero (/)

e xilema (Xi). Barras: 100 um.

Secgdes transversais @ mao livre da ldmina foliar mostraram a presenga de tricomas
do tipo estrelado, os quais dificilmente sdo observados aderidos a epiderme (Fig. 7: B). Os
tricomas parecem se soltar facilmente durante o processamento de rotina para microscopia
do material. A epiderme nas faces abaxial e adaxial é coberta por cuticula lipofilica
evidenciada por Sudan IV, com coloragdo avermelhada, e NADI, com coloragdo azul (Fig.
7: E e F). Também foi identificada na cuticula a presenga de pectina com o reagente
cromogénico vermelho de Ruténio (Fig. 7: C). O reagente azul brilhante de Coomassie
evidenciou com coloragdo azul brilhante a presenga de proteinas nas células laticiferas em
seccdo longitudinal do peciolo (Fig. 7: O e P). Nas células do parénquima pali¢adico e
lacunoso houve marcagdo positiva para compostos fenodlicos através do reagente de
Hoephner-Vorsatz, a mucilagem foi evidenciada por vermelho de Ruténio e gotas lipidicas
foram marcadas com Sudan IV (Fig. 7: C-E). E possivel identificar a presenca de laticiferos
por todo o mesofilo (Fig. 7: E). No parénquima de preenchimento e cortex da nervura
central do terco médio, foi possivel evidenciar a presenca de substancias pécticas (Fig. 7: I).
Os testes com Sudan III, Azul de Coomassie e reagente de NADI, evidenciaram a presenca
de laticiferos com conteudo lipoproteico e terpénicos, respectivamente (Fig. 7: J, K e M).
Em cortes longitudinais do peciolo observa-se a mesma composi¢ao do latex em laticiferos
proximos ao feixe vascular na regido parenquimatica e ainda a presenca de cristais

prismaticos (Fig. 7: L e N).

34



Py T

Figura 7: Histoquimica da folha de Manilkara zapota (Sapotaceae). Secgdes trahsversas da
lamina foliar (A-F), do ter¢o médio (G, I-K) e do peciolo (H, M, O e P), e longitudinais do peciolo
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(L e N) de M. zapota. A — Ter¢o médio controle; B — Inser¢do evidencia os tricomas estrelados; C —
Seccdo transversal corada com vermelho de Ruténio evidenciando compostos pécticos na epiderme
(ep), no parénquima paligadico (pp) € no parénquima lacunoso (pl); D — Secgao transversal corada
com reagente Hoephner-Vorsatz evidenciando os compostos fendlicos no parénquima pali¢adico
(pp) e lacunoso (pl). Laticifero bifurcado em forma de Y (1); E — Seccdo transversal corada com
Sudan IV evidenciando o carater lipidico da cuticula nas faces adaxial e abaxial, presenca de gotas
lipidicas nas células do parénquima pali¢adico (seta), laticifero ndo marcado com distribuigdo
intrusiva no mesofilo; F — Reacdo positiva evidenciada NADI na cuticula (¢) e laticiferos ndao
marcados no mesofilo (1); G — Nervura central controle; H — Peciolo controle; I — Reagdo positiva
para vermelho de Ruténio na nervura central; J — Sec¢do transversal da nervura central corada com
Sudan III evidenciando os laticiferos (setas) no cortex (co) e no parénquima de preenchimento (p);
K — Detalhe dos laticiferos preenchidos por latex de composicéo lipidica (la); L — Vista longitudinal
de laticifero (l1a) no peciolo; M — Reagdo positiva para reagente de NADI evidenciando contetido
dos laticiferos (seta) no cortex (co) e no parénquima de preenchimento (p); N — Vista longitudinal
dos laticiferos (seta fina) no peciolo corado com reagente de NADI, presenca de cristais prismaticos
(c) no parénquima de preenchimento, parede do laticifero parcialmente dissolvida (setas grossa); O
— Reagdo positiva para azul brilhante de Coomassie no contetido do laticifero (seta fina) em corte
transversal; P — Vista longitudinal do laticifero preenchido por latex (la). Barras: A, C-J, L e M:

100pm; N: 50um; B, K e O e P: 25um.
Os demais reagentes ndo apresentaram marcacdo demonstrando reacdo negativa. A

tabela de relacdo de reagentes e moléculas de interesse exibe a presenca dos compostos

quimicos evidenciados pelos testes histoquimicos nos tecidos analisados (Tabela 2).
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Reagentes Substancias  Latex Lamina Peciolo

identificadas Foliar
Vermelho de Ruténio Pectina _ + +
(Chamberleim, 1932)
Sudan IV e I1I Lipideos + + +
(Pearse 1980, adaptado)
Hoephner-Vorsatz (Reeve Compostos + _
1951) fenolicos
Dragendorff Alcaloides _ _
(Svendsen & Verpoorte 1983)
NADI Terpenos + + +
(David & Carde, 1964)
Reagente Schiff (Maia, 1979). Acido - - -
periodico
Lugol (Jensen, 1962) Amido - - -
Azul de Coomassie (Fischer, Proteinas + + +
1968)

Tabela 2: Relagdo de reagentes e moléculas de interesse identificadas.

O lenho de M. zapota ¢é caracterizado por apresentar camadas de crescimento
indistintas, porosidade difusa, com vasos solitarios e multiplos, em arranjos radiais de 2 a 8
(Fig. 8: A). Os elementos de vasos apresentam secdo circular a oval com comprimento
médio de 672 um (longos), didmetro tangencial médio de 118 um (médios), didmetro radial
108,7 wm, paredes com cerca de 2 um de espessura e placas de perfuracdo simples,
presenca de apéndices em ambas as extremidades, pontoagdes intervasculares com cerca de
1,7 um (Fig. 8: A, E e G). As fibras sdo grandes (1282 um), libriformes, ndo septadas, com
pontoacdes simples de 1,4 um, didmetro médio de 16 pm, limen de 1,5 um, e paredes
delgadas a espessas (Fig. 8: E e F). O parénquima axial ¢ do tipo apotraqueal difuso em
agregados tendendo a formar linhas com uma célula de largura, e seriado, com cerca de 2-5
por série. Além disso € possivel observar a presenga de parénquima paratraqueal escasso

(Fig. 8: A e B). Os raios possuem cerca de 17 mm, s3o unisseriados e bisseriados,
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compostas por células procumbentes no centro, 2-4 fileiras de células eretas e quadradas
nas margens, altura média de 478 pm e largura média de 40 um Fig. 8: C e D). Nota-se a

presenca de cristais prismaticos nas células do raio (Fig. 8: D). ndo foram observados

laticiferos nos trés planos de cortes.

Figura 8: Anatomia do lenho de M. zapota (Sapotaceae). A — Corte em plano transversal; B — Corte
no plano longitudinal tangencial, C — Corte no plano longitudinal radial; D — Detalhe de corte
longitudinal radial evidenciando cristais prismaticos; E — Macerado evidenciando elementos de

vaso ¢ fibras; F — Insercdo mostrando as fibras; G — Macerado mostrando elemento de vaso com
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apéndices em ambas as extremidades e detalhes das pontuagdes. Microscopia Optica. Barras: A-F:

100 um, G: 50 um.

5.1.2 Perfil eletroforético do extrato bruto de folhas de Manilkara zapota

A figura 9 mostra o perfil eletroforético do extrato bruto obtido apos a extracdo de
proteinas das folhas de M. zapota, onde ¢ possivel observar a presenga de duas proteinas
majoritarias, uma proteina de aproximadamente 14 kDa e uma outra proteina de alta massa

molecular acima de 26 kDa.

26.600

17.000

14.200

3.496

Figura 9: (A) Eletroforese em gel de tricina na presenca de SDS do extrato bruto das folhas de M.
zapota tratado com P-mercaptoetanol. (M) marcador de massa molecular (Da), (EP) 20 pg do

extrato proteico.

5.1.2 Ensaio de Inibicao do Crescimento

A atividade antimicrobiana do extrato bruto (EB) de folhas de M. zapota foi testado
sobre as espécies de leveduras C. albicans e C. tropicalis, utilizando-se as concentragdes de
100, 200 e 300 pg.mL! (Fig. 10). Os resultados obtidos mostram que o EB foi capaz de
causar uma inibicdo de 30 e 34% nas concentracdes de 200 e 300 pg.mL!, respectivamente

sobre o crescimento de C. albicans. Sobre o crescimento da levedura C. tropicalis o EB foi
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capaz de causar uma redugdo no crescimento de 21 e 47% nas concentragdes de 200 e 300
png.mL!, respectivamente. Nenhuma inibicdo do crescimento foi observada na

concentragio de 100 pg.mL! para ambas as leveduras testadas.
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Figura 10: Graficos de inibicdo do crescimento das células das leveduras C. albicans e C.

tropicalis, na auséncia do EB (controle) e na presenga de 100, 200 e 300 pg.mL"' do EP.

5.1.3 Efeito de EB sobre a Permeabilizacio de Membranas de Leveduras
Todas as duas espécies de leveduras utilizadas no ensaio de inibi¢do do crescimento

foram ensaiadas para a verificagdo da permeabilizagdo da membrana plasmatica na
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presenca e na auséncia do EP (300 ug.mL") (Fig. 11). Nas condi¢des testadas o EP nio foi
capaz causar a permeabilizacdo da membrana plasmatica das células de C. albicans e C.
tropicalis, entretanto podemos observar uma diminuicdo do numero de celular no

tratamento para ambas as espécies, corroborando os dados obtidos pela densidade optica.

C. albicans C. tropicalis
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Figura 11: Células de C. albicans e C. tropicalis ap6s ensaio de permeabilizagdo da membrana,
visualizadas por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente Sytox green. As
c¢lulas foram tratadas com EP durante 24 h e em seguida, analisadas quanto a permeabilizacao da

membrana. As células controles foram tratadas apenas com sonda Sytox green. Barras de 20 pm.

6. Discussao

6.1 Anatomia da folha e do lenho

As caracteristicas morfoanatdmicas como lamina foliar bifacial, nimero variavel de
estratos do tecido palicadico, tecido lacunoso com grandes espacos intercelulares, sem

ornamentacao de cuticula, epiderme composta de células com paredes anticlinais retas ou

estbmatos anomociticos e paraciticos ao nivel epiderme, e fibras

sinuosas,

esclerenquimatosas no mesofilo foram descritas por Solereder & Scott 1908, Metcalfe &

41



Chalk, 1950, Pennington, 1990, Monteiro et al., 2007, Carneiro et al., 2012 e Lima et al.,
2019. Essas caracteristicas foram observadas na lamina foliar de M. zapota neste estudo.
Alguns destes autores ainda destaca presenca de laticiferos, tricomas e cristais prismaticos
como carater anatdmico marcante no reconhecimento de qualquer espécie para a familia
Sapotaceae (Solereder & Scott 1908, Metcalfe & Chalk 1950, Monteiro et al., 2007,
Carneiro et al., 2012). A grande quantidade de cera epicuticular em crosta presente em M.
zapota foi em parte retirada para melhor visualizacdo da epiderme, técnica também
utilizada para diagnosticar a micromorfologia foliar espécies do género Psychotria
(Rubiaceae) (Moraes et al., 2012).

Os resultados da anatomia da folha de M. zapota estdo de acordo com o esperado
para o género Manilkara. Além de uma cuticula espessa, M. zapota apresentou cera em
crosta sob a epiderme abaxial e adaxial e hifas fungicas colonizando toda a superficie da
lamina foliar, o que é comum para a familia Sapotaceae (Furtado et al., 2018). A cera em
grande quantidade corrobora com as informacdes de Esat (1974), cuja funcdo ¢ atribuida
como um fator que evita a perca de agua, atribuindo essa caracteristica a plantas
xeromorficas. Esta condi¢ao anatomica em M. zapota pode estar diretamente ligada a perda
de agua visto que a espécie ¢ comum de regides Caatinga, Cerrado além de ser encontrada
em ambientes florestais como Amazonia e Mata Atlantica (Silva Junior et al., 2014). Como
o individuo estudado se encontra em area descampada sob intensa radiacdo a grande
quantidade de cera epicuticular, o maior espessamento da cuticula e epiderme, pode estar
relacionado com a protegdo a altas irradiancias, refletindo a luz, através do aumento
superficie de reflexdo, evitando o aquecimento do protoplasma e a perca de agua (Pireda et
al., 2019).

A presenca de tricomas ¢ um carater comum da familia Sapotaceae (Monteiro ef al.,
2007). Tricomas malpighiaceos em forma de “Y” foram encontrados em Diploon
cuspidatum (Hoehne) Cronquist (Lima et al., 2019), em e espécies do género Ponteira
Aubl. tal como Pouteria guianensis Aubl. (Monteiro et al., 2007), e tricomas biramificados
em espécies do género Manilkara (Fabris & Peixoto, 2013). Em trabalhos anteriores
tricomas unicelulares foram encontrados em M. zapota por Nagari et al. 2012 e por Moura
et al., 2019. Metcalfe & Chalk (1950) sugeriram a presenc¢a de mais de um tipo de tricoma
para a familia. No presente trabalho, foram observadas a presenca de cicatrizes de tricomas
na face abaxial e ainda tricomas do tipo estrelado, com ramificag¢des, ainda ndo citado na

literatura para o género. Pennington (1990) cita para a familia que os tricomas podem ser
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\deciduos, apresentando diferentes densidades nas faces adaxial e abaxial da folha, com
bracos de diferentes tamanhos. Este fato corrobora com as caracteristicas observadas na
face abaxial de M. zapota aparentemente deciduos, ja que foram observados na maioria das
vezes soltos, e em pouca quantidade na face abaxial, além de muitas cicatrizes. De acordo
com Shields (1950), a densidade de tricomas pode variar de acordo com as caracteristicas
ambientais, evitando a perda excessiva de dgua, ou ainda que tricomas mortos formem
camadas protetoras evitando a evapotranspiragao excessiva. Em ambientes sob alta
intensidade luminosa os tricomas também podem atuar refletindo radiagcdo evitando o
aquecimento da folha e ainda protegendo contra herbivoria (Pessoa et al., 2019). Com
relacdo aos estOmatos, estes estdo no mesmo nivel da epiderme em M. zapota,
caracteristicas comuns em Sapotaceae descritas por Solereder (1908), reportando que essa
caracteristica esta relacionada a projecdo da cuticula sobre as células estomaticas.

Em M. zapota, a epiderme na face adaxial mostrou-se bisseriada em todas as regides
foliares (4pice, borda e base), sendo a mais externa justaposta com células e achatadas, e a
mais interna composta por células pilosas e justapostas, com presenca de secrecdao. Esse
resultado ¢ diferente de Diploon cuspidatum (Hoehnea) Cronquist (Lima et al., 2019), que
apresenta uma camada de células. A epiderme com duas camadas foi observada também
para outras espécies do género (Almeida Jr. et al., 2013). Também foi observado grandes
cristais do tipo oxalato de célcio nas células da epiderme e proximas ao feixe vascular.
Estes cristais foram descritos por Solereder (1908), Metcalfe e Chalk (1950) e Monteiro et
al. (2007), evidenciando que a presenca de cristais prismaticos ou de areia, agrupados ou
solitarios nas células ¢ uma excelente caracteristica de diagnose para familia. Além disso,
esses cristais podem desempenhar fungdes inimeras tais como de balango i6nico celular,
regulacdo osmotica, defesa vegetal contra herbivoria, suporte mecanico tissular,
detoxificagdo de aluminio e metais pesados, captacao e reflexdo da energia solar (Silva et
al., 2014). Os grandes cristais prismaticos em M. zapota, também estdo dispersos na
nervura central e no peciolo nas camadas subepidérmicas, semelhante a D. cuspidatum
(Lima et al., 2019).

O mesofilo em M. zapota ¢ dorsiventral constituido de parénquima palicadico
multisseriado, corroborando com o observado em D. cuspidatum. Porém, diferentemente de
M. zapota, uma das camadas ¢ composta por células alongadas lateralmente (Lima et al.,
2019). O namero de camadas do parénquima paligadico pode estar relacionado pela
intensidade luminosa, humidade e habitat (Muniz et al., 2018). Porém, em Sapotaceae esse
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nimero pode ser fixo, espécies podem apresentar uma ou mais camadas apenas voltadas
para a epiderme adaxial e parénquima lacunoso com grandes espagos intercelulares
(Monteiro, 2007; Almeida-Jr et al., 2013). Neste trabalho, foi observado parénquima
lacunoso com grandes espagos intercelulares e células alongadas justapostas, formando até
trés camadas.

A forma e o arranjo do sistema vascular do peciolo e do terco médio foram
considerados uteis na sistemadtica das plantas (Metcalfe & Chalk, 1950). Metcalfe & Chalk
(1950) descreveram oito formas para o peciolo de Sapotaceae. Destes, M. zapota foi
classificado como plano-convexo a superficie adaxial, sustentando por células
esclerenquimaticas externa e internamente. O feixe vascular do peciolo também ¢é plano-
convexo. Algumas espécies do género Manilkara, de acordo com Almeida Jr. et al (2013),
possuem peciolo com cuticula espessa e epiderme unisseriada, laticiferos na regido medular
e no parénquima de preenchimento, como ocorre no peciolo e nervura central de M. zapota.
De acordo com Monteiro et al. (2007), em outros géneros de Sapotaceae, também possuem
essas caracteristicas, porém, a disposi¢do dos feixes vasculares pode ser diferenciada entre
as espécies como foi evidenciado em Manilkara Adans e Pouteria Aubl.

Com relagdo aos laticiferos em Sapotaceae, estes acompanham os feixes
vasculares, sendo encontrados no ter¢o mediano na nervura central e no peciolo, nas
regides corticais e medulares, sao do tipo articulados ndo anastomosados. Sao preenchidos
por substancias resinosas, borracha, cristais de oxalato de calcio e amido, lipideos e fazem
parte da defesa constitutiva mecénica e quimica da planta (Solereder & Scott 1908,
Metcalfe & Chalk, 1950, Metcalfe & Chalk, 1983, Monteiro et al., 2007, Konno ,2011,
Aoyama & Labinas 2012). Os laticiferos atuam de forma mecanica ja que a borracha
impalatavel e de dificil digestdo (Aoyama & Labinas 2012). O latex quando ¢ exsudado por
injuria logo se torna denso e pegajoso devido a presenga de borracha e resinas. Além disso,
produz uma ag¢do colante, que além de evitar a entrada de patégenos através do ferimento,
também pode imobilizar insetos fitofagos e outros pequenos organismos tanto prendendo
suas mandibulas quando suas patas. No latex, também ha presenga de inimeros compostos
que atuam na defesa quimica tais como metabolitos secundarios e proteinas (Konno ,
2011). Considerada como caracteristica diagndstica para a familia, a presenca dos
laticiferos em M. zapota estd de acordo com a literatura. Esta estrutura estd presente no

mesofilo, na nervura central e peciolo, ocorrendo tanto na medula quanto no cortex,
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acompanhando o feixe vascular e proximo a epiderme (Moura et al., 2019). Estes
aparentam ndo formar anastomoses, formando bifurcagdes em forma de “Y”.

O contetido laticifero de M. zapota foi analisado histoquimicamente evidenciando a
presenca de proteinas, lipideos e terpenos, no parénquima clorofiliano também foi
evidenciado a presenga de compostos fendlicos, o que ¢ corroborado pela presenca de
compostos fendlicos em frutos de M. zapota e nas folhas de Manilkara hexandra,
exercendo atividade antioxidante (Baky et al., 2016). A presenta de compostos fenolicos
nas folhas também pode estar associada a prote¢ao contra danos causados pela radiagao
UV-B visto que o individuo estd sob grande exposi¢do solar (Pireda et al., 2019). Na
lamina foliar de Sideroxytlon obtusifolium, lipideos foram encontrados, estando presente
também na cuticula e no parénquima clorofiliano (Silva & Potiguara, 2008). A presenca de
lipideos na cuticula, de gotas lipidicas no parénquima, e no latex pode estrar relacionado a
preven¢ao da perda excessiva de 4gua e na resisténcia a doengas, além de estar presente na
composi¢ao das membranas das células (Menezes et al., 2003). A presenga de compostos
fenolicos também estd relacionada com a atividade biologica atribuida a M. zapota na
literatura etnobotanica, conferindo a espécie atividade antioxidante, antihiperglicemica e
hipocolesterolémicas. A presenca de compostos de carater lipidico pode também estar
relacionada com a atividade hipocolesterolémicas (Fayek et al., 2012).

O lenho de M. zapota apresentou caracteristicas que corroboram com o esperado
para a familia Sapotaceae e o género Manilkara. De acordo com Melfi (2006), o lenho de
M. zapota é caracterizado por apresentar camadas de crescimento indistintas, porosidade
difusa, com vasos solitarios e multiplos, em arranjos radiais. Melfi (2006) também
evidenciou que o diametro tangencial médio dos vasos varia entre 50 um e 160 pm, ja os
numeros encontrados aqui (118 um) estdo acima do observado por Melfi (2006). O
comprimento médio de 672 pum aqui evidenciado se encontra dentro da categoria
estabelecida pela [AWA Comittée (1989). As pontoagdes intervasculares com cerca de 1, 7
estdo abaixo da média em comparacdo ao trabalho de Melfi (2006), ja as fibras possuem
pontoagdes simples paredes delgadas a espessas como apontado por este autor. O mesmo
autor corrobora com resultados obtidos como, parénquima axial do tipo apotraqueal difuso
em agregados tendendo a formar linhas com uma célula de largura, e seriado, com cerca de
2-5 por série; presenga de raios unisseriados e bisseriados, compostas por células
procumbentes no centro, 2-4 fileiras de células eretas e quadradas nas margens; presenca de
cristais prismaticos nas células do raio e a auséncia de laticiferos nos trés planos de cortes .
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De acordo com Monteiro et al., (2007) em caules de Sapotaceae os laticiferos ocorrem no
floema e de acordo com Mustard (1982), no floema secundario de M. zapota alguns raios
sao compostos inteiramente de laticiferos, eles se dilatam nos ramos e formam laticiferos
secundarios na regido da periderme. O que pode justificar a ndo observagao de laticiferos
nos raios do lenho de M. zapota.

Melfi (2006) ndao observou a presenca de parénquima paratraqueal escasso, como
observado neste estudo. Caracteres como fibras grandes e libriformes evidenciadas neste

trabalho foram observadas por Honda, 1971 para a familia Sapotaceae.

6. 2 Perfil Proteico e ensaio de inibicao de crescimento

Somado ao estilo de vida sedentdrio, a pressdo evolucionaria dos agentes
infecciosos fez com que as plantas desenvolvessem sofisticados mecanismos de defesa.
Dentre os muitos componentes desses mecanismos, encontram-se as proteinas, as quais
atuam tanto na planta (fortalecendo, reparando ou alterando a parede celular e modificando
as propriedades da matriz extracelular) quanto no organismo agressor (inibindo, direta ou
indiretamente, o seu crescimento/desenvolvimento) (Mithofer e Boland, 2012).

Nos ultimos anos, varios trabalhos t€ém mostrado o potencial antimicrobiano de M.
zapota através de ensaios de inibi¢do do crescimento de fungos e bactérias patogénicas ao
homem, utilizando principalmente extratos de suas folhas e casca (Nair & Chanda 2008;
Osman et al., 2011; Kaneria & Chanda (2012); Islam et al., 2013; Mewara et al., 2017).

Inicialmente, foi feita uma extragcdo protéica das folhas de M. zapota conforme
metodologia padronizada por Taveira et al., (2014). Este extrato proteico foi submetido a
uma eletroforese em gel de tricina onde notou-se a presenca de duas proteinas (fig. 9). Estas
proteinas foram testadas contra as leveduras C. albicans e C. tropicalis, apresentando
atividade inibitdria nas concentragdes de 200 e 300 ug.mL™! (fig 10). Em 2017, Mewara e
colaboradores avaliaram a atividade antimicrobiana de trés extratos diferentes (aquoso,
acetato de etila e éter de petrdleo) de folhas de M. zapota contra fungos e leveduras
patogénicas. Os trés extratos apresentaram diferentes graus de atividade contra os
organismos investigados, entretanto apenas os extratos de éter de petréleo e acetato de etila
foram eficazes contra a levedura C. albicans utilizando uma concentracdo de 500 pg.ml".
Mesmo utilizando uma concentracdo mais alta, a inibicdo observada por Mewara e
colaboradores para esta levedura foi menor a que nds observamos neste trabalho.

Adicionalmente, este mesmo grupo de pesquisadores atribuiu a inibi¢ao do crescimento da
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levedura a compostos do metabolismo secundario, tais como alcaldides, flavonoéides,
terpenos, glicosideos e lipideos. De forma semelhante, Chanda e Kaneria, 2011 utilizaram
cinco diferentes solventes para a extragdo de possiveis compostos bioativos de folhas de
M. zapota. Todos os extratos foram avaliados quanto sua atividade antimicrobiana sobre
bactérias gram positivas e negativas e as leveduras Candida albicans, Candida epicola
Candida glabrata e Candida neoformans, de maneira geral os extratos foram mais ativos
contra as bactérias e apenas a C. albicans e C. epicola tiveram 61 % de inibicdo do
crescimento. No entanto, ¢ importante destacar que esses pesquisadores utilizaram a
concentragio de 2000 pg.mL!, dez vezes mais a concentracdo por nds utilizada neste
trabalho, e mais uma vez a inibi¢ao foi atribuida a metabolitos secundarios. Em conjunto
esses resultados nos permitem sugerir que o extrato proteico das folhas de M. zapota possui
um maior potencial antimicrobiano aos metabdlitos secundarios extraidos das folhas desta
mesma espécie, embora ndo tenhamos utilizado o amplo espectro de microrganismos como

realizado pelos pesquisadores supracitados.

Diversas proteinas ja foram isoladas de plantas e apresentaram alguma atividade
antimicrobiana in vitro. Dentre estas podemos citar as quitinases, as LTPs, as tioninas, as
albuminas 28 e os inibidores de proteases (Cruz et al., 2010; Diz et al., 2011; Ribeiro et al.,
2012; Taveira et al., 2014). Mas, maneira geral, a atividade observada em extratos proteicos
pode ser explicada devido a quantidade e diversidade de proteinas e/ou peptideos
antimicrobianos presentes nestes extratos, que provavelmente estdo atuando em sinergismo
e esta combinagdo pode acarretar num aumento da permeabilizagdo da membrana
plasmatica de alguns microrganismos, além de induzir inimeras altera¢cdes morfologicas
em suas c¢lulas (Matsuzaki et al., 2009). Com o objetivo de verificar se 0 mecanismo de
acdo do extrato proteico de folhas de M. zapota sobre as leveduras testadas envolve a
permeabilizacdo de membranas, apds o ensaio de inibicdo do crescimento a células de
leveduras foram incubadas com a sonda Sytox green, um corante que possui alta afinidade
por acidos nucléicos e penetra as células apenas quando sua membrana plasmatica esta
comprometida (Thevissen & Terras, 1999). Neste trabalho nao foi possivel observar a
fluorescéncia para Sytox green, indicando a auséncia de permeabilizacdo da membrana
plasmatica, nas condigdes testadas. Apesar de muitos trabalhos mostrarem que proteinas e
peptideos antimicrobianos demonstram de forma geral um papel direto na permeabilizagao

da membrana (Dathe ef al., 2002), ¢ importante ressaltar que a permeabilizagdo de
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membranas e a inibicdo do crescimento de microrganismos ndo sdo eventos
obrigatoriamente relacionados. Algumas proteinas podem apresentar atividade
antimicrobiana e ter a capacidade de causar a permeabilizacao, entretanto outras podem nao
causar permeablilizagdo e ter atividade antimicrobiana (Koshlukova et al., 1999; Vylkova
et al., 2007). Desse modo, dependendo da proteina e do microrganismo testado, os efeitos
causados pelas proteinas antimicrobianas podem ser variados, chegando a ter multiplos
alvos extra e intracelular (Franco et al., 2011) . Entretanto, mais andlises necessitam ser
feitas para relacionar o mecanismo de agdo com a atividade antimicrobiana do extrato

proteico de folhas de M. zapota.

6. 3 Conclusao:

e A partir dos dados aqui obtidos foi possivel analisar a organizacdo da folha
de Manilkara zapota, evidenciando a presenca de mais de um tipo de tricomas, a grande
quantidade de cera epicuticular, laticiferos bifurcados em “Y”. Essas caracteristicas ainda
ndo foram citadas na literatura para a espécie.

e Também concluimos que, em Manilkara zapota, os laticiferos presentes nas
folhas podem auxiliar protegendo esses Orgdos contra ataques de insetos e patégenos de
forma quimica e mecénica e ainda contra estresses abidticos. Isso se deve a presenga de
borracha, proteinas, lipideos e terpenos que sdao descritos na literatura como agentes
herbicida e antimicrobiano.

e A presenca de laticiferos articulados ndo anastomosados, a organizagao da
epiderme e a disposicdo do feixe vascular na nervura e peciolo, bem como o carater
histoquimico, foram corroborados com o esperado para familia Sapotaceae e o género
Manilkara. Para a anatomia da madeira sdo necessdrias ainda andlises que possam
disponibilizar sua descricdo mais completa, j& que nao foram observados laticiferos nos
raios do xilema.

e A andlise bioquimica do extrato proteico foliar evidenciou duas proteinas,
uma de 14 kD e outra com massa molecular acima de 26 kDa citadas pela primeira vez para
M. zapota. Tais proteinas mostraram atividade antifungica sobre leveduras do género
Candida, porém, mais analises que relacionem e esclarecam o mecanismo de acdo com a
atividade antimicrobiana do extrato proteico de folhas de M. zapota necessitam serem

feitas.
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Assim concluimos que os resultados deste trabalho geram subsidios para
taxonomia e filogenética da espécie, e disponibilizaram o conhecimento sobre proteinas de

carater antifungico para uma possivel aplica¢ao biotecnoldgica.
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