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RESUMO

Paepalanthus Mart. (Eriocaulaceae) tem sido considerado um género polifilético
que deve ser dividido em grupos menores mais naturais. Os perfis de flavondides e
naftopironas tém se mostrado de grande utilidade para apoiar ou ndo este realinhamento.
Neste trabalho foram investigadas quimicamente espécies de P. subg. Xeractis (P.
chlorocephalus e P. argenteus var. argenteus), P. subsect. Aphorocaulon (P.
macrocephalus), P. subg. Platycaulon (P. vellozioides e P. latipes) e P. sect.
Actinocephalus (P. denudatus). Podemos observar que os perfis quimicos sdo muito
distintos nos diferentes taxa, embora ndo sejam exclusivos. P. sect. Actinocephalus e P.
subsect. Aphorocaulon caracteristicamente apresentam naftopiranonas, além de
flavondis glicosilados e/ou acilados. P. subg. Xeractis apresenta majoritariamente
flavonas; P. subg. Platycaulon apresenta principalmente naftopiranonas. E apresentada
ainda uma compilacdo da investigacdo quimica realizada até 0 momento para 0s géneros
de Eriocaulaceae. Os resultados quimicos obtidos com este estudo nos permitem
postular o status de género para Paepalanthus subg. Xeractis, reforcando a andlise
cladistica. A presenca de flavonas em P. subg. Xeractis pode aproximar este taxon do
clado Leiothrix-Syngonanthus, quimicamente caracterizado pela presenca de flavonas

ao invés de flavonais.
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ABSTRACT

Paepalanthus Mart. (Eriocaulaceae) is a polyphyletic genus and must be divided
into various monophyletic smaller groups. The flavonoids and naphthopyranones
profiles have been proved to be of importance in order to support this consideration. In
this work we have studied P. subg. Xeractis (P. chlorocephalus and P. argenteus var.
argenteus), P. subsect. Aphorocaulon (P. macrocephalus), P. subg. Platycaulon (P.
vellozioides and P. latipes) and P. sect. Actinocephalus (P. denudatus). We have
observed that the chemical profiles are quite distinctives in the different taxa, although
not necessarily exclusives. P. sect. Actinocephalus and P. subsect. Aphorocaulon are
characterized by the presence of naphthopyranones and glycosilated and/or acylated
flavonols; in P. subg. Xeractis flavone derivatives are major constituents; the presence
of naphthopyranones is markedly in P. sugb. Platycaulon. We are also presenting a
compilation of the chemical investigation of Eriocaulaceae. Based on chemical results
we suggest here a status of genus for Paepalanthus subg. Xeractis, reinforcing the
cladistic analysis. The presence of flavones in this latter group may bring it closer to the
clade Leiothrix-Syngonanthus, which are chemically characterized by the presence of

flavones instead of flavonols.
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. OBJETIVOS

Realizar o estudo fitoquimico de espécies de Paepalanthus Kunth., através
de preparo de extratos, isolamento e identificacdo das substancias isoladas.
As espécies de P. subg. Xeractis e P. subsect. Aphorocaulon foram
estudadas com a finalidade de se conhecer o perfil quimico destes taxa, ja

que ndo ha relato anterior de trabalhos com esses grupos.

A partir do conhecimento quimico, contribuir para um melhor alinhamento
infragenérico de Paepalanthus e desse em Eriocaulaceae, uma vez que esse
género tem sido considerado polifilético e muitas vezes com problemas de

dificil solugdo.
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I1. INTRODUCAO

1. A Cadeia do Espinhago

A Cadeia do Espinhaco ou Serra Geral compreende um grupo de serras entre
os limites 20°35°S e 11°11°S, que segundo Derby (1906 apud Giulietti et al., 1987)
constitui o divisor de aguas entre a Bacia do Rio S&o Francisco e 0 Oceano Atlantico,
indo de Ouro Preto (MG) até a Bahia, onde recebe a denominacdo de Chapada
Diamantina. Segundo Moreira (1965), a extensdo total da Cadeia do Espinhago é de
1100 Km e a largura variavel entre 50 e 100 Km, com altitudes superiores a 800m. A
Cadeia do Espinhaco foi formada por soerguimentos intermitentes, a partir do
Paleozdico, sendo os restos de superficies aplainadas mais antigos hoje representados
pelos altos picos (ca. de 1800m de altitude), constituindo a mais antiga superficie de
denudacdo ai encontrada (King, 1956, apud Giulietti et al., 1987). O mesmo autor
refere ainda que tal superficie foi desenvolvida no Cretaceo inferior e em sua base
encontra-se conservada, em grandes areas, a superficie anterior a esse periodo, que
forma as amplas areas elevadas da regido, até cerca de 1400m de altitude. De acordo
com estudos geomorfoldgicos mais recentes (Abreu, 1984), a origem dos blocos
estruturais da Cadeia do Espinhaco remonta ao Pré-Cambriano, apresentando amplos
dobramentos no eixo NW-SE, os quais, apos terem sido submetidos a um longo
processo de erosdo, foram remodelados pela tectbnica mais recente, do inicio do
Terciario. Disto resultou uma superficie arqueada, com presenca de dois sistemas de
fraturamento, um deles paralelo e outro perpendicular as estruturas dobradas,
responsaveis pela complexidade das feicdes estruturais (Mauro et al. 1982, apud
Giulietti et al., 1987; figura 1l.1. a, b, c).

A Cadeia do Espinhago é uma regido peculiar, com condi¢cdes especiais de
solo e clima, que propiciaram o desenvolvimento de uma flora tipica, representando
um mosaico de diferentes comunidades vegetais, intimamente associados (Giulietti et
al., 1987). O tipo de vegetacdo que domina nas serras da Cadeia do Espinhacgo € o de
campos rupestres, um dos componentes deste mosaico, onde as plantas crescem em
solos arenosos de textura fina ou grossa, ou sobre solos pedregosos decorrentes de
desintegracdo de rochas, ou ainda, sobre as préprias rochas (Figura 11.1. ¢, d, e ). Nos

campos rupestres, as altitudes sdo superiores a 1000m e os afloramentos rochosos de
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guartzito e arenito sdo comuns por toda a area (Joly, 1970). O clima da regido
apresenta verdes brandos com temperatura média variando entre 17,4 °C e 19,8 °C; a
estacdo chuvosa registra precipitacdo anual em torno de 160mm (Magalhées, 1954,
apud Giulietti et al., 1987), que dura de trés a quatro meses; o verdo € seco. A flora
dos campos rupestres exibe numerosas adaptacdes devido as caracteristicas do
substrato, induzindo as plantas a necessidade de retencdo de agua. E comum, em
diferentes familias vegetais, verificar que as folhas apresentam caracteres de
xeromorfismo, como cuticula espessa, paredes das células epidérmicas espessadas,
presenca de parénquima aquifero, como demonstrado por Handro et al. (1970) e Sajo
e Menezes (1986) com espécies de Asteraceae, Menezes (1971a) com espécies de
Velloziaceae e Monteiro et al. (1985) em espécies de Eriocaulaceae. Nos locais onde
a profundidade do solo impede a rapida drenagem originam-se brejos temporarios,
habitados por espécies capazes de sobreviver em solos acidos e oligotroficos (Giulietti
e Pirani, 1988). Scatena e Menezes (1996 b) verificaram que espécies de
Syngonanthus (Eriocaulaceae) que se desenvolvem em pequenos vales dos campos
rupestres submetidas a solos encharcados durante uma boa época do ano apresentam
raizes com estrutura dotada de corredores de ar, que séo espacgos intercelulares para o
armazenamento do mesmo. Por outro lado, em espécies que crescem em pequenas
encostas, onde o solo é arenoso e seco e a agua escoa rapidamente, ndo sdo
encontrados esses espagos intercelulares.

A Serra do Cip0 constitui a area de estudos mais intensos de toda a Cadeia do
Espinhaco. E uma é&rea delimitada pelo rio Cip6 e seus afluentes do leste,
especialmente o rio Paralna, compreendendo as areas montanhosas situadas entre a
Serra das Bandeirinhas, em Santana do Riacho, ao sul, e as serras proximas a
Gouveia, ao norte (Giulietti, et al., 1987). Os primeiros estudos botanicos realizados
na Serra do Cip6 datam do século passado (p. ex., Spix e Martius, 1823; Saint-Hilaire,
1833; Gardner, 1846, apud Giulietti et al., 1987). Estudos botanicos mais recentes
foram iniciados em 1968, com trabalhos anatémicos sobre as familias Compositae
(Handro et al., 1970) e Velloziaceae (Menezes, 1970, 1971a, 1971b). Em 1972, o
pesquisador Aylton Branddo Joly planejou e iniciou o projeto de levantamento da
flora da Serra do Cipd, contando para tanto com a colaboracdo da pesquisadora
Nanuza Luiza de Menezes e de pos-graduandos da Universidade de Sdo Paulo,
Universidade de Campinas e Instituto de Botanica de Sdo Paulo; desde entdo, varias

dissertacGes, teses e trabalhos foram realizados com plantas da Serra do Cip6. Em
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1987, Giulietti et al. apresentaram uma lista de espécies pertencentes a 125 familias
de angiospermas, além de 1 de gimnospermas, 10 de pteridéfitas e 11 de bridfitas,
num total de 1600 espécies listadas. Até a atualidade, s@o inumeros os trabalhos que
vém sendo realizados nessa regido, enfocando aspectos taxonémicos e
complementando o trabalho de Giulietti e colaboradores (supra citado), além de
estudos de vérias sub-areas da botanica.

Em diversas familias de plantas, grande parte de seus representantes tem
distribuicéo restrita a Cadeia do Espinhaco ou mesmo é endémica de pequenas areas.
Entre as familias que predominam nos campos rupestres, especialmente da Serra do
Cipo, estd Eriocaulaceae, cuja presenca é constante ao longo de toda a cadeia do

Espinhaco.
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Fig.ll.1. Aspectos dos Campos Rupestres.
a) antiga pedreira; b) Pared&o da Fazenda
Palacio; c) Rochas inclinadas a 45° d)
vegetacao; e) uma das muitas cachoeiras
locais.
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2. Eriocaulaceae

Eriocaulaceae possui cerca de 1200 espécies em 10-14 géneros de distribuicdo
pantropical. O centro de diversidade genética da familia esta no sudeste do Brasil, na
Cadeia do Espinhaco e o centro de origem € discutivel (Giulietti e Hensold, 1990). A
familia é bem caracteristica das monocotiledéneas e segundo Dahlgren et al. (1985)
estd incluida na ordem Commelinales, juntamente com Xyridaceae, Mayacaceae,
Rapateaceae e Commelinaceae, principalmente pela presenca de sementes com
reserva de amido e habito em roseta em Eriocaulaceae, Xyridaceae e Rapateaceae.
Essas trés familias sdo também elementos marcantes na vegetacdo de montanhas do
Brasil e da Venezuela (Giulietti e Hensold, 1990).

Eriocaulaceae inclui plantas anuais de pequeno porte, como Paepalanthus
scleranthus Ruhland (1-2 cm de altura) assim como plantas perenes de até 2 m de
altura, como P. speciosus (Bong.) Koernicke. A maioria das espécies ocorre em solos
arenosos Umidos ou secos, de pH 4&cido. Espécies de Eriocaulon e algumas de
Syngonanthus e Lachnocaulon sdo aquéticas ou de locais pantanosos. A familia é
caracterizada pelo habito em roseta (morfologicamente) de onde partem escapos,
portando inflorescéncias do tipo capitulo, talvez a caracteristica mais importante da
familia (figura 11.2). As inflorescéncias sdo mondicas, constituidas por pequenas
flores diclinas (Giulietti e Hensold, 1990).

Ruhland (1903) dividiu Eriocaulaceae em duas subfamilias: Eriocauloideae,
incluindo os géneros Eriocaulon e Mesanthemum e Paepalanthoideae, incluindo
Blastocaulon, Lachnocaulon, Leiothrix, Paepalanthus, Philodice, Syngonanthus e
Tonina. A subfamilia Eriocauloideae foi caracterizada por apresentar espécies com o
nimero de pétalas igual ao dobro do numero de estames e Paepalanthoideae por
apresentar 0 numero de estames igual ao de pétalas ou terem estas reduzidas. Como
pode ser visto, a separacdo das subfamilias € baseada exclusivamente nos caracteres
florais. Fato similar acontece com a separagédo dos géneros; Giulietti e Hensold (1991)
apontam controvérsias na delimitacdo neste nivel hierarquico. As mesmas autoras
descrevem que neste caso sao utilizados basicamente o nimero de estames, a unido ou

ndo das pétalas e o nimero de tecas das anteras (Giulietti e Hensold, 1990).
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Ainda de acordo com Ruhland (1903), os 7 géneros da subfamilia
Paepalanthoideae sdo separaveis com base em caracteres florais. O autor aproximou
Lachnocaulon e Tonina, pela reducdo ou auséncia das petalas, Paepalanthus,
Blastocaulon e Leiothrix por apresentarem as pétalas das flores pistiladas livres e
Syngonanthus e Philodice por apresentarem as pétalas das flores pistiladas unidas na
porcdo mediana. Giulietti (1978) considera as Eriocaulaceae com 1100 espécies em
13 géneros: Eriocaulon L., Paepalanthus Mart., Syngonanthus Ruhland, Leiothrix
Ruhland., Lachnocaulon Kunth, Philodice Mart., Blastocaulon Ruhland,
Mesanthemum Korn., Carptotepala Moldenke, Wurdackia Moldenke, Rondonanthus
Herzog, Tonina  Aublet e Comanthera Smith. Em 1988 Hensold definiu
Eriocaulaceae como uma familia predominantemente herbacea com 14 géneros e
cerca de 1100 espécies de acordo com Moldenke e Smith (1976), que atribuiram a
maioria das espécies a Eriocaulon, Paepalanthus e Syngonanthus.

Mais recentemente, Giulietti e Hensold (1991) reavaliaram a posicéo
sistematica de Carptotepala e Comanthera, géneros monotipicos das Guianas. As
autoras demonstraram que esses taxa tém grande afinidade com algumas secdes de
Syngonanthus e que eles ndo possuem nenhum caréater de especializacao que justifique
sua distincdo em géneros. Assim, Carptotepala jenmanii (Gleason) Moldenke é
colocado em Syngonanthus sect. Thysanocephalus sob o nome de S. jenmanii
(Gleason) Giuliett & Hensold, enquanto que Comanthera kegeliana (Koern.)
Moldenke é colocado em Syngonanthus sect. Eulepis, como S. kegelianus (Koern.)
Ruhland. Hensold e Giulietti (1991) revisaram e redefiniram o género Rondonanthus,
de acordo com um grande nimero de caracteres. Cinco espécies adicionais, incluindo
0 género monotipico Wurdackia, foram transferidas para Rondonanthus, e uma
especie desse género foi removida para Paepalanthus. Nesse trabalho, as autoras
consideraram Rondonanthus um género de grande interesse do ponto de vista da
filogenia em Eriocaulaceae, j& que parece combinar caracteres de Eriocauloideae com
os de dois nucleos de Paepalanthoideae, Paepalanthus e Syngonanthus. Em seu
trabalho de revisdo das Eriocaulaceae da Venezuela, Hensold (1991) propés um novo
subgénero, Paepalanthus subg. Monosperma. Esse novo taxon compreende 23
espécies, endémicas da Guiana venezuelana, Amazoénia brasileira e Guiana. O
subgénero € melhor caracterizado pela producdo aparentemente consistente de frutos
indeiscentes (aquénios) com uma unica semente em contraste com os frutos

capsulares produzidos por todos 0s outros taxa conhecidos da familia.



Fig.Il.2. a) P. bromelioides; b) P. latipes:
c) capitulos de P. macrocephalus;
d) capitulos de P. denudatus.
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Giulietti (1997) a partir da analise historica da taxonomia de Eriocaulaceae e
da discussdo da evolucdo do reconhecimento genérico na familia considera que a
classificacdo de Ruhland (1903) € ainda hoje a mais utilizada, com poucas alteracoes.
A autora reconhece dez géneros para a familia: Rondonanthus Herzog (1931), que foi
acrescentado aos nove propostos por Ruhland (1903), quais sejam, Eriocaulon,
Tonina, Philodice, Paepalanthus, Mesanthemum, Lachnocaulon, Leiothrix,
Blastocaulon e Syngonanthus (Tabela 1l. 1).

Giulietti e Hensold (1991) referem que as Paepalanthoideae possuem dois
centros de diversidade, sendo o principal nas montanhas do Brasil Central,
especialmente na Cadeia do Espinhaco e o outro nas montanhas do norte da América
do Sul, especialmente na Venezuela. Apesar da familia ser pantropical, a maior
concentracio dos géneros e espécies esta nessas regides (Giulietti e Hensold, 1990). E
ai que ocorre também a maior diversificagdo morfoldgica da familia, incluindo flores
mondclinas e diclinas, flores trimeras e dimeras, entre outros. Na Venezuela e no
Brasil ocorrem as maiores taxas de endemismo da familia. Giulietti et al. (1987)
referem que 68,7% das espécies de Eriocaulaceae da Serra do Cip6 em MG sdo
restritas a Cadeia do Espinhago e que 32,5% sé&o exclusivas desta serra. Eriocaulon é
0 Unico género da familia de ocorréncia no continente asiatico, com poucas espécies
na Unido Soviética e Mongodlia e 66 espécies na India, além da ocorréncia nas
Américas.

Para uma andlise da delimitacdo genérica da familia é necessario um estudo
detalhado ao nivel das espécies, procurando reuni-las em grupos naturais. 1sso deve
ser feito principalmente para Paepalanthus e Syngonanthus, utilizando-se outros
caracteres além da morfologia das flores (Giulietti e Hensold, 1990). Esses géneros,
muito grandes e diversificados, incluem varios grupos mais uniformes, caracterizados,
por exemplo, pelos mesmos padrées de morfologia e ramifica¢Ges caulinares, ou pela

mesma organizagéo das inflorescéncias, ou ainda pela escultura da semente.
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Tabela 11.1. Classificacdo dos taxa de Eriocaulaceae segundo Giulietti (1997), baseado em Ruhland

(1903).
Eriocaulaceae
Subfamilias Geéneros Subgéneros Secoes Subsecdes
Eriocauloideae Eriocaulon
Mesanthemum
Leiothrix Leiothrix
Rheocaulon
Eleutherandra
Stephanophyllum
Tonina
Lachnocaulon
Philodice
Syngonanthus Syngonanthus
Carphocephalus
Thysanocephalus
Eulepis
Paepalanthoideae Rondonanthus
Blastocaulon
Paepalanthus | Platycaulon
Thelxinoe
Xeractis Xeractis

Chrysostegis

Gymnostegis

Pleurophyllon

Paepalocephalus

Actinocephalus

Diphyomene

Eriocaulopsis

Aphorocaulon
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2.1 Paepalanthus Mart.

Paepalanthus Mart. foi proposto pela primeira vez em 1835 por Martius como
subgénero de Eriocaulon L., juntamente com o subgénero Nasmythia Huds. Na
mesma publicacdo, o autor propde a segregacdo de Eriocaulaceae como familia
independente de Juncaceae (Martius, 1835). Kunth (1841) eleva o subgénero
Paepalanthus Mart. a categoria de género, mantendo a mesma caracteriza¢ao proposta
por Martius (1835).

Koernicke (1863) em seu tratamento para Eriocaulaceae na Flora Brasiliensis,
foi o primeiro autor a considerar concretamente as subdivisdes de Paepalanthus. O
autor baseou-se principalmente em caracteres florais e reconheceu 14 subgéneros nos
quais se encontravam 215 espécies brasileiras, incluindo as que hoje pertencem aos
géneros Leiothrix, Syngonanthus e Blastocaulon, desmembrados posteriormente de
Paepalanthus por Ruhland (1903). Embora Ruhland (1903) tenha referido vérias
caracteristicas na descricdo do género, hd muitas excecOes aos caracteres
apresentados, sendo 0s Unicos comuns a todo o taxon a presenca de pétalas livres nas
flores pistiladas e unidas nas estaminadas e de anteras bitecas e dorsifixas. Com
excecdo desse Ultimo carater e de estiletes e apéndices separando-se em alturas
diferentes, todos os anteriores estdo presentes também em Leiothrix (Giulietti, 1984).

O género se distribui nas Américas Central e do Sul. Porem, cinco espécies
s&o encontradas na Africa e duas sdo disjuntas entre esse continente e as Américas; na
América Central ocorrem treze espécies. A maior concentracdo de espécies, no
entanto, ocorre na América do Sul, com 480 distribuidas em praticamente todos 0s
paises (Giulietti e Hensold, 1990). Para o Brasil sdo referidas 407 espécies, das quais
67% s&o restritas a Minas Gerais.

Ruhland (1903) dividiu Paepalanthus em 6 subgéneros, 7 secdes, 6 subsecdes
e 5 séries, baseado principalmente em caracteres morfoldgicos como hébito, padrdo de
ramificacdo e organizacdo da inflorescéncia. Os 6 subgéneros propostos apresentam
as seguintes caracteristicas:

Paepalanthus subg. Xeractis: caracterizado por bracteas involucrais pilosas na
porcdo interna e ultrapassando o capitulo, assim como a presenca de flores
estaminadas com tubo da corola piloso internamente.

Paepalanthus subg. Platycaulon: caracterizado por apresentar 0s escapos

unidos entre si e espatas truncadas.
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Paepalanthus subg. Thelxinoé: com apenas duas espécies, apresenta plantas
pequenas e muito ramificadas, com flores dimeras em capitulos sésseis e bracteas
involucrais ausentes.

Paepalanthus subg. Psilandra: caracteriza-se pela auséncia de bracteas florais
e presenca de capitulos glabros, estigmas simples e pétalas das flores pistiladas livres.
Com excecdo da presenca de pétalas livres nas flores pistiladas, todas as demais
caracteristicas sdo tipicas de Syngonanthus, o que leva Giulietti e Hensold (1990) a
considerarem a necessidade de estudos mais detalhados nesse subgénero e em sua
posicdo. Assim como Thelxinog, Psilandra apresenta apenas duas espécies.

Paepalanthus subg. Bostrychophyllum: caracterizado pela presenca de capitulo
glabro e habito aquético. Hensold e Giulietti (1991) incluiram a Unica espécie desse
subgénero, P. capillaceus Klotzch ex Koernicke, em Rondonanthus, pela presenca de
estaminodios tipicos deste género.

Paepalanthus subg. Paepalocephalus: é o maior subgénero de Paepalanthus e
retne caracteres morfologicos muito diversos, que ndo se enquadram nos subgéneros
anteriores. Apresenta 5 secdes, separadas basicamente pelos padrbes de ramificacao e
organizacao floral.

A secdo Dyostiche conta com uma Unica espécie, P. distichophyllus Mart.,
muito caracteristica por apresentar caule alongado e filotaxia distica.

A secdo Diphyomene apresenta espécies com flores dimeras e caule alongado.
A secdo Conodiscus possui flores dimeras, porém em capitulos com receptaculos
hemisféricos e conicos.

A secdo Eriocaulopsis é a de caracterizacdo mais complexa e dificil (Giulietti
e Hensold, 1990), sendo que Ruhland (1903) a subdivide em 6 subsecOes e 5 séries.
Essa € a se¢do que reine o maior nimero de espécies do género.

A secdo Actinocephalus é caracterizada por Ruhland (1903) pela presenca de
caule estéril ramoso, com o0s escapos e capitulos dispostos em umbelas, flores

trimeras, estigmas simples e tricomas fregiientemente tuberculados.
2.1.1 Paepalanthus subg. Xeractis Koernicke
Desde o trabalho de Ruhland (1903) para as Eriocaulaceae, P. subg. Xeractis

tem sido considerado um dos poucos taxa infragenéricos inquestionavelmente

naturais. Como um grupo, ¢é reconhecido desde 1831 por Bongard e foi definido por
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Koernicke (1863) por suas bracteas involucrais grandes freqlientemente ultrapassando
os capitulos e pelas corolas internamente pilosas nas flores masculinas (figura 11.3).
Em relacdo a morfologia vegetativa assim como a maioria dos caracteres florais, P.
subg. Xeractis é considerado relativamente pouco especializado por Hensold (1988).
Em seu trabalho de monografia sobre o taxon, Hensold (1988) modificou a

classificacdo das espécies consideradas validas para esse grupo, removendo algumas,
reduzindo varias a sinonimias, ou ainda incluindo espécies e descrevendo espécies e
variedades novas. A classificacdo desse taxon, de acordo com esse tratamento € a
seguinte:
Paepalanthus subg. Xeractis

sect. Xeractis series Albidi — 7 espécies, uma variedade

sect. Xeractis series Fuscati — 12 espécies, 7 variedades

sect. Chrysostegis — 5 espécies, 1 variedade

sect. Gymnostegis — 1 espécie

sect. Pleurophyllon — 2 espécies
Assim, nesse trabalho sdo considerados como taxa validos, 27 espécies de
Paepalanthus subg. Xeractis. Essas espéecies sdo endémicas da Cadeia do Espinhago
em Minas Gerais, entre Ouro Preto e Diamantina. A maioria das espécies possuli
distribuicdo muito restrita. Em seu trabalho para a Flora da Serra do Cip6, Hensold
(1998) encontrou 10 espécies na area delimitada pelo estudo, sendo 7 endémicas dessa

regiao.
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Fig.11.3. P.argenteus var. argenteus.

a) esquema do habito; b) detalhe dos
capitulos; c) habito (reproduzido de
Hensold, 1988)
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2.1.2 Paepalanthus subg. Paepalocepnhalus sect. Eriocaulopsis subsect.

Aphorocaulon Ruhland

Paepalanthus macrocephalus (Bong.) Koernicke (figura 11.2c) foi a Unica
espécie estudada de P. subsect. Aphorocaulon no presente trabalho. Até o momento,
ndo foi realizado trabalho taxondmico mais detalhado envolvendo esta espécie; desta
forma, ndo ha na literatura nehuma descricdo atualizada deste taxon, razao pela qual

ndo podemos apresentar aqui sua caracterizacdo de forma mais detalhada.

3. Quimica de Eriocaulaceae

Quimicamente as Eriocaulaceae tém sido pouco exploradas. O primeiro relato
descrito na literatura é o de Augier (1956), onde o autor analisou as folhas e rizomas
de Mesanthemun radicans Koernicke em busca de derivados poliméricos da frutose.
Concluiu pela auséncia de frutosanos e pela pequena quantidade de agUcares e amido.
Em 1968, Bate-Smith relatou a presenca de quercetagetina em Eriocaulon nilagirense
Steud. e em E. septangulare. No ano seguinte, Bate-Smith e Harborne (1969)
realizaram analise de folhas frescas de algumas espécies, identificando o mesmo
flavonol 6-oxigenado em E. decangulare L., E. brownianum Mart., E. sexangulare L.
e E. wightianum Mart. e sua auséncia em E. truncatum Ham. Contudo, os autores
verificaram a auséncia de quercetagetina em E. decangulare e E. septangulare em
especimens secos provenientes de herbarios, obtendo resultados irregulares quanto a
presenca/auséncia desse metabdlito. A patuletina também foi encontrada em E.
brownianum, sendo esse o primeiro relato da ocorréncia de quercetagetina e seu 6-
metil éter em outra familia além de Asteraceae. Tal resultado estabeleceu uma curiosa
similaridade entre estas duas familias. Além disso, os autores detectaram também a
presenca de quercetina como um constituinte minoritario em E. brownianum.

Em 1984 Teixeira et al. realizaram uma triagem quimica em capitulos e
escapos de Leiothrix flavescens (Bong.) Ruhland e de Paepalanthus pseudoelongatus
Ruhland, detectando saponinas, antraquinonas, acidos, fendis, esteroides e
flavonoides, distribuidos desigualmente nas duas espécies. No ano seguinte, 0s

mesmos autores (Teixeira et al., 1985) apresentaram um estudo quimico de
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hidrocarbonetos de Leiothrix flavescesns, identificando uma mistura de n-alcanos com
cadeias que variavam de 21 a 33 atomos de carbono.

Um trabalho envolvendo 19 espécies de Eriocaulaceae foi apresentado por
Salatino et al. (1988). Os autores realizaram uma triagem buscando informacdes a
respeito dos perfis de alcanos das ceras epicuticulares de capitulos de 4 espécies de
Leiothrix, 9 de Paepalanthus e 5 de Syngonanthus. Tendo como base 0 comprimento
da cadeia carbonica, os autores concluiram que Leiothrix apresenta cadeias mais
curtas e Syngonanthus mais longas, ficando Paepalanthus em situacdo intermediaria.
Além disso, o trabalho forneceu indicios de que Paepalanthus aproxima-se mais de
Leiothrix, uma vez que ambos o0s géneros apresentam como um dos hicrocarbonetos
principais o homoélogo C,7, ao passo que 0 homdlgo Cs; so esta presente como alcano
principal em Syngonanthus.

Salatino et al. (1990) realizaram um estudo envolvendo 86 espécies de 8
géneros de Eriocaulaceae, determinando o teor de fendis totais dos capitulos através
de extracdo com etanol 70% e subseqiiente aplicacdo do metodo de Follin-Denis.
Dentre 0s géneros estudados, 0s que apresentaram teores mais baixos e menor
variabilidade foram Leiothrix (0,2-1,4%), seguido por Syngonanthus (0,3-1,7%) e
Eriocaulon (1,3-1,8%). Os maiores teores e a maior variabilidade foram obtidos com
Paepalanthus, com valores entre 0,7-8,9%. Dentro de Paepalanthus, as espécies
pertencentes a Paepalanthus subg. Platycaulon foram as que apresentaram os maiores
teores (3,6-8,4%), enquanto que as de Paepalanthus subg. Xeractis apresentaram 0s
menores teores (0,7-3,6%). Do ponto de vista evolutivo, segundo 0s autores, estes
resultados apontam para uma posi¢cdo basal de Paepalanthus e uma posicdo mais
avancada de Leiothrix, pois 0s teores mais baixos de fendis indicam maior
simplificacdo quimica e grande variabilidade entre espécies é consistente com
posicdes hierarquicamente menos evoluidas.

Uma série de trabalhos com flavondides tem sido desenvolvida sob a
orientacdo dos professores Antonio Salatino e Maria Luiza Salatino (IB-USP). Em um
deles, Dokkedal e Salatino (1992) investigaram a presenca desses metabolitos em
folhas de 6 espécies de Leiothrix pertencentes a 3 subgéneros. A composigdo dessas
espécies parece ser baseada principalmente em flavonas O- e C- glicosiladas. E
interessante notar a ocorréncia de luteolina C-glicosilada em todas as espécies
avaliadas, uma vez que C-glicosideos sdo de ocorréncia muito mais restrita que 0s
derivados O-glicosilados (Harborne & Mabry, 1982; Harborne, 1996). Ricci et al.
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(1996), em seu estudo envolvendo 22 taxa de 4 se¢des de Syngonanthus, encontraram
apenas O- e C- glicosideos de flavonas, especialmente de luteolina. De acordo com 0s
autores, este perfil flavonoidico aproxima Syngonanthus de Leiothrix, o que confirma
a proposicdo de Ruhland (1903) e Giulietti et al. (1995). Ao nivel de se¢do foi
observado que derivados de 6-hidroxiluteolina (a maioria composta de diglicosideos)
ocorrem aparentemente apenas em espécies de Syngonanthus sect. Carphocephalus e
Syngonanthus sect. Dimorphocaulon. Nestas se¢des, C-glicosideos foram
identificados raramente . Em espécies das outras duas sec¢des, Syngonanthus sect.
Eulepis e Syngonanthus sect. Thysanocephalus derivados de 6-hidroxiluteolina néo
foram detectados e C-glicosideos prodominaram, mais frequentemente como
derivados de luteolina. Desta forma, os resultados quimicos sugeriram um
realinhamento das se¢des do género, com a combinacdo, de um lado, de Syngonanthus
sect. Carphocephalus e Syngonanthus sect. Dimorphocaulon, e de outro,
Syngonanthus sect. Eulepis e Syngonanthus sect. Thysanocephalus. Esta observacéo
estd de acordo com evidéncias morfologicas e anatdmicas discutidas por Scatena e
Menezes (1995).

O grupo de Quimica de Produtos Naturais coordenado pelo Prof. Wagner
Vilegas vem desenvolvendo trabalhos com Eriocaulaceae desde 1990, quando
identificou, a partir de extrato cloroférmico de capitulos de Paepalanthus
bromelioides Silveira, um metabdlito ndo usual em planta, uma isocumarina, que foi
denominada de paepalantina (Vilegas et al. 1990). Ensaios biologicos in vitro
indicaram forte atividade antibidtica contra Bacillus cereus (7,5 npg/mL),
Staphylococcus aureus (7,5 ug/mL), S. epidermidis (15 pg/mL) e Escherichia coli
(250 pg/mL). A partir desse trabalho, varios estudos com diferentes espécies de
Eriocaulaceae, pertencentes a Paepalanthus e Syngonanthus vém sendo realizados.
Andrade (1997) estudando P. vellozioides isolou e identificou a paepalantina e o
flavondide nepetina; Santos (1997) estudando capitulos de P. hilairei Koern. isolou e
identificou a paepalantina e flavonoides 6-metoxilados derivados do kaempferol e da
quercetina; nos escapos encontrou flavondis 6-hidroxilados derivados da quercetina.
Nehme (1997) identificou, a partir de escapos de P. bromelioides e P. latipes, o
flavondide 5,6,3’,4’-tetraidroxi-7-metoxiflavonol e a paepalantina, além dos acidos

ferulico e caféico. Coelho et al.(1999 a, b) apresentaram dados de flavondides de
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Syngonanthus bisulcatus (Koern.) Ruhland, a partir de estudo de capitulos e escapos;
os autores identificaram flavonas O- e C-glicosiladas.

A taxonomia de Eriocaulaceae, gracas as suas flores extremamente pequenas e
delicadas e a morfologia vegetativa generalizada, é notoriamnete dificil. Em P. subg.
Xeractis esses problemas sdo complicados por uma pronunciada diferenciagéo local
das populacdes e de padrdes reticulados de variagdo. Dessa forma, trabalhos de
campo, associados a analise minuciosa dos caracteres florais, assim como da anatomia
floral tém se mostrado de grande utilidade. A quimica desse grupo certamente podera
contribuir para uma melhor compreensao do taxon.

Aliado ao estudo fitoquimico realizado com espécies de Paepalanthus, em
especial de P. subg. Xeractis e P. subsect. Aphorocaulon, foi realizada analise
abrangendo todas as informacdes a respeito da quimica de Eriocaulaceae obtidas até o
momento pelo grupo de Produtos Naturais do Departamento de Quimica Orgéanica,
coordenado pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas, a fim de contribuir para a discusséo
taxonémica de Paepalanthus e seus taxa infragenéricos, bem como sua posi¢do na
familia.

A numeragdo das substancias isoladas durante o desenvolvimento desse
trabalho seguird aquela apresentada nas figuras abaixo, destacadas em azul; as em
preto, sdo referentes a compilagdo do trabalho do grupo. Optamos por ndo apresentar
todos os espectros obtidos de todas as substancias identificadas, uma vez que alguns
sdo constituintes muito conhecidos ou mesmo ja publicados por nds. Assim, séo
apresentados os espectros de algumas substancias, como exemplo da determinacéo

estrutural realizada.
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I11. MATERIAL E METODOS

1. Obtencao de Material Botanico

As espécies estudadas de Paepalanthus (P. chlorocephalus Silveira, P.
argenteus var. argenteus (Bongard) Hensold, P. macrocephalus (Bongard) Koernicke,
P. denudatus Koernicke, P. vellozioides Koernicke e P. latipes Silveira) foram coletadas
entre fevereiro de 1995 e fevereiro de 1998, com o suporte do Prof. Dr. Paulo Takeo
Sano, do Instituto de Biociéncias da Universidade de S& Paulo. Para todos os
especimens coletados foram confeccionadas exsicatas, que foram incluidas no Herbario
SPF do IB/USP.

A identificacdo botanica foi realizada pela Dra Nancy Hensold (Field Museum,
Chicago), especialista em Paepalanthus subg. Xeractis, e pelo Dr Paulo T. Sano, supra

citado.

2. Preparo dos Extratos

O material botanico foi seco em estufa a 60°C e posteriormente triado para a
separac¢do de capitulos, escapos e folhas. Em seguida 0os mesmos foram pulverizados a
fim de facilitar a extragdo de seus constituintes.

O po6 obtido foi submetido ao processo de extracdo por maceracdo, ficando em
contato com cada solvente organico por uma semana. Apds cada extracdo o solvente foi

filtrado em papel de filtro pregueado, concentrado sob pressdo até a secura e pesado.

3. Fracionamento, isolamento e purificacao

3.1 Cromatografia por permeacédo em gel (GPC)

O fracionamento através de cromatografia por permeacdo em gel foi realizado
utilizando coluna de vidro de 1m x 3cm (d.i.), empacotada com sephadex LH-20
(Pharmacia). 1-2g de cada extrato foi dissolvido em metanol PA em banho ultrassonico
por 15 minutos e em seguida centrifugado 2 vezes. O sobrenadante foi aplicado no topo

da coluna de Sephadex LH-20 com uma pipeta. O solvente foi injetado na coluna por
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meio de uma bomba peristaltica (Pharmacia) a um fluxo de 0,5ml/min. As fracdes, de

15ml cada, foram coletadas em um coletor automatico Redifrac (Pharmacia).

3.2 Cromatografia em contracorrente por gotejamento (DCCC)

O fracionamento através de cromatografia em contracorrente por gotejamento
foi efetuada em cromatografo Tokyo Rikakikai CO., equipado com 300 colunas de
vidro 2mm (d.i.) X 400mm, conectadas através de tubos de teflon. O sistema de
solventes utilizado foi preparado com CHCl3:MeOH:H,0 43:37:20 (v:v:v), em funil de
separacao. A fase movel utilizada foi a organica, no modo descendente. Apos agitacdo a
mistura ficou em repouso por 12 horas para a separacdo das fases, que foram separadas,
obtendo-se aproximadamente 50% da fase orgénica e 50% da aquosa.

Para o fracionamento da amostra dissolveu-se 2g do extrato EtOH em 20ml do
eluente, sendo 10ml da fase superior e 10ml da fase inferior. Inicialmente, as colunas do
equipamento foram cheias com a fase superior do sistema de solventes, que atuou como
fase estacionaria. Injetou-se na sequéncia os 20ml da solucdo da amostra etanolica na
camara da amostra. Em seguida, bombeou-se a fase mével (inferior) para a cAmara em

direcdo as colunas (modo descendente). Foram coletadas fragdes de 8ml cada.

3.3 Cromatografia em coluna de polivinilpolipirrolidona (PVPP)

A cromatografia em coluna utilizando PVPP (Sigma, P-6755) como adsorvente
foi realizada apds o fracionamento através de GPC ou DCCC, para isolamento e
purificacdo das substanicas, utilizando colunas de vidro de diferentes diametros, de
acordo com a necessidade. De modo geral, utilizou-se cerca de 1g de PVPP/mg de

amostra. O solvente utilizado foi MeOH. Foram coletadas fracdes de 2,5ml cada.

3.4 Cromatografia em coluna com XAD2

A cromatografia em coluna de Amberlite XAD-2 (Aldrich, USA) foi realizada
com 61g de extrato bruto dissolvido em 5L de H,O. A amostra foi suspendida em agua,
deixada em banho ultrassonico por 10 minutos e filtrada em papel de filtro pregueado.
Em seguida, a parte soltvel foi filtrada através de uma coluna de aproximadamente

40cm de altura X 3cm de didmetro, com fluxo de aproximadamente 1ml/min. Apos
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eluicéo total do extrato, a coluna foi lavada com 1L de agua destilada. Em seguida, foi
eluida com 1L de metanol PA, para dessorcdo dos componentes. As fracdes aquosa e
metanolica foram concentradas em rotaevaporador, transferidas para frascos e secadas
completamente sob corrente de ar na capela. Foram feitas analise por TLC de cada uma
das fracOes e, de modo geral, a fracdo metanolica mostrou ser mais rica nos
componentes de interesse. Na fracdo aquosa restaram principalmente acucares livres

gue ndo foram investigados.

3.5 Cromatografia em Camada Delgada (TLC)

As fracdes isoladas e purificadas foram analisadas através de TLC comparativa.
As placas foram preparadas aplicando uma suspensdo de silica gel 60 G (Merck) em
agua destilada, na proporcéo de 1:2 (p/v), sobre placas de vidro medindo 5cm x 20cm
ou 20cm x 20cm, de espessura de adsorvente de 0,25mm. As placas foram ativadas em
estufa a 120°C durante cerca de 30 min antes de sua utilizacdo. Foram utilizadas
também placas preparadas de silica gel 60 (Merck), de tamanho de 20cm x 20cm e
0,2mm de espessura, com suporte de acetato ou vidro. A cromatografia foi realizada
utilizando como solvente 0 mesmo sistema do DCCC (supra citado) ou BAW (n-
BuOH:HOAC:H,0, 6:1:2). A analise das fracGes foi realizada por comparacdo com
amostras auténticas como padréo; as de mesmo Rf foram reunidas para serem analisadas
por RMN e/ou ES-MS, se consideradas puras. As fragdes que apresentaram misturas
sofreram novas etapas de purificacdo em coluna utilizando diferentes adsorventes, de
acordo com a necessidade.

As placas foram inicialmente visualizadas sob luz UV (345nm) e depois
submetidas a vaporizacdo com vapores de iodo ou reagente NP/PEG (Wagner et al.,
1984). Nesse caso, as placas foram nebulizadas com mistura de 1% de
difeniletilaminoborato em metanol (NP), acrescido de solugdo 5% de polietilenoglicol
2000 etandlico (PEG), 10ml e 8ml, repectivamente. A detec¢do dos flavonoides foi
obtida imediatamente, ou ap6s 15 min, sob luz UV de 345nm. As manchas
apresentaram-se com fluorescéncia intensa, alaranjadas ou amareladas, dependendo da

estrutura dos flavonoides.
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4. ldentificacdo através de métodos espectrométricos

4.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram registrados em
espectrometro Brucker AC-200 F, operando a 200MHz para o hidrogénio e 50 MHz
para o carbono em um campo de 4,7 T. Os espectros foram registrados com amostras
dissolvidas em DMSO-ds, usando TMS como padréo interno. Foram também realizados
experimentos de RMN utilizando um espectrometro Brucker DRX-600 operando a
599.19MHz para o hidrogénio e 150.86MHz para o carbono. Nesses casos, 0 solvente
utilizado para foi CD;OD. Esses experimentos foram realizados na Universidade de

Salerno, Italia, em colaboracdo com o Prof. Dr. Cosimo Pizza, a quem agradegemos.

4.2 Electrospray - Espectrometria de Massas (ES-MS)

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas em equipamento
Fisions VG Platform de quadrupolo simples. As amostras foram transferidas para a
fonte de electrospray através de uma bomba Rheo 4000 (Flux Instruments) com fluxo
de 30ul/min, através de injetor Rheodine com “loop” de 1ul, quando por inje¢do direta e
fluxo de 50ul/min, quando por HPLC. Foi utilizado nitrogénio como gas secante e
também para nebulizacdo, com fluxos de 250L/h e 17L/h, respectivamente. A
temperatura de interface foi mantida a 70°C. A regido analisada variou de m/z 100 a
1200 Dale, sendo que foi tomada a medida dos sinais produzidos em 180s para produzir
cada espectro de massas. Para a obtencdo dos espectros no modo positivo foi usado

acido férmico 1%.

4.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As analises cromatogréaficas utilizando HPLC - Electrospray — MS foram
utilizadas em equipamento HPLC/UV Waters, provido de duas bombas do tipo pistéo
Waters 501, injetor de vélvulas Waters U6K, detector UV/visivel Waters 486 com
comprimento de onda 254nm, integrador/registrador Waters 746 e coluna radial PAK

Liquid Chromatography Cartridge (8mm d.i. x 10cm) — com particulas de 4um. As
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amostras foram injetadas com seringa Hamilton de 10ul. Os filtros utilizados para a
purificagdo das amostras foram de membrana de celulose regenerada de 0,45um
Sartorius ou de membranas filtrantes de polietileno de 0,45um Millex, conectada a uma

seringa plastica.

4.4 Espectrometria no Infravermelho (IR)

Os espectros no infravermelho foram realizados em espectrometro de
Infravermelho FT-IR-Nicolet-IMACT-400 em pastilhas de KBr.

4.5 Espectrometria no Ultravioleta (UV)

Os espectro de UV foram registrados em espectrometro Lambda 14 UV/VIS -

Perkin Elmer. Os espectros foram obtidos em solucdo metandlica.
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IV. DESENVOLVIMENTO, RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Estudo quimico

1.1. Paepalanthus denudatus Koernicke

Os extratos de P. denudatus foram obtidos de acordo com a figura 1V.1. 2g do
extrato etandlico foram submetidos a GPC, como descrito no item anterior (l11); as
fracbes foram analisadas por TLC de silica gel, utilizando como solvente
CHCI3:MeOH:H,0 (43:37:20, fase inferior). As placas foram reveladas sob luz UV e
nebulizadas com NP/PEG (ver item I11).

69,159 de capitulos de
Paepalanthus denudatus

secagem
pulverizacdo
maceragdo

1,29 CHCl,

;

3,59 EtOH

GPC

| FrRAcOES |

CC; GPC

| sussTANcIAS |

RMN
ES-MS

|| 10, 11, 15.13, 9 || || 29 28 ||

Fig. IV.1. Extracdo e fracionamento de capitulos de P. denudatus
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A analise por TLC sob luz UV (345nm) seguida por revelacdo sob luz UV
(345nm) antes e apds utilizacdo de reagente NP/PEG (Wagner et al., 1984) indicou a
presenca de agliconas e glicosideos de flavonoides, o que foi indicado por seus Rf’s e
manchas de colora¢do laranja ou amarela. Manchas azuis ou amarelo-esverdeadas
detectadas sob luz UV indicaram a presenca de naftopiranonas (Vilegas et al., 1998,
1999a). Apos isolamento das substancias através de GPC ou de CC utilizando-se PVPP
(item I11), as estruturas das substancias foram elucidadas através do uso combinado de
técnicas de RMN em 200 MHz e espectrometria de massas (ES-MS). Para completa
elucidacéo estrutural da substancia 11 foi realizado experimento de RMN de correlacédo
a longa distancia, HMBC, em CD3;OD em 600MHz. Os valores de deslocamentos
quimicos de todos os protons e carbonos foram assinalados e comparados com os da
literatura (Harborne, 1994, 1996; Agrawal, 1989).

O espectro de RMN de 'H da substancia 11 (Fig. 1V.2) apresenta um singleto
(1H) de um grupo OH na posicdo 5 da aglicona, quelado a carbonila (12.7 3). Dois
dubletos em 7,98 6 (J = 8,0 Hz) e 6,85 6 (J = 8,0 Hz) sdo relativos ao anel B do
flavonoide (Harborne, 1982). O singleto em 6,49 & pode ser atribuido ao H8. Os outros
dois dubletos em 6,78 & (J = 8,0 Hz) e 7,37 6 (J = 8,0 Hz) sdo atribuidos a H3’"’/H5"’
e H2’’’/H6’’" da unidade p-cumaroil, respectivamente. Os dois dubletos em 6,14 & e
7,35 8 (J = 16 Hz) sdo atribuidos a0 Ho e HPB da unidade p-cumaroil com
estereoquimica trans, respectivamente. O dubleto em 5,43 6 (J = 7,0Hz) pode ser
atriuido a unidade de D-glicose com configuracdo beta. O singleto em 3,70 6 (3H) ¢
referente a metoxila (Harborne e Mabry, 1982).

No espectro de RMN de **C da substancia 11 (Fig. 1V.3) 6 sinais podem ser
atribuidos & uma unidade B-glucopiranosidica (Agrawaal, 1989). Outros 16 sinais séo
compativeis com os do 6-metoxikaempferol (Agrawaal, 1989). Os outros 9 sinais sdo
compativeis com uma unidade p-cumaroil (Agrawaal, 1989). Os deslocamentos
quimicos de C2 (156,9 3), C3 (132,8 6) e C4 (177,8 &) sdo compativeis com a
substituicdo pelo aglcar (glicose) na posicdo 3 (Agrawaal, 1989). O deslocamento
quimico do C6 da glicose (63,1 8) mostra que esta € a posi¢do do acucar onde esta
ligada a unidade p-cumaroil (Agrawaal, 1989).

A atribuicdo de cada sinal foi feita baseada em espectros bidimensionais COSY
"H/*H (Fig. IV.4), espectro COSY *H/**C de correlagdo direta (Fig. IV.5), ambos em
DMSO-ds em 200MHz e espectro de correlagdo a longa distancia HMBC em CD;OD
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em 600MHz (Fig. IV.6). No espectro HMBC observa-se correlacdo entre o proton em
5,28 & (H1-gli) com o C3 da aglicona (135,11 3), bem como entre os protons em 4,36 6
(H6a-gli) e 4,24 & (H6b-gli) com a carbonila da unidade p-cumaroil (169,18 3), além
das relacGes entre H e C vizinhos de toda a molécula.

O ES-MS de 11 (Fig 1V.7) mostrou o ion pseudo-molecular [M+H]" em m/z 625,
condizente com a formula molecular C3;H,304 O aduto com sodio [M+Na]® e com
potassio [M+K]" ocorreu respectivamente em m/z 647 e m/z 663. Observamos a
aglicona protonada [A+H]" em m/z 317, assim como seu aduto com sodio [A+Na]* em
m/z 339 e com potassio [A+K]" em m/z 335.

O espectro de UV exibiu A em 320nm e 272nm, correspondentes as bandas | e Il
em MeOH.

Assim, 11 pode ser identificado como sendo 6-metoxikaempferol-3-O-B-D-
6’ (E-p-cumaroil)glucopiranosideo, uma substancia relatada pela primeira vez na
literatura pelo grupo (Andrade et al., 1999. Anexo 1). Os deslocamentos quimicos de
RMN de 'H e 3C desse e dos outros flavondides isolados de P. denudatus s&o
apresentados nas tabelas 1V.1 e 1V.2, respectivamente. Para as isocumarinas, os dados

de 'H e **C sdo apresentados nas tabelas 1V.3 e 1V.4, respectivamente.
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Tabela IV.1 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN de ' H das substancias identificadas nos capitulos de
espécies de Paepalanthus (200 MHz, DMSO-Dg . TMS)

1H 1 2 3 9 10 11 13 15 16
3 6,65s 6,85s 7,11
8 6,54 s 6,59s 7,01s 6,53s 6,64 s 6,49 s 6,90 s 6,47 s 6,44 s
2’ 7,38s* | 7,51sl |7,64sl*| 8,00d 8,00d 7,98d 7,68d 7,55d 7,71l
J=8,7Hz | J=8,6 Hz | J=8,0 Hz J=1,8 Hz J=2,0 Hz
3 6,90d 6,90d 6,85d
J=8,6 Hz | J=8,6 Hz | J=8,0 Hz
5’ 6,87d 6,91d 6,90d 6,90d 6,85d 6,85d 6,76 d 6,83d
J=8,2 Hz | J=8,8Hz J=8,6 Hz | J=8,6 Hz | J=8,0 Hz J=8,4 Hz J=8,0 Hz J=8,0 Hz
6’ 7,40d 754 | 7,64d*| 8,00d 8,00d 7,98d 7,52 dd 7,51 dd 7,00d
J=8,00 Hz J=7,2Hz | J=8,7Hz | J=8,6 Hz | J=8,0 Hz | J=8,0 e 2,0Hz | J=8,0 ¢ 2,0 Hz | J=8,0 Hz
1” 5,18 d 541d 5,43d 4,99d 5,48d
J=7,0Hz J=6,9Hz | J=7,0Hz J=6,7 Hz J=7,0 Hz
2 ag’* 3,0e4,0 3,0e4,0 | 30e4,0 3,0e4,0 3,0e4,0
OMe-6 3,73s 3,73s 3,73s 3,735 3,70s 3,695 3,89
OMe-3 3,87s
o 6,14 d 6,15d
J=16,0 Hz J=16,0 Hz
B 7,35d 7,33d
J=16 Hz J=16,0 Hz
2’ 7,37d 7,35d
J=8,0 Hz J=8,0 Hz
3 6,78d 6,83 d
J=8,0 Hz J=8,0 Hz
57 6,78 d 6,83d
J=8,0 Hz J=8,0 Hz
6" 7,37d 7,35d
J=8,0 Hz J=8,0 Hz

* sinais sobrepostos; s = singleto, d = dubleto, dd = duplo dubleto; sl - singleto largo
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Tabela 1V.2 — Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN de **C das substancias identificadas nos capitulos
de espécies de Paepalanthus (200 MHz, DMSO-Dg).

Bc 1 2 3 9 10 11 15 16
2 164 163,7 164,3 1471 156,6 156,9 156,6 147,1
3 102,4 102,7 103,1 135,4 132,9 132,8 132,7 135,4
4 182,1 182,2 182,4 176,2 177,8 177.8 177,6 176,0
5 152,8 152,8 152,5 151,8 152,4 151,8 151,5 151,7
6 1314 1314 132,6 130,9 131,3 131,5 131,3 130,9
7 157,3 157,3 156,6 157,3 157,7 157,9 157,4 157,7
8 94,2 94,4 94,6 93,9 94,1 94,2 93,8 93,7
9 152,4 152,4 152,1 151,5 151,6 152,4 152,4 151,4
10 104,1 104,1 105,8 103,4 104,4 104,3 104,3 103,3
r 121,6 121,6 121,5 121,8 120,9 121,0 121,2 122,0
2’ 113,4 110,2 110,3 129,6 130,9 131,0 116,2 1151
3’ 145,8 150,8 151,0 115,6 115,3 115,3 144,6 145,1
4 149,7 148,0 148,0 159,3 160,2 159,9 148,5 147,8
5 116,1 115,8 115,8 115,6 115,3 115,3 115,2 115,7
6’ 119,0 120,4 120,6 129,6 130,9 131,0 121,6 120,0
1 100,4 101,0 101,2 100,8
27 73,3 74,3 74,3 74,0
3 77,5 77,5 76,3 76,3
4 69,7 69,9 70,1 69,9
5" 76,8 76,5 74,3 74,2
6" 60,7 60,8 63,1 63,1
o} 113,8 113,7
B 144,8 144,9

C=0 166,4 166,4

1’ 125,0 124,9

2’ 130,3 130,2

3 116,0 115,9

4’ 160,1 159.8

5 116,0 115,9

6’ 130,3 130,2

OMe -6 60,0 60,0 60,4 60,1 60,1 60,1 59,9 60,0
OMe - 3' 56,0 56,0
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Tabela 1V.3. Deslocamentos quimicos de *H das isocumarinas identificadas nos capitulos e folhas das
us (200MHz, DMSO-dg, TMS; * 600 MHz, CD30D).

espécies de Paepalanth
1
H

28 29 31* 32* 33*
3 4,76 m 481 m 4,76 m
4a 6,64 s 6,64 s 2,97 dd 3,0dd 3,07 dd
J=11,4e 16,2Hz J=11,4e 16,2Hz J=11,4 e 16,0Hz
4b 3,11 dd 3,10 dd 2,91 dd
J=2,6 e 16,2Hz J=2,6 € 16,2Hz J=2,6 e 16,0Hz
5 6,99 s 7,05s 6,96 s
6 6,86 d 6,94 d 6,87 d 6,90 d 6,81d
J=2,5Hz J=2,5Hz J=1,5Hz J=1,5Hz J=1,5Hz
8 6,96 d 6,86 d 7,04d 7,05d 6,97 d
J=2,5Hz J=2,5Hz J=1,5Hz J=1,5Hz J=1,5Hz
11 2,25 2,22 1,53d 1,53d 1,53d
J=6,1 Hz J=6,1 Hz J=6,1 Hz
Glicose
1 510d 4,98d 5,01d 5,06d 5,03d
J=7,5Hz J=7,9 Hz J=75Hz J=7,5Hz J=7,5Hz
2’ 3,3-3,9 Hz#t 3,42 dd 3,67 dd 3,68 dd 3,70 dd
J=7,9; 9,0 Hz J=75; 9,0Hz J=7,5; 9,0Hz J=7,9; 9,0Hz
3’ 3,3-3,9 Hz# 3,30 dd 3,55 dd 3,56 dd 3,59 dd
J=9,0; 9,0 Hz J=9,0; 9,0Hz J=9,0; 9,0Hz J=9,0; 9,0Hz
4 3,3-3,9 Hz# 3,26 dd 3,47 dd 3,48 dd 3,55 dd
J=9,0; 9,0 Hz J=9,0; 9,0Hz J=9,0; 9,0Hz J=9,0; 9,0Hz
5’ 3,3-39 Hz# 3,65m 3,55m 3,84 m 3,84 m
6a’ 3,3-3,9 Hz# 4,02 dd 3,77 dd 3,90 dd 3,91dd
J=25; 11,0 Hz J=5,0; 11,0Hz J=5,0; 11,4Hz J=5,0; 11,4Hz
6b' 3,98 dd 4,22 dd 4,26 dd
J=2,5; 11Hz J=2,5; 11,4Hz J=25; 11,4Hz
Glicose
1" 441d
J=7,9 Hz
2" 3,29 dd
J=7,9; 9,0Hz
3" 3,35 dd
J=9,0; 9,0Hz
4" 3,39 dd
J=9,0; 9,0Hz
5" 3,29 m
6a" 3,68 dd
J=5,0; 11,4Hz
6b" 3,90 dd
J=2,5; 11,4Hz
Alose
1 451d 4,78 d
J=7,4 Hz J=7,4 Hz
2 3,16 dd 3,45 dd
J=7,4;2,5Hz J=2.8; 7,4Hz
3 3,83 dd 4,13 dd
J=2,5; 4,0 Hz J=2,8; 2,8Hz
4 3,28 dd 3,55 dd
J=4,0; 9,2 Hz J=2,8; 9,2Hz
5 3,49 m 3,76 m
6a” 3,64 dd 3,69 dd
J=3,0; 12,0 Hz J=5,0; 12,0Hz
6b™ 3,89 dd
J=3,0; 12,0Hz
OMe-5 3,79 s 3,77s
OMe-7 3,92s 3,90 s 3,93 s 3,95s 3,93 s
OH-10 12,48 s 12,47 s

s = singleto, d = dubleto, dd = duplo dubleto, m = multipleto, # = sinais sobrepostos
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Tabela I1V.4. Deslocamentos quimicos de **C das isocumarinas identificadas nos capitulos e folhas de
espécies de Paepalanthus (200MHz, DMSO-dg, TMS; * 600 MHz, CD3;0D).

Bc 28 29 31* 32* 33*
1 166,6 166,9 172,8 172,8 172,8
3 152,8 152,4 77,3 77,3 77,3
4 98,5 98,3 35,0 35,0 35,3
4a 123,1 123,3 136,0 136,0 135,9
5 138,8 139,0 116,9 116,8 117,0
5a 135,7 135,9 1422 142,0 142,4
6 94,5 94,8 102,0 102,0 102,2
7 161,7 161,3 163,0 163,0 162,8
8 101,9 102,2 104,6 104,8 104,5
9 158,4 158,4 159,4 159,4 159,0
9a 109,7 109,8 111,2 111,0 111,2
10 159,4 159,6 163,8 163,9 163,9
10a 97,4 97,5 102,0 102,0 101,9
11 18,9 19,0 20,9 20,9 20,9
Glicose
r 101,1 101,0 103,6 103,5 103,5
2’ 73,4 73,6 74,8 74,8 74,9
3’ 77,3 76,4 77,4 77,2 77,1
4 69,7 69,7 71,4 71,4 71,2
5’ 76,4 75,6 78,2 77,3 77,1
6’ 60,7 68,8 62,9 70,2 69,9
Glicose
1" 104,6
2" 75,0
3" 77,4
4" 71,8
5" 77,8
6" 62,6
Alose
1 101,6 102,5
2 70,6 72,1
3 71,4 72,6
4 67,5 68,6
5 74,5 75,3
6’ 61,3 62,7
OMe -5 61,6 61,3
OMe -7 55,4 55,4 56,1 56,1 55,9
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1.2. Paepalanthus chlorocephalus Silveira

O extrato etandlico de P. chlorocephalus sofreu fracionamento por DCCC, de
acordo com a figura IV.8, uma vez que trata-se de técnica adequada para a separacao de
constituintes polares (Hostettmann et al., 1986). De acordo com a metodologia ja
descrita (item 111, 3.2) coletou-se 304 fracdes de cerca de 8 ml cada. As amostras
obtidas em quantidades suficientes (1 e 16) foram analisadas através de RMN (tabelas
IV.1lelV.2).

O espectro de RMN de *H da fragdo 1 (Fig. IV.9, tab. IV.1) apresenta sinais de
prétons ligados ao anel aromético B: o dubleto em 7,38 & (J = 1,9 Hz) refere-se ao
acoplamento meta de H2’ com o H6’; o duplo dubleto em 7,40 6 (J = 8,0 Hz e
indeterminado) sugere o acoplamento orto referente ao H6” com o H5’e 0 meta
referente ao H6” com H2’; em 6,87 & (J = 8,0 Hz), o acoplamento orto referente ao
H5’com o H6E’. O singleto em 6,54 & corresponde ao H8 do anel A; um outro singleto
em 6,65 & deve corresponder ao H3, indicando que esse composto trata-se de uma
flavona (Harborne e Mabry, 1982). O sinal em 13,07 5 refere-se a hidroxila na posicao
5, e em 3,73, 3 encontra-se o sinal indicando metoxila em 6. A auséncia de sinais entre
4,0 e 5,0 ppm, regido do préton anomeérico, indica que este composto trata-se de uma
aglicona.

No espectro de RMN de *C (Fig. IV.10, tab.IV. 2) observam-se sinais de
carbonila em 182,1 §, caracteristico de flavona (Harborne e Mabry, 1982, Markham,
1982). Observa-se também o sinal da metoxila em 60,0 J, indicando que esta se
encontra no C6. O sinal de C2 em 164 § sugere que a posi¢do 3 ndo possui hidroxila,
reforcando tratar-se de flavona (Agrawaal, 1989). Os sinais de C3’e C4’ em 145,8 6 e
149,7 5, respectivamente, indicam tratar-se de derivados O-di-OH no anel B, portanto
um derivado de luteolina. Assim podemos sugerir que a fracdo 1 é uma nepetina, ou
seja, 6-metoxiluteolina.

A fracdo 16 foi identificada de modo similar (tabelas IV.1 e 1V.2), como sendo a
6-metoxiquercetina, ou patuletina (Harborne, 1994, Agrawaal, 1989).

Uma outra etapa realizada foi a analise do extrato etandlico por cromatografia de
sephadex LH-20; uma aliquota de 2g do extrato etandlico foi submetida a essa técnica,

utilizando MeOH como solvente. O objetivo foi o de comparar a eficiéncia desse
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método de isolamento com o de DCCC. Foram coletadas 20 fracdes, as quais foram
analisadas por TLC, seguida de RMN. Além das substancias identificadas a partir do

DCCC foi identificada a substancia 9, 6-metoxikaempferol.

262g. de capitulos de
P. chlorocephalus

secagem
pulverizacao
maceragao

2,39 CHCl,

J

g

5,29 EtOH

DCCC
GPC

FRAGOES ||

CC; GPC

SUBSTANCIAS |

RMN

9,1,16

Figura 1V.8. Extragdo e fracionamento de capitulos de Paepalanthus chlorocephalus.
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1.3. Paepalanthus argenteus var. argenteus (Bong.) Hensold

Para essa espécie foram estudados dois espécimens separadamente, SANO 920 e
SANO 812, ja que o estudo fitoquimico foi realizado antes da identificacdo botéanica e
ndo foi possivel distinguir as especies. O que se verificou foi a confirmacdo do perfil, e
portanto, a reprodutibilidade do estudo. Em ambos os espécimens foram identificadas as
mesmas substancias.

2g do extrato etandlico obtido de acordo com o procedimento apresentado na
figura 1V.11 foi submetido a GPC, utilizando MeOH como eluente. As fragdes
coletadas foram submetidas a TLC de silica gel (item I1l), utilizando como sistema de
solventes CHCI3:MeOH:H,0 (43:37:20, fase inferior). Foram eluidas 172 fracdes de
SANO 920 e 137 de SANO 812.

As placas foram visualizadas sob luz UV e reveladas com vapores de iodo. As
amostras de mesmo Rf foram reunidas e, quando necessario, submetidas a novas etapas
de isolamento e purificacdo, em CC, utilizando diferentes adsorventes (PVPP, celulose)
e diferentes sistemas de solventes (BAW, HOAc 15%).

As amostras que apresentaram apenas uma mancha em TLC apds revelacdo com
vapores de iodo foram analisadas por RMN de *H e/ou *3C. Para as amostras com massa
insuficiente para andlise utilizando RMN, foram realizados experimentos de HPLC-MS.

O espectro de RMN de *H de 2 (Fig. IV.12, Tab. IV.1) mostra 2 singletos (3H)
em 3,87 6 e 3,73 5 referentes a duas metoxilas; observa-se um singleto em 6,59 6 e
outro em 6,85 9, referentes a H8 e H3, respectivamente (Harborne, 1996); um dubleto
em 6,91 5 de J = 8,8 Hz é referente ao acoplamento orto do H5” com o H6’, no anel B;
0s sinais em 7,54 5 e 7,51 8, sobrepostos, referem-se a H2’e H6’. O sinal em 13,06
sugere que a OH em 5 esteja quelada a carbonila.

O espectro de RMN de *C (Fig. V.13, Tab. IV.2) apresenta 15 sinais referentes
a unidade de flavonoide mais 2 sinais de metoxila. A carbonila apresenta deslocamento
quimico em 182,2 8, caracteristico de flavona (Harborne e Mabry, 1982; Agrawal,
1989). O sinal da metoxila em 60 & indica sua posi¢cdo em C6; a outra metoxila, em 55,9
d sugere que sua posicao seja no anel B, provavelmente em 3’. O sinal de C2 em 163,75
sugere que a posicdo 3 ndo possui hidroxila, reforgando tratar-se de uma flavona
(Agrawal,1989). Comparando o espectro de RMN de '*C desta substancia com a
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literatura (Agrawal, 1989) podemos sugerir que trata-se da jaceosidina, ou seja, 6-3’-
dimetoxiluteolina,

A figura 1V.14 mostra um DEPT 135 da jaceosidina, que confirma as posi¢0es
de CH, de acordo com a estrutura proposta; 0s espectros COSY *H-'H (Fig. IV.15) e
CHCORR (Fig. IV.16) forneceram a completa atribuicdo de sinais.

A substancia 3 apresenta em seus espectros de RMN de *H e *3C (tabelas IV.1 e
IV.2) os mesmos sinais da aglicona 2, acrescidos de sinais de uma unidade de glicose.
No espectro de RMN 'H podemos observar o sinal do préton anomérico em 5,18 &; 0
acucar deve estar na posi¢do 7, uma vez que houve uma desprotecdo do H8, passando
de 6,59 & em 2 para 7,11 8 em 3 (Harborne, 1996). No espectro de RMN **C podemos
observar sinais de agucar na regido entre 60,74 5 e 77,46 3.

A substancia 16 foi identificada por comparagdo com o0s dados anteriormente
obtidos (tabelas 1V.1 e 1V.2) e por comparagdo com os dados da literatura.

As substancias 31, 35 e 37 estavam contidas numa mesma fracdo em pequena
quantidade de massa e assim, foram analisadas através de HPLC-MS (coluna RP 18
Supelcosil, 25cmX2,1mmX5um; MeCN, 100ul/min.).

Na tabela 1V.5a sdo apresentados os dados dos principais fragmentos obtidos
através de ES-MS para as substancias 31, 35 e 37. O cromatograma da figura 1V.17
mostra o TIC e 0s espectros de massas das moléculas.

Tabela 1V.5a. Principais fragmentos obtidos através de HPLC-MS do extrato de P. argenteus var.
argenteus

TEMPO DE RETENQAO (min) | PRINCIPAIS FRAGMENTOS SUBSTANCIA PROPOSTA
0.655 m/z 597 — [M+H]" 5-desmetoxipaepalantina -9-O-f3-D-glucopiranosil
m/z 619 — [M+Na]" (1-6)glucopiranosideo
m/z 435 — [M-gli]" (35)
m/z 273 - [A+H]"
1.355 m/z 627 — [M+H]" paepalantina -9-O-3-D-
mz/ 650 — [M+Na]* glucopiranosil(1—6)glucopiranosideo
m/z 465 — [M-gli]* (37)
m/z 303 - [A+H]"
3.350 m/z 437 — [M+H]" 5-desmetoxi-3,4-diidropaepalantina-9-O--D-
m/z 459 — [M+Na]* glucopiranosideo
miz 275 — [A+H]* (31)
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106g. de capitulos de P.
argenteus var. argenteus

secagem
pulverizacdo
maceragéo

1,29 CHCl,

2,6g EtOH |

GPC

FRACOES |

CC; GPC

SUBSTANCIAS ||

RMN HPLC-MS

Figura 1V.11. Extracdo e fracionamento de capitulos de Paepalanthus argenteus var. argenteus.
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1.4. Paepalanthus macrocephalus (Bong.) Koernicke

O extrato etandlico de capitulos de P. macrocephalus foi submetido a DCCC,
utilizando-se como sistema de solventes CHCI3:MeOH:H,0 (43:37:20, fase inferior,
modo descendente). Foram coletadas 180 fracdes, que foram submetidas a TLC; as
fracbes idénticas foram reunidas, e quando apresentaram misturas, foram submetidas
aos procedimentos de cromatografia de sephadex LH-20 para separacdo dos
constituintes (figura 1V.18). A fracdo de 106-109 apresentou uma Unica mancha de
coloracdo amarela a luz UV, de Rf semelhante ao 6-OMe-kaempferol ligado a unidade
de acucar e de p-coumaroil, identificado previamente em P. denudatus. Para confirmar
esta indicacéo, a fracdo foi submetida & *H RMN e verificamos tratar-se realmente de
11.

O extrato etanolico dos capitulos de P. macrocephalus foi ainda submetido a
analise por HPLC-ES-MS utilizando-se coluna RP 18 (Supelcosil 25cm X 2,1mm X
5um), como sistema de solventes, MeCN/H,0 (30:70% + 1% HCOOH), 100V, PI, em

dois fluxos diferentes:50ul/min e 100ul/min.

Os dados obtidos a partir de HPLC-ES-MS do extrato de P.macrocephalus sdo
apresentados na tabela 1VV.5b. O cromatograma da figura 1V.19, obtido com fluxo de
50ul/min  mostra o BPI e os cromatogramas extraidos para os ions em m/z 273 e m/z
275 referentes a 32, 35, 36. Os espectros de massas de cada um destes picos sé@o
mostrados na figura 1V.20.

Na anélise a 100ul/min foram identificadas as substancias 26 e 17 (tabela

IV.5b).
Tabela IV.5b. Principais fragmentos obtidos através de HPLC-MS do extrato de P. macrocephalus
TEMPO DE RETENCAO (min) | PRINCIPAIS FRAGMENTOS SUBSTANCIA PROPOSTA
8.499 m/z 508 - [M]" 6,3’-dimetoxiquercetina- 7-O-R-D-glucopiranosideo
m/z 531 - [M+Na]*
m/z 547 — [M+K]" (26)
m/z 346 — [A+H]"
16.876 m/z 495 — [M+H]" 6-metoxiquercetina 3-O- R-D-glucopiranosideo
m/z 517 - [M+Na]* 17)
m/z 533 - [M+K]"
m/z 33 — [A+H]"
21.202 m/z 599 — [M+H]" 5-desmetoxi -3,4-diidropaepalantina- 9-O-p-D-
m/z 275 — [A+H]" glucopiranosil (1—6)glucopiranosideo
(32)
24.935 m/z 597 - [M+H]" 5-desmetoxipaepalantina-9-O-p-D-glucopiranosil
m/z 619 - [M+Na]* (1—6)glucopiranosideo
m/z 635 - [M+K]"
m/z 434 - [M-gli]* (35)
m/z 273 - [A+H]"
44.069 m/z 273- [M+H]" 5-desmetoxipaepalantina
(36)
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177g. de capitulos de P.
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Figura 1V.18. Extracdo e fracionamento de capitulos de Paepalanthus macrocephalus.
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1.5. Paepalanthus vellozioides Koernicke e Paepalanthus latipes Silveira

O trabalho desenvolvido com P. vellozioides e P. latipes utilizou folhas, a fim de
verificar a constituicdo quimica desses 6rgdos vegetais, ja que a morfologia e anatomia
das folhas sdo consideradas essenciais para a diferenciacdo dos géneros (Castro, 1986;
Castro e Menezes, 1990, 1995; Monteiro et al., 1984, 1985; Scatena e Menezes, 1993,
1996; Scatena e Rocha, 1995). Essas espécies foram escolhidas por suas folhas grandes,
que poderiam fornecer com mais facilidade quantidade suficiente de material para os
estudos fitoquimicos. As substancias isoladas foram identificadas através de técnicas
modernas de RMN mono e bidimensionais a 600 MHz, em conjunto com o grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Cosimo Pizza, da Universidade de Salerno, Italia. Desse convénio
com a Italia resultou a identificacdo de novos derivados isocumarinicos e flavondides
glicosilados (Vilegas et al., 1999a e b, Anexos 2 e 3).

Para a analise através de RMN a 600 MHz os espectros foram obtidos em
CD30D. Os experimentos realizados para completa elucidacdo estrutural das moléculas
envolveram *H-'H DFQ-COSY (Bodenhausen et al., 1977, apud Vilegas et al., 1999b),
'H-3C HSQC (Bodenhausen and Ruben, 1980, apud Vilegas et al., 1999b), HMBC
(Martin and Crouch, 1991, apud Vilegas et al., 1999b) e 1D-TOCSY (Davis and Bax,
1985, apud Vilegas et al., 1999b).

O extrato MeOH de cada planta foi dissolvido em &gua, filtrado e submetido a
CC de XAD; , eluida inicialmente com H,O, seguida de MeOH. 6g do residuo
metanolico foi submetido a GPC de sephadex LH-20 eluido com MeOH (figura 1V.21).
Nas tabelas IV.6 e IV.7 sdo apresentados os dados de RMN de 'H e *C,
respectivamente, para os flavonoides identificados. Para as isocumarinas, os dados de
RMN de 'H e *C so apresentados nas tabelas IV.3 e IV.4, respectivamente.

Os 6 flavondides identificados foram glicosideos de 7-metilquercetagetina.
Desses, apenas 20 ja havia sido citado na literatura, embora sua identificacdo envolvesse
apenas dados de espectrometria no UV/visivel, sem nenhum dado de RMN (Bohm e
Choy, 1987). Para exemplificar o processo de identificacdo dos flavonodides, serdo
discutidos os espectros obtidos para a substancia 23.

O espectro de RMN *H (figura 1V.22) mostra um dubleto em 7,75 & (J=1,8 Hz),
um duplo dubleto em 7,62 & (J=1,8 e 8,3 Hz) e um dubleto em 6,91 & (J=8,3 Hz),
devido ao anel B de um flavonol 3’, 4’dioxigenado; o singleto em 6,78 & é referente ao

H8. O sinal intenso em 4,0 & é relativo a um grupo metoxi. Os dois dubletos em 5,34 &



Desenvolvimento, Resultados e Discussao Anne L. Dokkedal Bosqueiro 56

(J=7,5Hz) e em 4,42 5 (J=7,5 Hz), assim como 0s sinais entre 3,25 & e 3,92 g, indicam
a presenca de duas unidades sacaridicas. O espectro de RMN **C (Figura 1V.23)
apresenta 16 sinais, referentes a aglicona, além de 12 sinais adicionais representando as
duas unidades de acucar. Os espectros HOHAHA (figura 1V.24) com irradiacdo nos
prétons anoméricos em 5,32 6 (H1’’-gli) e em 4,42 & (H1’’’-gli) evidenciaram todo o
sistema de spin associados a eles, caracterizando duas unidades de glicose. O espectro
HSQC (figura 1V.25) forneceu os deslocamentos quimicos necessarios para a
identificacdo da aglicona e para a comprovacdo das unidades adicionais. O espectro
HMBC (figura IV. 26) mostra a correlagdo entre o préton em 5,32 6 (H1’’-gli) e 0
carbono 3 da aglicona (135,5 3),e entre o proton em 4,42 5 (H1’’-gli) com o C4’’da
primeira glicose. Dessa forma, o flavondide teve sua estrutura completamente
determinada como sendo 5,6,3’,4’-tetraidro-7-metoxiflavonol-3-O-3-D-
glucopiranosil(1—4)-O-B-D-glucuronopiranosideo.

Para discussao das isocumarinas sao apresentados os espectros de 32. O espectro
de RMN de *H (figura IV.27) forneceu o perfil basico da molécula: uma aglicona com
trés protons aromaticos (7,05 8, s, H5, sobreposto ao dubleto meta do H8; 6,89 5, d,
J=1,5 Hz, H6), que possui um sistema -CH2-CH-CH3 (2,98 6 dd, H4a e 3,12 5 dd, H4b;
4,76 8, m, H3, 1,53 §, d, J=6,1 Hz, CH3), uma metoxila (3,95 8) e dois acucares ligados
a ela, uma vez que se observam dois prétons anoméricos em 5,05 & (H1'-gli, d, J=7,5
Hz) e 4,40 & (H1" -gli, d, J=7,9 Hz), cujas constantes de acoplamento indicam
configuragdo B, além de sinais correspondendo a duas unidades de agucar entre 3,29 5 e
4,22 8. O espectro de RMN de **C (figura 1V.28) forneceu dados que, comparados &
literatura, permitiram estabelecer a estrutura da aglicona. O espectro COSY *H/*H
(figura 1V.29) mostrou as conectividades entre os protons da molécula. O espectro
HSQC (figura 1V.30) forneceu os acoplamentos entre os *H e *C da molécula.
Especialmente importante é o espectro HMBC, que forneceu as interacdes a longa
distancia. A partir do HMBC (figura IV.31) verificou-se os acoplamentos entre o préton
em 5,06 6 (H1'-gli) e o C-9 da aglicona (159,4 8), entre o préton em 4,41 & (H1"-gli)
com o C6'-gli (70,2 d). Assim, essa substancia péde ser identificada como sendo 10-
hidroxi-7-metoxi-3-metil-1H-3,4-diidronafto-[2,3c]-piran-1-ona-9-O-p-D-

glucopiranosil (1—6)-B-D-glucopiranosideo 32.
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500g. folhas; 100g escapos de
P .vellozioides e P. latipes

secagem
pulverizacdo
maceragéo

619 MeOH | TORTA

CC

6g MeOH |

GPC

FRAGOES |

HPLC

SUBSTANCIAS ||

folhas e escapos folhas

24, 22,20

23,21, 25, “ | 323331 |

Figura IV.21. Extrag8o e fracionamento de folhas e escapos de P.vellozioides e P.latipes.
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Figura IV. 28. Espectro de RMN C de 32 (600 MHz, CD;0D, TMS, ppm)
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Tabela 1V.6. Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H das substancias identificadas nas folhas de

Paepalanthus vellozioides e P. latipes (600 MHz,

CD;OD TMS).
22

1H 20 21 23 24 25
2' 7,79d 7,76 d 7,79d 7,75d 7,68d 7,76d
J=1,8Hz J=1,8Hz J=1,8Hz J=1,8Hz J=1,8Hz J=1,8Hz
5' 6,91d 6,92 dd J=8,3Hz 6,90 d 6,90 d 6,88 d
J=8,3Hz J=8,3Hz J=8,3Hz J=8,3Hz J=8,3Hz J=8,3Hz
6' 7,68 dd 7,63 dd 7,73 dd 7,60 dd 7,61dd 7,59 dd
J=1,8 e 8,3Hz J=1,8 ¢ 8,3Hz J=1,8 e 8,3Hz J=1,8 ¢ 8,3Hz J=1,8 e 8,3Hz J=1,8¢e 8,3Hz
8 6,74 s 6,79 s 6,72s 6,72 s 6,76 s 6,72 s
OMe-7 4,0s 4,01s 4,0s 3,97 s 3,99 s 3,99 s
Glicose Glicose Glicose Glicose Acido glucurdnico
1" 5,26d 4,94d 532d 5,80d 527d
J=7,5Hz J=7,5Hz J=7,5Hz J=7,5Hz J=7,5Hz
2" 3,52 dd 3,59 dd 3,60 dd 3,70 dd 3,57 dd
J=7,5¢e9,5Hz J=7,5e 9,5Hz J=7,5e9,5Hz J=7,5e 9,5Hz J=7,5e9,5Hz
3" 3,46 dd 3,50 dd 3,64 dd 3,60 dd 3,53 dd
J=9,5 ¢ 9,5Hz J=9,5 e 9,5Hz J=9,5 e 9,5Hz J=9,5 e 9,5Hz J=9,5 e 9,5Hz
4" 3,38 dd 3,48 dd 3,67 dd 3,38 dd 3,64 dd
J=9,5 e 9,5Hz J=9,5 e 9,5Hz J=9,5e 9,5Hz J=9,5 e 9,5Hz J=9,5¢e 9,5Hz
5" 3,25 ddd 3,54 ddd 3,41 ddd 3,26 ddd 3,28d
J=9,5;5,0 e 3,0Hz J=9,5;5,0 e 3,0Hz J=9,5;5,0e 3,0Hz | J=9,5;5,0 e 3,0Hz J=9,5 Hz
6a" 3,73 dd 3,77 dd 3,58 dd 3,58 dd
J=12,0 e 3,0Hz J=12,0 e 3,0Hz J=12,0 e 3,0Hz J=12,0 e 3,0Hz
6b" 3,93 dd 3,92 dd 3,68 dd 3,76 dd
J=12,0 e 5,0Hz J=12,0 e 5,0Hz J=12,0 e 5,0Hz J=12,0 ¢ 5,0Hz
Glicose Rhamnose Glicose
1 4,43d 5,26 d 4,70d
J=7,5Hz J=1,5Hz J=7,5Hz
2" 3,25 dd 4,04 dd 4,88 dd
J=7,5¢e9,5Hz J=15¢3,5Hz J=7,5¢e9,5Hz
3" 3,39 dd 3,81dd 3,62 dd
J=9,5¢e 9,5Hz J=3,5¢€ 9,5Hz J=9,5¢e 9,5Hz
4 3,34 dd 3,36 dd 3,44 dd
J=9,5 e 9,5Hz J=9,5 e 9,5Hz J=9,5 e 9,5Hz
5" 3,36 ddd 4,08 dd 3,45 ddd
J=9,5;5,0 e 3,0Hz J=9,5 e 6,0Hz J=9,5;5,0 e 3,0Hz
6a™ 3,70 dd 0,98 d 3,74 dd
J=12,0 e 3,0Hz J=6,0 Hz J=12,0 e 3,0Hz
6b™ 3,92 dd 3,95 dd
J=12,0 e 5,0Hz J=12,0 e 5,0Hz
Cafeoil
2 7,04d
J=15Hz)
5 6,77d
J=7,5Hz
6 6,95 dd
J=15¢e, 7,5Hz
o 6,30 d
J=16,0 Hz
B 7,60d
J=16,0 Hz

s - singleto; d - dubleto; dd - duplo dubleto; ddd - duplo duplo dubleto
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Tablea IV.7. Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN de 3C das substancias identificadas nas folhas de

Paepalanthus vellozioides e P. latipes (600 MHz, CD;0D).

13C 20 21 22 23 24 25
2 145,8 159,2 145,3 159,3 158,9 159,3
3 136,9 135,3 137,3 135,5 134,5 135,6
4 177,1 179,0 177,0 179,0 179,6 179,6
5 148,5 146,2 1478 146,6 147,0 146,7
6 130,1 131,0 129,9 131,1 131,0 131,2
7 155,7 155,6 155,7 155,9 155,7 156,0
8 91,3 91,1 91,3 91,5 91,4 91,6
9 150,7 150,9 150,7 151,1 151,1 151,1
1 105,5 106,7 105,3 106,9 107,3 106,9
1 1241 123,4 127,0 123,1 123,6 123,1
2' 116,1 117,4 116,3 117,6 117,3 117,7
3 145,8 145,8 146,9 145,8 146,1 145,9
4 148,5 149,8 147,1 149,8 149,6 149,9
5' 116,3 115,9 116,9 116,0 116,0 116,0
6' 121,9 122,9 121,5 123,1 123,2 123,2

OMe -7 57,0 56,9 57,0 56,9 57,0 57,0
Glicose Glicose Glicose Glicose Ac.
glicurénico

1" 104,1 102,6 104,1 100,2 104,2
2" 75,4 74,5 75,6 80,0 75,1
3" 78,0 77,2 76,5 78,6 78,1
4" 71,0 71,0 80,5 71,5 80,0
5" 78,1 77,8 77,1 78,1 76,5
6" 62,2 62,0 61,8 62,2 176,0

Glicose Rhamnose Glicose

1" 104,5 102,6 102,5
2" 75,0 72,2 75,0
3" 77,7 72,2 76,2
4™ 71,2 73,8 71,3
5" 78,3 69,7 78,2
6" 62,2 17,5 62,2

Cafeoil

1 127,7
2 115,2
3 146,7
4 149,7
5 116,5
6 123,1
o 146,7
B 114,8
C=0 168,2
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2. Estudo quimiotaxondmico

2.1 Abordagem taxonémica

Eriocaulaceae tem sido considerado um taxon muito distinto, sendo muitas vezes
colocada numa ordem separada, Eriocaulales (Takhtajan, 1969, 1980; Cronquist, 1968,
1981). Dahlgren e Clifford (1982) agregaram Xyridaceae e Rapateaceae a Erioculales,
considerando que o grupo havia tido uma evolucdo paralela com Commelinales.
Finalmente, Dahlgren et al. (1985) incluiram Xyridaceae, Rapateaceae e Eriocaulaceae
em Commelinales, juntamente com Commelinaceae e Mayacaceae.

Estudos mais recentes acrescentando dados moleculares aos morfoldgicos tém
também permitido discussdo a respeito do posicionamento de Eriocaulaceae dentro de
categorias taxondmicas mais elevadas. Linder e Kellogg (1995 apud Sano,1999)
utilizando o método cladistico para dados morfoldgicos e moleculares (sequéncia de
rbcL) concluiram sobre a proximidade entre Eriocaulaceae e Xyridaceae como grupos
irmaos, confirmando o que ja havia sido apresentado no cladograma gerado utilizando-
se apenas dados morfoldgicos (Linder e Kellogg, 1995). Stevenson e Loconte (1995
apud Sano,1999) por outro lado concluiram pelo monofiletismo do clado Xyridaceae-
Mayacaceae, tendo Eriocaulaceae como o grupo mais préximo. Chase et al. (1995 apud
Sano,1999) também combinando dados morofoldgicos e moleculares (rbcL) obtiveram
como resultado um grupo monofilético formado por Eriocaulaceae, Cyperaceae,
Juncaceae e Thurnia (Thurniaceae).

Assim como a classificacdo de Eriocaulaceae em niveis superiores tem sido
passivel de discussao, as relacdes infrafamiliares estdo insatisfatoriamente resolvidas.
As primeiras hipdteses a respeito das relacdes entre os géneros da familia foram
baseadas em poucos caracteres e assim, Sd0 necessarios estudos mais amplos
envolvendo o maior nimero de caracteres possivel.

Uma andlise cladistica para Eriocaulaceae considerada preliminar foi realizada
por Giulietti et al. (1995); para tanto, todo dado disponivel na literatura foi pesquisado e
0s caracteres com valor potencial para o estudo foram assim obtidos. A fim de viabilizar
a analise cladistica, os autores subdividiram Paepalanthus em quatro grupos informais,
considerando que muito provavelmente esse género seja artificial. “Paepalanthus 2”
incluiu o género Blastocaulon e espécies de Paepalanthus com anteras monotecas;

“Paepalanthus 3” abrangeu as espécies da secdo Actinocephalus; “Paepalanthus 4” foi
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formado pelas espécies de P. subg. Xeractis; “Paepalanthus 1” teve as demais espécies
do género ndo incluidas entre 2 e 4. No total foram utilizados 11 taxa terminais de 8
géneros. Xyridaceae s.lat. foi utilizado como grupo externo (“outgroup”) para polarizar
os estados dos caracteres como plesiomoérfico/apomorfico.

O cladograma obtido para Eriocaulaceae decorrente desse estudo esta
reproduzido na figura 1V.32. Pode-se deduzir que Eriocaulaceae é um taxon
monofilético, apresentando varias sinapomorfias: flores muito pequenas, unissexuais,
brancas, reunidas em densos capitulos, com um d&vulo por loculo e poblen
espiraperturado. Uma dicotomia basal da familia em um clado incluindo Eriocaulon e
Mesanthemum e outro incluindo os outros géneros da familia € bem apoiado, o que
suporta a subdivisdo de Ruhland (1903). E importante salientar que a topologia da
arvore apresentada ndo siginifica que qualquer género possa ser considerado como
“mais primitivo” que outro (Giulietti et al., 1995) e sim, mais distante ou mais proximo
a outro.

Embora algumas relacdes infrafamiliares mantiveram-se ainda ndo totalmente
resolvidas, algumas conclusdes puderam ser tiradas: Paepalanthus pode ser realmente
considerado um grupo polifilético, ja que os subgrupos tratados se encontram em quatro
clados distintos do cladograma, o que indica pouca afinidade entre eles. A colocacgéo de
Leiothrix como grupo-irmdo de Syngonanthus é muito bem sustentada. As
sinapomorfias para os géneros incluem a presenca de flavonas e auséncia de flavonols,
o que foi verificado por Dokkedal e Salatino (1992), Ricci et al. (1996) e Coelho et al.
(1999 a, b), além de caracteres morfoldgicos. “Paepalanthus 3”, formado pelas espécies
de P. sect. Actinocephalus é grupo-irmao do clado Leiothrix-Syngonanthus, tendo como
Unica sinapomorfia o estigma comissural simples. “Paepalanthus 4”, P. subg. Xeractis,
apresenta-se como um grupo precocemente separado do clado maior gracas a uma
autapomorfia:bracteas involucrais maiores que as flores.

Sano (1999), considerando a ocorréncia de varios caracteres, tais como a
organizacao das inflorescéncias, a presenca de pétalas suculentas nas flores masculinas,
de estiletes simples nas flores femininas e de estaminddios escamiformes, elevou P.
sect. Actinocephalus a condicdo de género.

Nesse mesmo ano, Giulietti et al. (1999) realizaram um novo tratamento
cladistico amplificando a anélise anterior. O numero de taxa terminais aumentou para
25, j& que houve divisdo de grupos dentro de alguns géneros, representando assim

agrupamentos mais homogéneos. Isto foi feito para Paepalanthus, Syngonanthus e
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Leiothrix, que foram incluidos juntamente com os demais aceitos para a familia. Esta
divisdo permitiu que se utilizasse um maior nimero de caracteres (de 29 no trabalho
anterior para 49), muitos dos quais haviam resultado previamente em estados de carater

extremamente varidveis dentro dos taxa, reduzindo enormemente a resolucéo.

Paepalanthus 1

Paepalanthus 2

Tonina

Lachnocaulon

Rondonanthus

Paepalanthus 3

Leiothrix

Syngonanthus

Paepalanthus 4

Eriocaulon

Mesanthemun

Figura IV.32 Cladograma de Eriocaulaceae (modificado de Giulietti et al., 1995)
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Blastocaulon
P.Thelxinoe

Acephalus
Tonina

Philodice
P. Divisi

P. Conferti
P. Aphoroc
P. Actino

P. Dimeri
P. Diphiom

Lachnocaulon
P. Variab.
Rondonant

P. Xeractis.
F — Eriocaulon

Mesanthemum.

L. Leiothrix
L. Eleuther
L.Rheocaul.
L.Stephano.

S. Syngonan

S. Carpoc.
——  S. Eulepis.

S. Tysanoc

Figura 1V.33. Arvore de consenso estrito da analise combinada de dados anatdmicos e

macromorfoldgicos de Eriocaulaceae (modificado de Giuliett et al., 1999).
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Além disso, o fato de se dividir os géneros maiores num numero de unidades
menores permitiu que se avaliasse se estes taxa sdo realmente monofiléticos. Para
polarizar os caracteres dessa vez foi utilizado o género Xyris e ndo Xyridaceae s. lat.
como no trabalho anterior.

A arvore de consenso estrito obtida estd reproduzida na figura 1V.33. Para
obtencdo desse cladograma foram utilizados dados anatémicos e macromorfoldgicos.
Serdo discutidos a seguir 0s pontos relevantes para a abordagem quimiotaxonémica.

O clado A é formado por Blastocaulon, P. subg. Thelxinoé, S. acephalus, Tonina
e Philodice, e é definido pelo habito (caule ereto e ramificado). A é grupo-irmao do
resto da familia. A presenca de P. subg. Thelxinoé nesse clado é a primeira evidéncia da
natureza polifilética de Paepalanthus, o que ja havia sido questionado anteriormente
(Giulietti et al, 1995). Assim, esse taxon é separado dos outros grupos do género pela
primeira divisdo do cladograma.

No clado B é indicado que Leiothrix seja monofilético, assim como
Syngonanthus, e o relacionamento entre eles, de grupo-irmao, é confirmado. Dentro de
Syngonanthus as se¢Oes Eulepis e Tysanocephalus formam um clado suportado por
caracteres anatémicos: presenca de hipoderme e parénquima aqlifero ausente, como
demonstrado por Scatena (1990), além de caracteres macromorfolégicos, como sépalas
menores que pétalas.

Eriocaulon e Mesanthemum formam um clado sustentado pela presenca de
flores diplostémones e pétalas internamente pilosas. A intima relacdo entre esses
géneros ja havia sido reconhecida por Ruhland (1903) que os colocou juntos na
subfamilia Eriocauloideae. Entretanto, a analise cladistica obtida ndo suporta esta
subdivisdo de Eriocaulaceae , ja que ndo se observa a dicotomia vista anteriormente
(figura 1V.32).

P. subg. Xeractis encontra-se no clado F, num né néo resolvido, o qual também
inclui Rondonanthus e o clado Eriocaulon-Mesanthemum. Esse grupo pode ser
caracterizado pelas pétalas internamente pilosas, flores sem estaminddios e estames
epipétalos. A parte disso, P. subg. Xeractis apresenta duas autapomorfias: bracteas
involucrais internamente pilosas e sépalas unidas. Estes caracteres suportam fortemente
a consideracdo de que este grupo € muito distinto de Paepalanthus (Giulietti et al.,
1999).

Clado C reutne grupos diferentes de Paepalanthus , se tomarmos por base a

classificacdo de Ruhland (1903). Esse clado é sustentado por caracteres anatdmicos
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(presenca de hipoderme e parénquima aquifero ausente). P. subg. Platycaulon forma um
clado baseado em 2 autapomorfias: concrescéncia dos escapos e capitulos fasciculados e
é composto por dois taxa terminais, 0s quais formam um grupo: series Divisi e Conferti.
Diante disto, P. subg. Platycaulon é considerado monofilético.

O clado D, que é grupo-irmdo de P. subg. Platycaulon inclui P. sect.
Actinocephalus, P. subsect. Aphorocaulon, P. series Dimeri e P. sect. Diphyomene. Em
todas as analises realizadas, P. sect. Actinocephalus e P. subsect. Aphorocaulon formam
um clado, caracterizado pela presenca de paracladios e estilete simples. (Giulietti et al.,
1999). Similarmente, P. series Dimeri e P. sect. Diphyomene sdo monofiléticos, com
flores dimeras. Esses dois subclados sdo altamente discordantes da classificacdo de
Ruhland (1903) e demonstra que P. sect. Eriocaulopsis por ele proposta € polifilética, ja
que P. subsect. Aphorocaulon e P. series Dimeri formam clados com taxa de outras
secdes. E interessante notar que na analise cladistica anterior (Giulietti et al., 1995) o
taxon de Paepalanthus que apresentava-se como grupo-irmdo do clado Leiothrix-
Syngonanthus era P. sect. Actinocephalus (figura 1V.32). A situacdo na ultima analise
(Giulietti et al., 1999) é completamente divergente, com P. sect. Actinocephalus no
clado D, como grupo-irmao de C, ou seja, proximo a P. subg. Platycaulon, enquanto
que P. subg. Xeractis € quem agora se aproxima de Leiothrix-Syngonanthus (figura
IV.33).

2.2 Abordagem quimica e quimiotaxondémica

Flavonoides tém sido considerados marcadores taxonémicos importantes gracas

a sua ocorréncia universal em plantas superiores (Harborne, 1972). Interpretar sua

ocorréncia como marcador filético, entretanto, tem sido uma tarefa dificil. Harborne

(1972) sugeriru uma linha evolutiva da ocorréncia dessas substancias para as

angiospermas como um todo. Considerando a evolucdo desse grupo, de plantas arbdreas

para herbaceas, o autor sugere que:

- plantas lenhosas caracteristicamente apresentam flavonols em suas folhas,
especialmente miricetina, um flavonol tri-hidroxilado no anel B, e que essas
substancias estariam ausentes em plantas herbaceas.

- familias herbéceas apresentam predominantemente flavonas, apigenina e luteolina,
as quais parecem substituir os flavonodis como principais constituintes foliares nos

principais grupos avancados de angiospermas. Tricetina, uma flavona equivalente a
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miricetina, curiosamente ndo ocorre nesses grupos avancados. Parece que a perda da
tri-hidroxilacdo no anel B esta associada a substitui¢do de flavonol por flavona.

- a presenga de C-glicoflavonas parece indicar uma posi¢do intermediaria na série
evolutiva entre flavonol e flavona, embora haja excegoes.

- filogeneticamente, parece que a hidroxilacéo da posicao 8 precede a da posicéo 6, ja
que 8-OH é mais comum em subclasses mais basais e 6-OH, em subclasses mais
avancadas.

- em relacdo as monocotileddneas, parece que a hidroxilacdo na posi¢do 8 também
ocorre entre as plantas mais primitivas. Como exemplo, relata a presenca de
flavonol 6-OH em Eriocaulon e de flavonas e flavonols 8-OH em Restionaceae, e
conclui pela posicdo mais derivada de Eriocaulaceae.

Crawford (1978) discute as generalizac¢des a respeito da evolucdo do padréo de
distribuicdo do flavonoides para as angiospermas proposto por Harborne (1972). Seu
argumento baseia-se no fato de que, a medida que um ndmero maior de plantas foi
sendo investigado, mais e mais excec¢des foram surgindo. A distribuicdo das substancias
geralmente ocorre correlacionada com caracteres morfologicos, confirmando a
afinidade entre as plantas. O autor discute que a investigacdo dos flavonoides é
diferente, se o considerarmos como marcador taxondmico ou filético; nesse caso, a
investigacdo deve ser mais profunda (analisando a ocorréncia das modificacbes, se
houve presséo seletiva para tanto, qual a funcdo envolvida).

A presenca de hidroxilacdo na posicdo 6 em derivados de luteolina é reportada
para familias herbaceas, assim como em Hamamelidae (predominantemente arborea) e
Caryophyllidae (arbustiva e herbacea), além de Cyperaceae (monocotiledénea).
Portanto, pode-se, segundo o autor, considerar que luteolina 6-hidroxilada seja uma
substancia mais comum em grupos mais avangados; entretanto, essa ocoréncia sugere
que tenha surgido independentemente algumas vezes em grupos nao relacionados.
Dessa forma, o autor conclui que parece ser mais correto utilizar os constitutintes
flavonoidicos de folhas ao nivel de familia e de taxa inferiores do que como marcadores
filéticos para as angiospermas. Na verdade, conceitos de primitivo e avangado s&o
baseados na ocorréncia dos flavonoides nos taxa primitivos ou avangados (ver também
Crawford e Giannasi, 1982). Flavondides ndo devem ser utilizados isoladamente para
inferir um sistema de classificagéo.

Inimeros séo os trabalhos corroborando a validade de se utilizar flavondides

como marcadores taxondmicos e as discussdes a respeito da variacdo dos constituintes
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nos diferentes taxa tém-se restringido aos niveis hierarquicos inferiores. Por exemplo,
em trabalho investigando flavonodides de Bignoniaceae de cerrado, Blatt et al. (1998)
encontraram perfis flavonoidicos distintos entre as tribos Bignoniae e Tecomae. A
presencga de flavonodides 6-hidroxilados pode ser um carater distintivo para Tecomae,
uma vez que ndo foram encontrados flavonoides 6-hidroxilados em membros de
Bignoniae. E comumente sugerido que uma consideravel variacdo estrutural nos
flavonoides seja uma caracteristica primitiva e que a evolucdo levaria a perfis
flavonoidicos mais simples (Averett et al., 1991; Blatt et al., 1994). Baseado nessa
suposi¢cdo a maior complexidade quimica de Tecomae torna esta tribo plesiomérfica em
relacdo a Bignoniae.

Petrovic et al. (1999) analisaram extratos metandlicos de sete espécies de
Hieracium subg. Hieracium (Asteraceae), identificando dez substéncias, entre elas
derivados de flavonas e flavonols, predominantemente flavonas. Todas as espécies de
Hieracium examinadas, exceto H. rotundatum, apresentaram um padrdo flavonoidico
muito similar, sustentando sua classificacdo taxondmica no subgénero Hieracium. Mais
que isso, a ocorréncia predominantemente de flavonas suporta o status avancado dessas
espécies.

Em relacdo as Eriocaulaceae os trabalhos de quimica de produtos naturais
coordenado pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas tiveram inicio com o isolamento e
identificacdo de uma isocumarina inédita, a partir de capitulos de P. bromelioides,
denominada de paepalantina (Vilegas et al., 1990). A partir desse, varios trabalhos
envolvendo diferentes espécies e géneros da familia tém sido desenvolvidos, resultando
na identificacdo de diversos flavondides e isocumarinas, alguns inéditos. Dessa forma, o
estudo quimiotaxondmico tornou-se viavel, a medida que um nimero maior de espécies
foi sendo estudada.

Nas tabelas 1V.8 e IV.9 sdo apresentados os flavonoides e as isocumarinas,
respectivamente, identificadas até o momento nas espécies ja estudadas. O que se
verifica é que, muito embora os perfis quimicos ndo sejam exclusivos para
determinados taxa, eles podem ser muito distintos.

Quanto aos flavonoides, pode-se perceber que existem duas classes distintas

presentes nas espécies, flavonas e flavondis.
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Tabela I'V.8. Ocorréncia e distribui¢do dos flavondides nos taxa de Eriocaulaceae. xxx —alto teor; xx — médio teor; x — baixo teor.
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TAXA

FLAVONOIDES
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

26

Paepalanthus

W U U U U U U U U U U U U U TV TV TV

. subg. Xeractis

. chlorocephalus

. argenteus var. argenteus
. sect. Actinocephalus

. polyanthus

. hilairei

. robustus

. ramosus

. denudatus

. subsect. Aphorocaulon
. macrocephalus

. sect. Diphyomene

. Speciosus

. subg. Platycaulon

. vellozioides

. latipes

. bromelioides

. macropodus

Syngonanthus
S. bisulcatus

XXX XXX

XX

XX XX
XX

XX XX XXX XX X XX
XXX XXX X XX XX
XXX XX XX XX X
XXX XXX X XX XX
XX XX XXX XX X

XX XX XX XX XX XX
XX XX XX XX XX XX
XX XX XX
XX XX XX XX

XXX XXX XXX

XX
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Tabela IV.9. Ocorréncia e distribuicdo de isocumarinas nos taxa de Eriocaulaceae. xxx — alto teor; xx — médio teor; X — baixo teor

TAXA ISOCUMARINAS
27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
Paepalanthus
P. subg. Xeractis
P. chlorocephalus
P. argenteus var. argenteus X X X
P. sect. Actinocephalus
P. polyanthus
P. hilairei XX XX
P. robustus X X
P. ramosus XX XX
P. denudatus X X
P. subsect. Aphorocaulon
P. macrocephalus XX XX X X
P. sect.Diphyomene
P. speciosus XX XX XX XX
P. subg. Platycaulon
P. vellozioides XXX XXX XXX XX XX XX
P. latipes XXX XXX XX XX XX
P. bromelioides XXX XXX XXX XXX
P. macropodus
Syngonanthus

S. bisulcatus

79
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As flavonas sdo constituintes majoritarios em P. chlorocephalus e P. argenteus
var. argenteus, espécies de P. subg. Xeractis (substancias 1, 2 e 3) e em Syngonanthus
bisulcatus, Unica espécie desse género estudada até o momento (4, 6, 7, e 8). As
espécies de P. sect. Actinocephalus (P. polyanthus, P. hilairei, P. robustus, P. ramosus
e P. denudatus) sdo caracterizados principalmente pela presenca de flavonois acilados
(11 e 15) e flavonais glicosilados ( principalmente 9, 10, 12, 13).

Paepalanthus subg. Platycaulon apresentou uma quantidade menor de
flavonoides, tendo como constitutintes majoritarios as isocumarinas. Mesmo assim, em
P. vellozioides e P. latipes sdo encontrados glicosideos de 7-metoxiquercetagetina,
isolados a partir de folhas e escapos (20-25); algumas dessas substancias também foram
encontradas em P. bromelioides. Em P. subg. Platycaulon, assim como em P. sect.
Actinocephalus, a presenga de flavonas é incomum.

No que diz respeito as isocumarinas podemos observar (tabela 1V.9) que a
predominancia desses constitutintes se encontra em espécies de P. subg. Platycaulon
(27, 28, 29, 30), embora varios deles estejam presentes também em P. sect.
Actinocephalus, em menor quantidade (28 e 29).

Em Syngonanthus nédo foi detectada a presencga de isocumarinas e em P. subg.
Xeractis, foram isoladas algumas dessas substancias, em pequena quantidade (31, 35,
37).

A ocorréncia de flavonodides em Eriocaulaceae parece seguir a proposicdo de
Salatino et al. (2000, aceito). Naquele trabalho, os autores discutem que as relagdes
entre os taxa da familia, apresentadas na figura 1V.33, refletem na quantidade de
substancias fendlicas encontradas (Salatino et al. 1990). Assim, para Paepalanthus, as
guantidades de fendis totais sdo maiores, enquanto que para Leiothrix e Syngonanthus,
sdo menores. Dessa forma, os autores interpretam que a evolugdo parece ter sido no
caminho da reducdo na quantidade de substancias fendlicas em Eriocaulaceae. Do
mesmo modo, parece haver uma correlacdo entre altos conteudos de fenois e
predominancia de flavonol e baixos contedos de fenois e predominancia de flavonas.

De acordo com os nossos dados de distribuicdo dos flavondides (tabela 1V.8)
podemos observar que, realmente, a maior ocorréncia de flavondis se encontra nos taxa
mais distantes de Paepalanthus, como P. subg. Platycaulon e P. sect. Actinocephalus
(figura 1V.33). Em P. subg. Xeractis ha predominancia de flavonas, com pequena
quantidade de flavondis. Finalmente, em Syngonanthus, ocorrem apenas flavonas.

Dessa forma, podemos concordar com Salatino et al. (2000), que a evolugéo levou a
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substituicdo de flavonols por flavonas. A esse respeito, € interessante notar a coeréncia

da proximidade de P. subg. Xeractis com Leiothrix e Syngonanthus e ndo P. sect.

Actinocephalus, como proposto anteriormente por Giulietti et al. (1995), gracas a

predominancia de flavonas naquele taxon (figura 1V.34).
6,0

Platycaulon
C P. Aphoroc
D L9 P. Actinoc
P. Dimeri
P. Diphyom
15 .
E P. Xeractis
16 .
F Eriocaulon
05 Leiothrix
0.7
Syngonanthus

ISO/fol
6-0

iso/fol

FOL/iso
6-0

I1SO/fol

FLA/iso
6-0

FOL 6-O

FLA
6-O

FLA

Figura 1V.34. Ocorréncia dos constituintes quimicos em Eriocaulaceae. 1SO -

isocumarina majoritario; FOL - flavonol majoritario; FLA - flavona majoritario; as

mesmas siglas em minusculas representam os constituintes minoritarios; os nimeros

indicam as porcentagens de fenois totais (Salatino et al., 1990); 6-O = derivados 6-

hidroxilados; 6-C = derivados C-glicosilados (cladograma modificado de Giulietti

etal., 1999)



Desenvolvimento, Resultados e Discussao Anne L. Dokkedal Bosqueiro 82

Outro aspecto estrutural dos flavonoides discutido por Salatino et al. (2000) diz
respeito a presenca de substdncias 6-oxigenadas. Evidéncias sugerem que em
Eriocaulaceae a oxigenacdo em 6 foi substituida durante a evolugdo: em grupos com
caracteres considerados plesiomorficos (com flavonols) como Paepalanthus e
Eriocaulon, 6-oxigenacdo predomina. Nos grupos com caracteres considerados mais
apomorficos (com flavonas), como Syngonanthus, as se¢fes mais avancadas, Eupelis e
Tysanocephalus, ndo apresentam derivados com esse padrdo de oxigenacdo, enquanto
nas secOes mais plesiomorficas, Carphocephalus e Syngonanthus, derivados 6-
oxigenados predominam. E surpreendente notar que, nas sec¢Bes mais avancadas,
predominam C-glicoflavonas, ja que esta é uma substancia associada normamelmente a
condicdo de primitividade (Harborne, 1972; figura 1V.34).

Novamente, se nos remetermos aos nosso dados (tabela 1V.8), essa proposi¢ao
parece ser coerente. A presenca de derivados de flavondis 6-oxigenados realmente
predomina em Paepalanthus, o que é considerado uma evidéncia de plesiomorfia para o
género. Em P. subg. Xeractis, entretanto, ocorrem derivados de flavonas 6-oxigenados,
0 que mais uma vez aproxima esse taxon do clado Leiothrix-Syngonanthus na linha
evolutiva da familia (figura 1V.34). De acordo com as relagdes filogenéticas
encontradas na figura V.33, o posicionamento de Eriocaulon € proximo a grupos mais
avancados, como Leiothrix-Syngonanthus. Em relacdo ao contedo de fendis os indices
para Eriocaulon ndo sdo tdo altos quanto os presentes em grupos mais distantes de
Paepalanthus, como P. subg. Platycaulon ou P. sect. Actinocephalus. De fato, os
grupos que apresentaram teores mais baixos de constituintes fenolicos foram Leiothrix
(0,5%), seguido por Syngonanthus (0,7%), P. subg. Xeractis (1,5%) e Eriocaulon
(1,6%) (figura 1V.34). Assim, podemos sugerir, baseados na discussao de Salatino et al.
(2000) que a evolugdo dos flavondides em Eriocaulaceae seguiu 0 seguinte caminho:
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Leiothrix, Syngonanthus
sect. Syngonanthus e
Tysanocephalus

flavonols 6-OH = = = —= flavonas 6-OH

Syngonanthus sect.
Eulepis e Carpocephalus

-

No que diz respeito as isocumarinas podemos observar que o caminho evolutivo

Paepalanthus == || Eriocaulon ==) || P.subg. Xeractis | ==

parece ter levado a perda dessas substancias (tabela 1V.9). Enquanto em P. subg.
Platycaulon elas predominam, em P. sect. Actinocephalus sd&o comuns, mas ndo o0s
constituintes majoritarios, em P. subg. Xeractis sdo de pouca ocorréncia e em Leiothrix-
Syngonanthus estéo ausentes (figura 1V.34).

Como j& comentado, baseado em caracteres morfoldgicos, Sano (1999) elevou
P. sect. Actinocephalus a género Actinocephalus. Todas as espécies estudadas desse
grupo apresentaram um perfil homogéneo, tipicamente constituido por flavonols
acilados e glicosilados. Dessa forma, a quimica de flavondides corrobora a proposicao
de Sano (1999).

De acordo com Giulietti (1997) os caracteres taxondmicos encontrados em P.
subg. Platycaulon poderiam suportar a nova condicdo de género desse taxon. As
isocumarinas sdo 0s constituintes majoritarios dos extratos alcoolicos das espécies desse
taxon, tanto de capitulos quanto de folhas, podendo ser considerado um importante
marcador taxondmico para 0 grupo. Baseado no perfil de isocumarinas do taxon e
considerando sua condi¢do monofilética (figura 1V.33), concordamos com a proposi¢do
de Giulietti (1997) e sugerimos que realmente P. subg. Platycaulon seja elevado ao
status de género.

O clado D descrito anteriormente é formado por taxa pouco relacionados, de
acordo com o sistema de classificacdo proposto por Ruhland (1903) e se apresenta como
grupo-irméo de P. subg. Platycaulon. Quimicamente podemos perceber, analisando as
tabelas 1V.8 e IV.9 que ha similaridade entre os perfis desses grupos: a presenca de

isocumarinas € comum a P. subg. Platycaulon, onde sdo constituintes majoritarios, e aos
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outros taxa ja analisados quimicamente, Paepalanthus sect. Actinocephalus, P. subsect.
Aphorocaulon, P. sect. Diphyomene, embora ocorram aqui em quantidades menores.
Em relagdo aos flavondides, em todos os grupos foram identificados flavonols,
derivados de kaempferol e quercetina. P. sect. Actinocephalus e P. subsect.
Aphorocaulon, que se mantém como grupo-irmdo em todos os tratamentos cladisticos,
apresentam o perfil de flavondides muito similar, e a presenca de 28 é comum aos dois.
Esses dados sdo muito coerentes com a proposicao cladistica de Giulietti et al. (1999) e
reforcam a posi¢cdo de P. subg. Platycaulon como um género independente, muito
préximo ao clado D, que abrange P. sect. Actinocephalus, P. subsect. Aphorocaulon, P.
sect. Diphyomene e P. series Dimeri.

Na primeira analise cladistica realizada por Giulietti et al. (1995) P. subg.
Xeractis apresentava-se como um grupo precocemente separado do clado maior
constituido pelos outros de Eriocaulaceae (figura 1V.32), gracas a uma autapomorfia
(brécteas involucrais mais longas que as flores). No tratamento posterior proposto por
Giulietti et al (1999) esse taxon se encontra num né nao resolvido no clado F, proximo
a Leiothrix-Syngonanthus e Eriocaulon-Mesanthemum (figura 1V.33). Ja foi discutida
anteriormente a evidéncia morfoldgica de que P. subg. Xeractis parece ser um taxon
muito distinto dos outros de Paepalanthus. Quimicamente, podemos observar (tabela
IV.8) que os constituintes majoritarios dos extratos das duas espécies estudadas sao
derivados de flavona (1, 2, 3), assim como os constituintes de Leiothrix e Syngonanthus.
Numa familia onde o perfil quimico é tdo diversificado, a presenga de uma classe de
flavonoides restrita a um numero pequeno de taxa deve ser considerado um marcador
taxonémico importante. A presenca de flavonas é um carater marcante, utilizado para
definir o clado Leiothrix-Syngonanthus, juntamente com caracteres morfolégicos.

Podemos concluir, baseados no estudo quimico e na andlise do cladograma
apresentado na figura 1V.34, que P. subg. Xeractis deva ser um género independente de
Paepalanthus, muito préximo ao clado Leiothrix-Syngonanthus. A consideracdo dos
dados quimicos para P. subg. Xeractis num préximo tratamento cladistico pode ser
crucial para resolver as relagdes entre esse grupo e o clado Leiothrix-Syngonanthus.
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V. CONCLUSOES

Apesar de sabermos que ainda ha um grande nimero de taxa a serem estudados,
ndo ha davidas de que Paepalanthus é um género polifilético e que deve ser realmente
dividido em grupos menores e mais naturais. Pudemos perceber a importancia da
interdisciplinaridade para o estudo da familia, e que mais e mais dados sdo necessarios
para reconstruir a filogenia de Eriocaulaceae. O estudo quimico provou ser de grande
importancia para contribuir para esse conhecimento; os perfis sdo muito distintos nos
diferentes taxa, apesar de ndo necessariamente exclusivos.

De qualquer modo, a presenca das isocumarinas em P. subg. Platycaulon é
marcante, assim como os derivados de flavonas s&o claramente os constituintes
majoritarios de P. subg. Xeractis. Assim, a inclusdo dos dados quimicos referentes a
esse grupo numa préxima analise cladistica podera ser de relevante importancia para

auxiliar a resolver as relagdes entre P. subg, Xeractis e o clado Leiothrix-Syngonanthus.
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