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RESUMO

Introducéo: A espécie Raulinoreitzia crenulata é encontrada nas regides Sul, Sudeste,
Nordeste e Centro Oeste do Brasil e Bolivia, habitando areas abertas de florestas.
Objetivo: Avaliar a morfologia foliar e atividade antioxidante dos 6leos essenciais das
folhas, galhos e flores de R. crenulata.

Metodos: O processo de diafanizacdo foi realizado utilizando dois corantes, safranina e
azul de toluidina para os padr@es de venacdo. Os 6leos das folhas, galhos e flores foram
extraidos pelo sistema de Clevenger e rendimento determinado. Para atividade
antioxidante, foi utilizado o radical livre DPPH para diferentes concentragdes 50-1,0 mg
mLL.

Resultados: As folhas de R. crenulata sdo opostas, com nervura 12 acrodroma, estbmatos

anomociticos em ambos os lados, em maior numero na face abaxial, presenca de tricomas
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glandulares e tectores, o padréo de venacéo € até 42 ordem, F.E.V.s com 3 ramificacgdes,
aréolas completas com 4-5 lados, sem presenca de nervura marginal. O rendimento de
6leo essencial foi de 0,533; 0,437 e 0,461% para folhas, galhos e flores, respectivamente.
A atividade antioxidante apresentou reducéo de 100% para as concentracfes entre 50-20
mg mL? para os 6leos dos galhos e flores e 10 mg mL™ para o 6leo das folhas.
Conclusao: Os resultados da morfologia foliar de Raulinoreitzia crenulata comporao os
estudos para caracterizacdo desta espécie, aos demais taxons do género Eupatorium. O
contetdo de 6leo essencial apresentaram alto potencial colocando R. crenulata como
possivel produtora de 6leos essenciais com importante atividade bioldgica na reducgéo de
radical livre DPPH.

Palavras chave: Asteraceae; género Raulinoreitzia; morfologia foliar; compostos

volateis.

RESUMEN

Introduccion: La especie Raulinoreitzia crenulata se encuentra en las regiones Sur,
Sudeste, Nordeste y Centro-Oeste de Brasil y Bolivia y habita em areas de bosque abierto.
Objetivos: Evaluar la morfologia foliar y la actividad antioxidante de los aceites
esenciales de hojas, ramas y flores de R. crenulata.

Meétodos: El proceso de diafanizacion se desarrollé con el uso de dos tintes, safranina 'y
azul de toluidina para patrones de venacién. Los aceites de hojas, ramas y flores se
extrajeron mediante el sistema Clevenger y se determind su rendimiento. Para la actividad
antioxidante se utilizé el radical libre DPPH a diferentes concentraciones (50 - 1,0
mg/mL1).

Resultados: Las hojas de R. crenulata son opuestas, con la 1ra. vena acrodroma, estomas
anomociticos en ambos lados, en mayor nimero en la cara abaxial y presencia de tricomas
glandulares y tectores. Presenta um patrén de venacién hasta la 4ta. orden, F.E.V.s con 3
ramas, areolas completo con 4 o 5 lados, sin la presencia de nervadura marginal. El
rendimiento de aceite esencial fue de 0,533; 0,437 y 0,461 % para hojas, ramas y flores,
respectivamente. La actividad antioxidante mostré una reduccion del 100 % para
concentraciones entre 20-50 mg mL™* para aceites de ramas y flores y 10 mg mL™ para
aceite de hojas.

Conclusiones: Los resultados de la morfologia foliar de Raulinoreitzia crenulata

formaran parte de los estudios para caracterizar esta especie, asi como los demas taxones
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del género Eupatorium. El contenido de aceite esencial mostro un alto potencial y coloca
a R. crenulata como posible productor de aceites esenciales con importante actividad
bioldgica en la reduccion de radicales libres DPPH.

Palabras clave: Asteraceae; género Raulinoreitzia; morfologia de las hojas; compuestos

voléatiles.

ABSTRACT

Introduction: The species Raulinoreitzia crenulata grows in open forest areas of south,
southeast, northeast and center-west Brazil and Bolivia.

Objective: Evaluate the leaf morphology of R. crenulata and the antioxidant activity of
essential oils from its leaves, branches and flowers.

Methods: Diaphanization was performed with two dyes, safranin and toluidine blue for
venation patterns. The leaf, branch and flower oils were extracted in a Clevenger set and
their yield was determined. Antioxidant activity was identified with the free radical DPPH
at various concentrations: 50-1.0 mg ml.

Results: R. crenulata leaves are opposite, with the first vein acrodrome, anomocytic
stomata on both sides, more abundant on the abaxial side, and presence of glandular
trichomes and tectors. Their venation pattern covers up to the fourth order, FEVs with
three branches, full areolae with four or five sides, without the presence of marginal
nerves. Essential oil output was 0.533%, 0.437% and 0.461% for leaves, branches and
flowers, respectively. Antioxidant activity displayed a 100% reduction at concentrations
of 20-50 mg ml* for branch and flower oils and 10 mg ml™ for leaf oils.

Conclusions: The results obtained from the leaf morphology analysis of Raulinoreitzia
crenulata will be included in studies aimed at characterizing this species as well as the
remaining taxa of the genus Eupatorium. Essential oil content displayed high potential,
placing R. crenulata among the possible sources of essential oils with important
biological activity in the reduction of DPPH free radicals.

Keywords: Asteraceae; genus Raulinoreitzia; leaf morphology; volatile compounds.
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Introducéo

Raulinoreitzia crenulata R. M. King & H. Rob., pertence a familia Asteraceae Bercht. &
J. Presl., que atualmente apresenta entorno de 1.600 géneros e 25.000 espécies, com
ampla distribuicdo vegetativa. Sdo reconhecidas pelas suas inflorescéncias em forma de
capitulo involucrado com numerosas flores pequenas subtendidas por bracteas.M A tribo
Eupatorieae apresenta diversas subtribos, entre estas Disynaphiinae, que compreende
cerca de 50 espécies distribuidas em seis géneros, incluindo Raulinoreitzia. Conforme
classificacdo, Raulinoreitzia foi circunscrito recentemente a partir do género parafilético
Eupatorium (sl) e compreende as espécies que apresentam os capitulos organizados em
paniculas de espigas ou paniculas piramidais, com folhas de margens inteiras e papilas
arredondadas no estilete. Dessa circunscricao resultaram as trés espécies: R. crenulata R.
M. King & H. Rob., R. leptophlebia (B. L. Rob.) R. M. King & H. Rob. e R. tremula
(Hook. & Arn.) R. M. King & H. Rob., nativas do Brasil e Bolivia.?

R. crenulata é estritamente terricola, nativa das regides Sul, Sudeste, Nordeste e Centro
Oeste do Brasil e também na Bolivia, colonizando areas antrépicas, Cerrado (Lato sensu),
floresta estacional semidecidual e floresta pluvial, onde apresenta habito arbustivo até
subarbustivo, caule cilindrico estriado, folha lanceolada até eliptica, apice agudo e base
cuneada. As bracteas involucrais da inflorescéncia sdo ovadas, oval-lanceoladas,
lanceoladas, até lineares. Os capitulos sdo cilindricos turbinados. As flores apresentam o
androceu isostémone, a corola pentdmera tubulosa, glandulosa de cor creme; o gineceu
bicarpelar, gamocarpelar com ovério unilocular e uniovular. O fruto € uma cipsela
prismatica, 4-5 costadas com papus cerca de 30 cerdas persistentes.®

Os seguintes sinbnimos sdo descritos Baccharis crenulata Spreng., Eupatorium
crenulatum f. crenulatum., E. piauhyense Gardner, E. xylophylloides DC., E.
neurophyllum Sch. Bip. ex Baker, E. pentanthum Sch. Bip., ou Mikania glastifolia Mart.
ex Baker. Na literatura, a pesquisa resultou em discordancia para trabalhos com o
sindnimo de R. crenulata.®3* Conforme Sobrinho et al,® as espécies que compdem
Asteraceae possuem agdes farmacoldgicas como anti-inflamatdria, antimicrobiana e
antitumoral. Atualmente esta familia vem ganhando atencdo quanto aos seus Oleos
essenciais pela comunidade cientifica em descobrir novos fitocompostos com agdes
medicinais.®"®)

Eupatorium tem sido um género extensamente estudado, onde relatos envolvendo a

presenca de flavonoides, terpenoides, alcaloides pirrolizidinicos, fenilpropandides,
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quinonoides, 0Oleos essenciais e mais de 300 compostos. Estudos demonstraram que
Eupatorium apresenta principios ativos com ampla gama de atividades farmacologicas,
tais como citotdxica, antifingica, inseticida, antibacteriana, anti-inflamatéria e
antinociceptiva. Atualmente, compostos monomicos eficazes ou partes ativas foram
rastreados quanto a atividades bioldgicas de Eupatorium in vivo e in vitro. O aumento da
quantidade de dados cientificos sobre esse género suporta a aplicacdo e a exploragéo para
o desenvolvimento de novos medicamentos.®

Com isso, ainda pouco se conhece sobre as caracteristicas morfoldgicas foliares de
Eupatorium, carecendo de informacdes que possam diferencia-las entre os outros géneros
da familia Asteraceae, que atualmente é estritamente realizada pelos frutos. A morfologia
foliar também apresenta grande importancia na distincdo entre as espécies para uma
correta classificacdo, como por exemplo, a presenca de glandulas e tricomas glandulares
oleiferos. Conforme Fonséca et al® e Dos Reis e Alvim® a utilizacio da caracterizagéo
morfoanatdmica em especial foliar, € de grande importancia, ndo apenas para a correta
identificacdo do taxon, mas também permitir o conhecimento e estudo da filogenia em
grandes e pequenos grupos.

O uso das plantas no tratamento de doencas remete aos tempos antigos, onde 0s egipcios
utilizavam as plantas para curarem suas enfermidades. Os 6leos essenciais apresentam
como promissores biocompostos na producdo de novos medicamentos com atividade
antifungica, antibacteriana, anti-inflamatoria, analgésica, anticolinesterdsica e como
excelentes agentes antioxidantes. 238

Os compostos antioxidantes sdo produzidos naturalmente pelas plantas a partir do
metabolismo especial. VVarios 6leos essenciais apresentam satisfatorios resultados como
agentes antioxidantes mesmo em baixas concentracfes. Com isso, visou avaliar a
morfologia foliar e 6leo essencial das folhas, galhos e flores de Raulinoreitzia crenulata

guanto a sua atividade antioxidante.

Métodos

Material vegetal
O material vegetal (folhas) foi coletado no periodo noturno, no primeiro semestre de

2019, em érea de preservacdo permanente no municipio de Rio Verde, Goias, Brasil.
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Coordenadas geograficas: 17°43°07.6>’S e 50°53°07.3’W. A identificagao ocorreu de
acordo com Panero et al, Silva et al® e Hatori.®®» O material botanico foi herborizado e
tombado no Herbéario do Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde. Voucher HRV
16.909.

Diafanizacéo foliar

Um total de 10 folhas foram diafanizadas conforme descrito por Fonséca.® As folhas
foram estocadas em 100 mL de solugdo etandlica 70 % (v/v) com 15 mL de detergente
liguido comercial (lava-loucas), até que os pigmentos naturais fossem parcialmente ou
completamente removidos. Logo em seguida, foram lavadas em agua destilada até
completa remocdo do fixador/detergente. Foram realizadas quatro lavagens de dez
minutos.
O material foi transferido para frasco contendo 100 mL de solugdo NaOH conc. 5 % (m/v)
e mantido em descanso por 12 horas. Em seguida, o material foi lavado em &dgua destilada.
Logo apo6s a lavagem, as folhas foram depositadas novamente no frasco e adicionou-se
solucdo de NaClO conc. 5 % (v/v) mantido em descanso por 12 horas.
Apos esse tempo, o material foi lavado em &gua destilada. Em seguida, foi desidratado
em série crescente de concentragdes etandlica (10, 30, 50, 70, 95 %) em cada série, em
descanso por 1 h em cada solucdo. Apds desidratacdo, foram mergulhadas em solucgédo
Xilol-Etanol (1:1) por 2 horas em descanso. O tempo de coloracdo foi de 30 min para
cada corante. Os corantes utilizados foram solucéo aquosa de Azul de Toluidina 1 % (m/v)
e solucdo aquosa de Safranina 1 % (m/v). O material foi diferenciado na solugéo de Xilol-
Etanol anteriormente descrito por 72 h.
Cada folha diafanizada, foi montada entre ldminas de vidro, com glicerina. Para analise
geral foliar foi utilizado scanner de impressora. Para detalhamento acurado da venacéo,
foram realizadas fotomicrografias em microscopio Optico em diferentes niveis e em
porcBes menores. As fotomicrografias foram tratadas com auxilio do programa Image.J.
Para descrigdo e classificagdo dos padrbes de nervacdo, foi utilizado Manual of Leaf
Arquitecture (1999) do Instituto Smithsonian,®1® bem como material proposto por
Hickey.(

Extracéo dos 0leos essenciais
Os 0leos essenciais foram obtidos por hidrodestilagdo em sistema tipo Clevenger. Foram
coletadas folhas, galhos e inflorescéncias in natura de R. crenulata. Para determinagéo
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média de extracdo, cerca de 100 g de material teve a massa determinada em triplicata

como descrito por Sobrinho.®

Atividade antioxidante na reducéo do radical livre DPPH
Os oOleos essenciais de R. crenulata foram avaliados quanta a capacidade de reducao do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). O método realizado seguiu conforme Mezza
et al,™® em microplaca de 96 pogos. Cada poco foi adicionado 100 pL de solugéo
metandlica de DPPH 0,06 mMol mL™ e 100 pL de solugdo metandlica de dleo essencial
em diferentes concentragdes (50-1,0 mg mL™). A microplaca foi mantida em repouso em
local ao abrigo da luz e calor por 2 h. Em seguida, foi realizada leitura em
espectrofotdmetro de microplacas em 517 nm. A capacidade porcentual de reducdo do

DPPH foi calculada conforme equacéo 1.

% DPPH = ((AC — AS)/AC)*100
Equacéo 1

Onde: AC = absorcéo da solucéo controle; AS = absorgao da solugéo de 6leo essencial contendo DPPH.

Analise estatistica
O rendimento e atividade antioxidante foram realizados em triplicata, apresentando média
seguida de () desvio padrdo. Para determinacdo da diferenca significativa foi utilizado

teste de Duncan (p<5 %).

Resultados

Diafanizacao foliar de R. crenulata

Na Fig. 1 estd apresentado exemplar de R. crenulata em ambiente natural de Cerrado,

Goias, Brasil.
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Barra lateral inferior a esquerda = 150 cm.
Fig. 1 - Exemplar de Raulinoreitzia crenulata em area natural de Cerrado. A. Vista da parte

aérea. B. Inflorescéncias. C. Parte terrestre.

Fig. 2, diafanizacdo adaxial e abaxial de R. crenulata e micrografias da superficie foliar.

[ .

A B D

np: nervura primaria; seta: tricoma glandular corada com Azul de Toluidina.
Barras: (A e B) 10 cm, (C) 25 um e (D) 40 pm.

Fig. 2 — A. Face abaxial. B. Face adaxial foliar de Raulinoreitzia crenulata diafanizada com
safranina. C. Face adaxial. Seta = tricoma tector. D. Face abaxial.

Fig. 3, area superficial foliar adaxial de R. crenulata corada com Azul de Toluidina.
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A. are: aréola; ns: nervura secundaria B. mf: margem foliar; ngm: nervura quaternaria marginal; nt: nervura
terciaria. C. np: nervura primaria; seta: tricoma glandular. D. seta: estbmato anomocitico, corada com Azul de
Toluidina.
Barras (A e B) 30 pm (C) 40 um e (D) 250 pm.
Fig. 3 — A. Face adaxial foliar de Raulinoreitzia crenulata. B. Face adaxial. C. Face abaxial. D.
Face adaxial.

Fig. 4, micrografias da face adaxial e abaxial foliar de R. crenulata coradas com Azul de

Toluidina e Safranina diferencial.

A. veb: vénula bifurcada; arc: arco; nt: nervura terciéria; ng: nervura quaternaria; ve: vénula, apresentando F.E.V.s com 3
ramificagdes, corada em Azul de Toluidina. B. np: nervura primaria; ns: nervura secundaria. C. npb: nervura primaria bifurcada; np:
nervura primaria central, coradas com Safranina.

Barras (A) 30 um, (B) 100 pm e (C) 45 pm.

Fig. 4 - A. Face adaxial foliar de Raulinoreitzia crenulata. B. Face abaxial. C. Face abaxial.
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O rendimento de 6leo essencial foi = 0,533a% £ 0,11 (m/v) e CV 0,21 para folha, galhos
=0,437¢% £ 0,08 e CV de 0,19 e flores = 0,461b% + 0,15 e CV 0,33 para R. crenulata.

Atividade antioxidante do 6leo essencial
Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados de atividade antioxidante para o 6leo
essencial das folhas, galhos e flores de R. crenulata. Os dleos essenciais apresentaram
diferenca estatistica conforme teste de Duncan, exceto para as concentragdes 1,25 e 1 mg

mL* para galhos de R. crenulata.

Tabela 1. Atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas (1), galhos (2) e flores (3) de
Raulinoreitzia crenulata

Conc. mg mL? Atividade antioxidante (%) DPPH

1 2 3
50 100 + 0,00a 100 = 0,00a 100 + 0,00a
40 100 + 0,00a 100 + 0,00a 100 + 0,00a
30 100 + 0,00a 100 + 0,00a 100 + 0,00a
20 100 = 0,00a 100 = 0,00a 100 + 0,00a
10 100 + 0,00a 87,15+0,12b | 90,84 £0,09b
5,0 52,47 +0,05b | 52,74 +0,09c | 75,13 +0,06¢c
2,5 42,81 +0,09c | 36,77 +£0,03d | 51,05 +0,13d
1,25 21,28+0,02d | 20,55+0,11e | 39,00 +0,10e
1,0 3,38 £0,08e 12,17 £0,32e | 22,44 +0,05f

Meédias seguidas (+) desvio padréo. Letras diferentes na me?ma co)luna apresentam diferenga significativa pelo teste de Duncan
p<5%).
Discussao

A fixacdo das folhas de R. crenulata é do tipo oposta. A base do peciolo é marginal, com
nervura 12 do tipo acrédroma, suprabasal com trés nervuras primarias em execugdo. A
central em retilinea e um par em arcos convergentes em dire¢do ao apice foliar. A forma
laminar € classificada como ovada. A assimetria laminar apresenta base assimétrica, o
angulo da base e do apice é do tipo agudo, e a forma da base decorrente. O apice é em
linha reta, com margem crenada, com tipo de dente de 1% ordem, apresentando
espacamento irregular, com lobo unilobulado e basal. O caule do tipo cilindrico
apresentando cor marrom claro a acinzentado.

Na anélise de diafanizacdo, foi observado baixo nimero de estbmatos anomociticos na
face adaxial e maior volume na face abaxial de R. crenulata. A presenca de tricomas
glandulares e tectores sdo observadas em ambas as faces, apresentando maior volume nas

nervuras primarias, secundarias e em menor volume nas nervuras terciarias. O padréo de
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venacao é até 42 ordem. Nas nervuras primarias sao observados estdmatos anomociticos
fundidos.

Em R. crenulata é observado a presenca de F.E.V.s. com 3 ramificages, as aréolas sdo
completas apresentando entre 4 a 5 lados. N&o ha presencga de nervagdo marginal. Nas
aréolas, as vénulas sdo do tipo bifurcada (1 bifurcacdo), observa-se também, calibres
diferentes entre as nervuras primarias. A nervura central apresenta maior calibre com
média de 142 mm e o par nas laterais com meédia de 87 mm. Com essa descri¢éo estrutural
sob a morfologia foliar, é possivel distinguir R. crenulata dos demais tdxons do género
Eupatorium. Algumas caracteristicas avaliadas neste estudo pode haver similaridade
entre outras espécies desse género, carecendo de novos estudos anatdmicos.

O rendimento de 6leo essencial, apresentou para R. crenulata potencial produtora desse
metabolito especial. Estudo realizado com exemplares de R. crenulata coletadas no Sul
do Brasil, apresentaram rendimento de 6leo essencial de 1,6 e 1,9 % para folha e
inflorescéncia respectivamente, superior ao deste estudo.” Avaliando outras espécies
quanto ao rendimento de dleo essencial, Ocimum basilicum apresentou rendimento =1 %
de 6leo essencial para folhas.*® Varios fatores influenciam no rendimento de extracio de
6leos essenciais, como periodo de coleta, época do ano, solo, clima e diferenca de
regionalidade.

Conforme Sobrinho et al,® e Sangwan et al,**) 6leos essenciais sd0 compostos volateis
produzidos naturalmente pelos vegetais, havendo também variacdo conforme as
necessidades fisioldgicas que a planta necessita, como atracdo de polinizadores,
repelentes para insetos e animais herbivoros, e também contra fitopatégenos. Ainda
conforme estudos anteriores, 0s estresses abioticos também influenciam
consideravelmente no rendimento de extragéo.

Os Gleos essenciais sdo potenciais agentes antioxidantes, em especial para os 6leos
essenciais dos galhos e inflorescéncias de R. crenulata variando entre 90 a 3 %. Os
resultados obtidos para atividade antioxidante neste estudo apresentaram consideravel
reducdo do radical livre DPPH, sendo esses resultados promissores no desenvolvimento
de produtos farmacéuticos e de alimentos que visam principalmente a incorporagédo de
compostos bioativos com excepcional atividade antioxidante.

O uso de Oleos essenciais ja é bem estudado quanto a atividade redutora de radicais
livres.(171819 No estudo de Sacchetti et al,*® os pesquisadores avaliaram 11 6leos

essenciais onde obtiveram reducdo significativa até 75,6 % para um modelo de radical
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livre sobre as espécies Cananga odorata, Cymbopogon citratus, Rosmarinus officinalis,
Curcuma longa e Thymus vulgaris. Estudos futuros deveram determinar a concentracao
minima inibitoria para diferentes modelos de radicais livres sobre os 6leos essenciais de

R. crenulata.
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