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RESUMO

Piper arborewm Aubl. var. arboreum e P. tuberculatum Jacq. (Piperaceae), conhecidas como pimenta-longa, sio comercializadas
como produtos tradicionais fitoterdpicos e, frequentemente, identificadas erroneamente, nao havendo relatos sobre controle
de qualidade dessas espécies. O objetivo do trabalho foi preparar e caracterizar drogas vegetais foliares e caulinares dessas
espécies para estabelecer-lhes parAmetros de autenticidade botnica e grau de pureza para o controle de qualidade. Foram
utilizados métodos padroes para o preparo e andlises estrutural e fisico-quimica das drogas vegetais. Sdo caracteres diagndsticos
macroscopicos para distinguir as drogas vegetais integras: tamanho, forma, cor, sabor, textura, caracteristicas da superficie
de fratura e da sec¢io transversal e os padroes de venagio foliar. Sdo caracteres diagndsticos para distinguir as drogas vegetais
pulverizadas: padrées de cuticula e cera epicuticular, tipos de tricoma e espessamento parietal dos elementos traqueais e a forma
do hilo dos grios de amido. Emergéncias sao marcadores morfoldgicos chave para as drogas vegetais de P. ruberculatum. Os
valores dos parimetros fisico-quimicos foram similares nas drogas vegetais das espécies, exceto o de cinzas dcido-insoltveis
que foi maior nas drogas vegetais caulinares de P. arboreum var. arboreum. As maiores concentragdes de metais ocorreram nas
drogas vegetais de P. arboreum var. arboreum. As concentragoes mais elevadas foram de Al, Cu, Mn e V e as mais baixas de
Cd, Co e Hg. Os resultados obtidos poderio ser utilizados como pardmetros de controle de qualidade para as drogas vegetais
de ambas as espécies.

PALAVRAS-CHAVE: Pimenta-longa, Produtos tradicionais fitoterdpicos, Farmacognosia, Metais téxicos, ICP-OES.

Pharmacognostical characterization of Piper arboreum var. arboreum and
P. tuberculatum (Piperaceae)

ABSTRACT

Piper arboreum Aubl. var. arboreum and P. tuberculatum Jacq. (Piperaceae), both known as “pimenta-longa”, are frequently
misidentified. Despite the fact that both species are sold as traditional phytotherapeutic products, there are no reports on
their quality control. The aim of this study was to prepare and characterize leaf and stem herbal drugs of both species using
standard methods aiming to establish parameters for botanical authentication and purity degree for their quality control.
Size, shape, color, taste, texture, fracture surface and transection characteristics, and leaf venation patterns are macroscopic
diagnostic characters useful to distinguish the herbal drugs when they are not powdered. The following characters are useful
for diagnostic purposes of the powdered herbal drugs: cuticular and epicuticular wax patterns, types of trichomes, and wall
thickening of the tracheary elements, and shape of the hilum of the starch grains. Emergences are key morphological markers
for P. tuberculatum herbal drugs. Physicochemical parameter values were similar in herbal drugs of both species, except
acid-insoluble ash value which was higher in the P. arboreum var. arboreum stem herbal drugs. Piper arboreum var. arboreum
herbal drugs had the highest metal concentrations. Al, Cu, Mn and V concentrations were the highest, whereas Cd, Co and
Hg concentrations were the lowest in the herbal drugs of both species. The results obtained can be used as quality control
parameters for the herbal drugs of both species.

KEYWORDS: Pimenta-longa, Traditional phytotherapeutic products, Pharmacognosy, Toxic metals, ICP-OES.
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INTRODUCAO

Piper arboreum Aubl. var. arboreum e P. tuberculatum
Jacq. (Piperaceae) sdo arbustos ou arvoretas encontradas nas
Antilhas e Américas Central e do Sul (Andrade ez /. 2009).
No Brasil, ambas as espécies possuem ampla distribuicio
geogrifica e ocorrem do Norte ao Sul do pais (Guimaraes ez
al. 2014).

Na medicina popular brasileira em especial na Amazonia,
regido onde o uso de plantas medicinais ¢ parte da expressao
cultural da populagio, as folhas e caule jovem de P. arboreum
var. arboreum e P. tuberculatum sio tradicionalmente usados
para fins medicinais diversos (Regasini e# a/. 2009; Ferreira
et al. 2010; Paes-Gongalves er al. 2012). Investigagdes
fitoquimicas dessas espécies identificaram compostos fixos e
voldteis como alcaloides, terpenos e fendlicos (Parmar ez al.
1997; Facundo et al. 2008; Andrade ez al. 2009; Regasini
er al. 2009). Atividades antileishmaniose, trypanocida e
antifingica sdo citadas para P. arboreum var. arboreum e P.
tuberculatum, e propriedades inseticida, larvicida, citotéxica,
antitumoral, sedativa, analgésica, hipotensiva, ansiolitica,
anticonvulsivante e antiagregagio plaquetdria sio mencionadas
para P. tuberculatum ( Regasini et al. 2009; Ferreira ez al. 2010;
Trindade ezt al. 2012).

Piper arboreum var. arboreum e P. tuberculatum,
vernaculamente denominadas “pimenta-longa” (Andrade
et al. 2009), compartilham similaridades morfolégicas e
quimicas além da nomenclatura popular. As partes vegetativas
aéreas dessas espécies sio comercializadas como produtos
tradicionais fitoterdpicos em mercados, feiras livres, farmdcias
de produtos naturais e ervandrios, sendo obtidas diretamente
do extrativismo. Como no campo populagées naturais das
duas espécies podem coexistir, erros de identificagdo e, até
mesmo, substitui¢cio sdo passiveis de ocorrerem (observacio
dos autores).

Piper arboreum var. arboreum e P. tuberculatum apresentam
potencial para obterem registro como medicamentos
fitoterdpicos devido aos usos etnofarmacolégicos que possuem
e as atividades bioldgicas reconhecidas de seus fitoconstituintes.
Mesmo assim, nao hd na literatura relatos sobre a avaliacao
do controle de qualidade dessas espécies. Como a correta
identificacio de espécies e o estabelecimento do grau de pureza
representam os primeiros passos para assegurar a qualidade de
matérias-primas vegetais e s3o pré-requisitos para a produgio
e registro de fitomedicamentos (ANVISA 2010; Cortés ez al.
2014), o presente trabalho objetivou preparar e caracterizar,
estrutural e fisico-quimicamente, drogas vegetais foliares e
caulinares obtidas a partir de P. arboreum var. arboreum e P.
tuberculatum para estabelecer parimetros de autenticidade
botanica e de grau de pureza para o controle de qualidade
dessas matérias-primas vegetais.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Amostras férteis de Piper arboreum Aubl. var. arboreum e P.
tuberculatum Jacq. (Piperaceae) foram coletadas de populagées
naturais ocorrentes em Manaus (AM) e Belém (PA). Material
testemunho foi depositado no herbdrio Joio Murca Pires
(MG) do Museu Paraense Emilio Goeldi com as seguintes
especificagoes: P. arboreum var. arboreum (MG 206890) e P.
tuberculatum (MG 206891).

Preparacdo das drogas vegetais

Para o preparo das drogas vegetais, folhas do primeiro
a0 quarto nds e caule até o quarto entrend das duas espécies
foram higienizadas em etanol 70% (v/v) e posteriormente
secas a 40 °C em estufa (Sterilifer SX 1.5 DTMS, Sterilifer
Industria e Comércio LTDA, Diadema, Brasil) até atingirem
peso constante (Farmacopeia Brasileira 2010). Parte das drogas
vegetais foliares e caulinares obtidas foi pulverizada em moinho
de facas (Marconi MA580, Marconi Equipamentos para
Laboratérios LTDA, Piracicaba, Brasil). As drogas vegetais
integras e pulverizadas foram acondicionadas em recipientes
Ambares mantidos a temperatura ambiente (WHO 1998;
Farmacopeia Brasileira 2010).

Andlise macroscépica

Para a caracterizagio macroscopica, as drogas vegetais
foram analisadas segundo protocolos descritos por WHO
(1998) e Farmacopeia Brasileira (2010) e foram avaliadas
quanto ao tamanho, forma, fratura, aparéncia da superficie
de fratura, caracteristicas da seccao transversal, textura, cor,
sabor e odor. Os elementos lignificados foram evidenciados
com solugao de floroglucinol 2% em 4cido cloridrico 18%
(Foster 1949). Para o estudo do padrio de venagio foliar,
drogas vegetais foliares foram reidratadas, clarificadas, coradas
e montadas entre liminas histolégicas de vidro (Monteiro ez al.
1979). As fotomacrografias foram obtidas através de cAmera
fotogrifica digital (Nikon D 3100, Nikon Corporation,
Tokyo, Japio). As fotomicrografias estereoscopicas por luz
reflexiva (LR) e por contraste de interferéncia diferencial (DIC:
Differential Interference Contrast) foram capturadas com
cAmera fotogrifica (Motic 2.500, Motic Group Co., LTD.,
Hong Kong, China) acoplada ao microscépio estereoscopico
(Motic SMZ-168, Motic Group Co., LTD., Hong Kong,
China), utilizando-se o software Motic Images Plus 2.0.

Analise microscopica

A caracterizagio microscépica das drogas vegetais
pulverizadas foi feita por microscopias de luz (ML) e
eletronica de varredura (MEV). Para observagoes em ML,
as drogas vegetais pulverizadas foram coradas com safranina
1% (Bukatsch 1972) e montadas entre ldmina e laminula
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histolégicas de vidro, seguindo-se recomendagdes da WHO
(1998) e Farmacopeia Brasileira (2010). As fotomicrografias
por luz transmissivel e polarizada foram obtidas com cAmera
fotogréfica digital (Motic 2.500, Motic Group Co., LTD.,
Hong Kong, China) acoplada ao microscépio 6ptico (Motic
BA 310, Motic Group Co., LTD., Hong Kong, China).

Para observagoes em MEV, amostras das drogas vegetais
pulverizadas foram montadas em suportes metélicos através
de fita de carbono dupla face e metalizadas com camada de
ouro de 20 nm de espessura, por 150 segundos em corrente
de 25 mA. As eletromicrografias de varredura foram obtidas
por captura em microscépio eletronico (Leo 1450 VI Leo
Electron Microscopy LTD., Cambridge, Reino Unido),
utilizando-se detector de elétrons secunddrios, aceleragao
eletronica de 25 kV, distdncia de trabalho de 15 mm e alto
vacuo (Silva et al. 2014).

Andlise fisico-quimica

As anilises fisico-quimicas foram realizadas com amostras
compostas das drogas vegetais. A determinagio dos teores de
cinzas totais, sulfatadas e 4cido-insoltiveis, de umidade (método
azeotrépico) e dos valores de pH e perda por dessecagao
(INFRATESTE) foi feita através de protocolos-padrao (WHO
1998; Farmacopeia Brasileira 2010). O método analitico para
determinar os metais selecionados (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Mn,
Mo, Ni, Pb, Ti, V, Hg e As) seguiu Pratsmoya ez al. (1997).
As mensuragoes foram feitas por espectrometria de emissio
dptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES:
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry),
utilizando-se um espectrémetro Varian (Varian Vista-MPX,
Varian Australia PTY. LTD., Victoria, Austrdlia) para Al, Cd,
Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Ti e V, e um espectrémetro
Thermo (Thermo iCAP 6000, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Estados Unidos da América) para Hg e As. Para
validar o método analitico aplicado, foi realizado teste de
recuperagio dos analitos em material de referéncia padrao
(Standard Reference Material — SRM 1547: peach leaves)
do NIST (National Institute of Standard and Technology),
usando-se os mesmos procedimentos.

Os reagentes utilizados foram de grau analitico. O preparo
das solugoes utilizadas e as lavagens realizadas durante os
protocolos foram feitos com dgua ultrapura (resistividade 18.2
MQ-cm a 25 °C) obtida por sistema Milli-Q (Direct-Q 3 UV-
R, Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). As determinagées
foram feitas em triplicata e os resultados foram expressos como
média + desvio padrio (média + dp).

RESULTADOS

Caracterizagao macroscopica das drogas vegetais

Piper arboreum Aubl. var. arboreum — As drogas vegetais
foliares integras sao completas, i.e. apresentam limina
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foliar, peciolo e bainha foliar; possuem ca. 12,6-25,6 cm de
comprimento e 3,7-7,4 cm de largura; amarrotadas; fridveis;
verdes ou cinza-esverdeadas em ambas as faces. Possuem
odor aromdtico caracteristico e sabor predominantemente
aromdtico caracteristico, passando para ligeiramente amargo
e finalizando levemente picante. Quando pulverizadas,
apresentam cor cinza-esverdeada e 0 mesmo odor e sabor das
drogas vegetais integras (Figura 1A ¢ M).

Lamina foliar ca. 12,7-25,4 cm de comprimento e 4,4-
8,1 cm de largura; assimétrica; lanceolado-eliptica; margem
inteira; dpice acuminado; base inequilateralmente obliqua;
superficie dspera ao toque e glabra, ondulada e verrucosa
para a visio em ambas as faces; superficie de fratura granular;
nervuras proeminentes abaxialmente; padrio geral de venacio
camptédromo-broquidédromo, com tendéncia camptédroma
na base e broquidédroma no 4pice; nervuras ramificadas até
a sexta ordem; nervuras intersecunddrias presentes; venagao
tltima marginal incompleta; vénulas simples lineares ou curvas e
ramificadas de uma a trés vezes; aréolas de forma irregular, com
desenvolvimento imperfeito e arranjo aleatério (Figura 1B-I).

Peciolo ca. 0,5-0,9 ¢cm de comprimento ¢ 0,3-0,4
cm de largura; reto; inserido lateralmente; superficie
longitudinalmente estriada, glabra e com fissuras para a visio
em ambas as faces; sec¢do transversal de forma irregular com
tendéncia circular, possuindo elementos lignificados sem
arranjo definido que tendem para um circulo (Figura 1E; J e
K). Bainha foliar ca. 0,2-0,4 cm de comprimento e 0,4-0,9
cm de largura; concavo-convexa; superficie verrucosa na face
adaxial e longitudinalmente estriada na face abaxial para a
visao (Figura 1] e L).

As drogas vegetais caulinares integras sio amarronzadas,
nodosas e com lenticelas. A superficie ¢ lisa no primeiro
e segundo entrends e dspera no terceiro e quarto entrends
ao toque e longitudinalmente estriada do primeiro ao
quarto entrends para a visio. Possuem odor levemente
aromdtico caracteristico e sabor inicialmente aromdtico
caracteristico, tornando-se predominantemente picante.
Quando pulverizadas, apresentam aspecto fibroso, cor verde
e 0 mesmo odor e sabor das drogas vegetais integras (Figura
2A;Bel).

O primeiro e segundo entrends sdo facilmente fraturdveis
e tém superficie de fratura externa liso-granular e interna
predominantemente granular. Em sec¢do transversal,
apresentam forma irregular, desenvolvimento primdrio e
elementos lignificados internos sem arranjo definido. A
regido externa da sec¢do transversal é verde-escura e a interna
esverdeada com pontos amarelados (Figura 2C-E).

O terceiro e quarto entrends sao dificilmente
fraturdveis e tém superficie de fratura externa lisa e interna
predominantemente granular. Em sec¢io transversal, possuem
forma circular, desenvolvimento secunddrio inicial e elementos
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Figura 1. Caracteristicas macroscopicas das drogas vegetais foliares de Piper arboreum Aubl. var. arboreum (Piperaceae). Fotomacrografias (A-E; M).
Fotomicrografias estereoscopicas por contraste de interferéncia diferencial (F). Desenho em planta baixa (G). Fotomicrografias estereoscopicas por luz refletida
(H; J-L). Fotomicrografias por luz transmitida (1). A. Aspecto morfologico geral. B-E. Drogas vegetais hidratadas. B. Visao geral da folha. C. Apice. D. Margem.
E. Base, notar insercao do peciolo (seta). F. Superficie de fratura da lamina foliar. G-I. Padroes de venagéo foliar. G. Padrdo geral de venagdo, notar arco de
nervuras secundarias (elipse) e nervuras intersecundarias (setas). H. Detalhe das aréolas e vénulas. . Venagao ultima marginal, notar vénulas livres (setas). J.
Viséo geral da face abaxial do peciolo e bainha foliar, notar fissuras (asteriscos) e estrias longitudinais (setas). K. Seccdo transversal do peciolo, notar elementos
lignificados (asteriscos). L. Detalhe da bainha foliar, notar protuberancias (setas). M. Droga vegetal pulverizada. Face adaxial (fad). Face abaxial (fab). Fratura
(f). Superficie de fratura (sf). Bainha foliar (baf). Vénula simples linear (). Vénula simples curva (c). Vénula ramificada uma vez (b1), duas vezes (b2) e trés
vezes (b3). Margem (mg). Esta figura é colorida na versao eletronica.
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1°N
I 4°N 5°N

Figura 2. Caracteristicas macroscopicas das drogas vegetais caulinares de Piper arboreum Aubl. var. arboreum (Piperaceae). Fotomacrografias (A; I).
Fotomicrografias estereoscopicas por luz refletida (B-D; F; G) e contraste de interferéncia diferencial (E; H). A. Aspecto morfoldgico geral. B. Detalhe da superficie,
notar estrias longitudinais (setas) e lenticela (inset). C-E. Primeiro entrend. C e D. Secgdes transversais, notar pontos amarelados (setas, figura C) e elementos
lignificados (asteriscos, figura D). E. Superficie de fratura. F-H. Quarto entrend. F e G. Secgoes transversais. F. Notar dreas de aspecto eliptico (setas) e faixas
amareladas (asteriscos). G. Notar elementos lignificados (asteriscos). H. Superficie de fratura. I. Droga vegetal pulverizada. Primeiro nd (1°N). Secundo no
(2°N). Terceiro nd (3°N). Quarto nd (4°N). Quinto n6 (5°N). Lenticela (len). Regido interna da secgdo (ris). Regido externa da secgdo (res). Superficie de fratura
interna (sfi). Superficie de fratura externa (sfe). Esta figura é colorida na versao eletronica.
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lignificados internos dispostos em trés circulos concéntricos. A
regido externa da seccdo transversal é verde-escura e a interna
multicolor, com uma 4rea central verde-amarelada e 4reas
periféricas elipticas verde-amarronzadas separadas por faixas
amareladas (Figura 2F-H).

Piper tuberculatum Jacq. — As drogas vegetais foliares
integras sio também completas; possuem ca. 3,6-12,2 cm de
comprimento ¢ 0,8-8,3 cm de largura; dobradas; flexiveis;
verde-claras ou verde-escuras em ambas as faces. Possuem
odor aromdtico caracteristico e sabor inicialmente aromdtico
caracteristico, passando para predominantemente amargo
e finalizando levemente picante. Quando pulverizadas,
apresentam cor verde e o mesmo odor e sabor das drogas

vegetais integras (Figura 3A e O).

Lamina foliar ca. 3,5-16,5 cm de comprimento ¢ 2-9 cm
de largura; assimétrica; eliptico-ovada; margem inteira; dpice
agudo; base inequilateralmente arredondada, aproximando-
se de cordada; superficie dspera ao toque e glabra, ondulada,
verrucosa e luzente para a visao em ambas as faces; superficie
de fratura liso-granular; presen¢a de emergéncias na regido
basal da nervura central na face abaxial; nervuras pubescentes
e proeminentes abaxialmente; padrio geral de venagiao
broquidédromo; nervuras ramificadas até a sexta ordem;
nervuras intersecunddrias presentes; venago tltima marginal
lobada; vénulas simples curvas e ramificadas de uma a trés
vezes; aréolas de forma irregular, com desenvolvimento
imperfeito e arranjo aleatério (Figura 3B-I).

Peciolo ca. 0,5-0,7 cm de comprimento e 0,1-0,2 c¢cm
de largura; reto ou curvo; inserido lateralmente; superficie
longitudinalmente estriada, glabra ou pubescente e com
emergéncias para a visdo em ambas as faces; sec¢io transversal
de forma irregular com tendéncia coéncavo-convexa,
apresentando elementos lignificados sem arranjo definido
que tendem para uma disposi¢io em “U” (Figura 3E; J-M).
Bainha foliar ca. 0,2-0,3 cm de comprimento e 0,1-0,5 cm
de largura; concavo-convexa; superficie longitudinalmente
estriada em ambas as faces e com emergéncias na face abaxial
para a visao (Figura 3]; K e N).

As drogas vegetais caulinares integras sio esverdeadas,
conspicuamente nodosas, com lenticelas e emergéncias. A
superficie ¢ lisa no primeiro e segundo entrends e dspera no
terceiro e quarto entrends ao toque e longitudinalmente estriada
do primeiro ao quarto entrends para a visio. Possuem odor
levemente aromdtico caracteristico e sabor predominantemente
aromdtico caracteristico, finalizando levemente picante.
Quando pulverizadas, apresentam aspecto fibroso, cor variando
de verde-amarronzada para cinza e 0 mesmo odor e sabor das

drogas vegetais integras (Figura 4A; B e I).

O primeiro e segundo entrends sio facilmente fraturdveis
e possuem superficie de fratura externa liso-granular e
interna predominantemente granular. Em sec¢io transversal,
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apresentam forma irregular, desenvolvimento primdrio e
elementos lignificados internos sem arranjo definido. A
regido externa da sec¢do transversal é bicolor, com 4reas
verde-escuras e amarelas, e a interna verde com pontos

amarelados (Figura 4C-E).

O terceiro e quarto entrends sio dificilmente fraturdveis
e possuem superficie de fratura externa granular e interna
predominantemente granular. Em sec¢do transversal,
apresentam forma eliptica, desenvolvimento secunddrio inicial
e elementos lignificados internos dispostos em dois circulos
concéntricos. A regido externa da secgio transversal é verde-
escura e a interna multicolor, com uma drea central amarelo-
esverdeada e dreas periféricas elipticas marrom-esverdeadas
separadas por faixas amareladas (Figura 4F-H).

Caracterizacao microscopica das drogas vegetais
pulverizadas

Piper arboreum Aubl. var. arboreum — O pé das drogas
vegetais foliares apresenta fragmentos com: paredes celulares
epidérmicas anticlinais retas a onduladas na face adaxial e
sinuosas na face abaxial; tricomas glandulares bicelulares
em ambas as faces; estdbmatos anisociticos, tetraciticos e
ciclociticos na face abaxial; cuticula lisa; placas continuas de
cera epicuticular paralelas a superficie epidérmica; idioblastos
secretores de contetddo acidéfilo; drusas; estiloides e cristais
prismdticos cuneiformes. Feixes de fibra e elementos traqueais
com espessamento parietal anelar, helicoidal e pontuado sao
também observados (Figura 5A-H).

Nos p6s das drogas vegetais caulinares, ocorrem fragmentos
com: paredes celulares epidérmicas anticlinais espessadas,
retas a onduladas; cuticula lisa; tricomas glandulares
bicelulares e tectores pluricelulares unisseriados. Idioblastos
com estiloides; fragmentos cristalinos nio birrefringentes;
particulas de conteddo metabdlico amarronzado; feixes de
fibra; braquiesclereides; macroesclereides; elementos traqueais
com espessamento parietal anelar e grios de amido simples,
poliédricos, com facetas plana, concava e convexa e hilo
estrelado céntrico estdo também presentes (Figura 51-P).

Piper tuberculatum Jacq. — O pé das drogas vegetais
foliares possui fragmentos com: paredes celulares epidérmicas
anticlinais retas a onduladas na face adaxial e sinuosas na face
abaxial; tricomas glandulares bicelulares em ambas as faces e
tectores pluricelulares unisseriados na face abaxial; estomatos
tetraciticos e ciclociticos na face abaxial; cuticula estriada; cera
epicuticular em crostas; emergéncias; idioblastos secretores de
contetdo acidéfilo e elementos traqueais com espessamento
parietal helicoidal. Ocorrem, ainda, feixes de fibra, drusas e
cristais prismdticos cuneiformes (Figura 6A-I).

Nos pés das drogas vegetais caulinares, sao observados
fragmentos com: paredes celulares epidérmicas anticlinais
delgadas, retas a onduladas; cuticula lisa; emergéncias e
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Figura 3. Caracteristicas macroscopicas das drogas vegetais foliares de Piper tuberculatum Jacq. (Piperaceae). Fotomacrografias (A-E; 0). Fotomicrografias
estereoscopicas por contraste de interferéncia diferencial (F). Desenho em planta baixa (G). Fotomicrografias por luz transmitida (H; ). Fotomicrografias
estereoscopicas por luz refletida (J-N). A. Aspecto morfologico geral. B-E. Drogas vegetais hidratadas. B. Visdo geral da folha. C. Apice. D. Margem. E.
Base, notar insercao do peciolo (seta). F. Superficie de fratura da lamina foliar. G-I. Padroes de venacdo foliar. G. Padrao geral de venagao, notar nervuras
intersecundarias (setas). H. Detalhe das aréolas e vénulas. |. Venagao ultima marginal, notar lobulo (seta). J e K. Visao geral do peciolo e bainha foliar, notar
emergéncias (setas). Peciolos reto (J) e curvo (K). L e M. Detalhes do peciolo. L. Superficie da face abaxial, notar estrias longitudinais (setas). M. Seccao
transversal, notar elementos lignificados (asteriscos). N. Detalhe da face adaxial da bainha foliar, notar estrias longitudinais (setas). 0. Droga vegetal pulverizada.
Face abaxial (fab). Fratura (f). Superficie de fratura (sf). Bainha foliar (baf). Vénula simples curva (c). Vénula ramificada uma vez (b1), duas vezes (b2) e trés
vezes (b3). Margem (mg). Esta figura € colorida na versao eletronica.
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Figura 4. Caracteristicas macroscopicas das drogas vegetais caulinares de Piper tuberculatum Jacq. (Piperaceae). Fotomacrografias (A; I). Fotomicrografias
estereoscopicas por luz refletida (B-D; F; G) e contraste de interferéncia diferencial (E; H). A. Aspecto morfologico geral. B. Detalhe da superficie, notar estrias
longitudinais (setas), lenticelas (elipse) e emergéncia (inset). C-E. Primeiro entrend. C e D. Seccgdes transversais, notar pontos amarelados (setas, figura C)
e elementos lignificados (asteriscos, figura D). E. Superficie de fratura. F-H. Quarto entrend. F e G. Secgdes transversais. F. Notar dreas de aspecto eliptico
(setas) e faixas amareladas (asteriscos). G. Notar elementos lignificados (asteriscos). H. Superficie de fratura. I. Droga vegetal pulverizada. Primeiro nd (1°N).
Secundo nd (2°N). Terceiro nd (3°N). Quarto n6 (4°N). Quinto nd (5°N). Regiéo interna da seccéo (ris). Regido externa da secgdo (res). Superficie de fratura
interna (sfi). Superficie de fratura externa (sfe). Esta figura é colorida na versao eletronica.
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Figura 5. Caracteristicas microscopicas das drogas vegetais pulverizadas de Piper arboreum Aubl. var. arboreum (Piperaceae). Fotomicrografias por luz
transmitida (A; C; G-I; L-P) e luz polarizada (D-F). Eletromicrografias de varredura (B; J; K). A-H. Drogas vegetais foliares. A-D. Fragmentos de lamina foliar,
notar idioblastos secretores (inset, figura C). D-F. Drusas (D), cristal prismatico cuneiforme (E) e estiloide (F) birrefringentes. G. Feixe de fibras. H. Elementos
traqueais. I-P. Drogas vegetais caulinares. I-K. Fragmentos caulinares, notar células epidérmicas (inset, figura I). K. Idioblastos com estiloides. L. Fragmentos
cristalinos nao birrefringentes. M. Feixe de fibras e particula de contedido metabolico amarronzado (inset). N. Esclereides. O. Elementos traqueais. P Grao de
amido. Face adaxial (fad). Face abaxial (fab). Estdmato (st). Tricoma glandular (tg). Tricoma tector (t). Cuticula (ct). Cera epicuticular (ce). Feixe de fibras
(ffi). Idioblasto secretor (ids). Espessamento parietal anelar (epa). Espessamento parietal helicoidal (eph). Espessamento parietal pontuado (epp). Hilo (hl).
Braquiesclereides (bre). Macroesclereides (mce). Esta figura é colorida na verséo eletronica.
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Figura 6. Caracteristicas microscopicas das drogas vegetais pulverizadas de Piper tuberculatum Jacq. (Piperaceae). Fotomicrografias por luz transmitida
(A; C-F; I; K; M-0) e luz polarizada (G; H; L). Eletromicrografias de varredura (B; J). A-l. Drogas vegetais foliares. A-G. Fragmentos de lamina foliar. F. Notar
elemento traqueal (asterisco) e idioblasto secretor (inset). G e H. Drusas (G) e cristal prismético cuneiforme (H) birrefringentes. I. Feixes de fibra. J-0. Drogas
vegetais caulinares. J-L. Fragmentos caulinares, notar emergéncia (J) e células epidérmicas (K). L. Cristais prismaticos birrefringentes. M. Feixe de fibras, notar
idioblasto secretor (inset). N. Elementos traqueais. 0. Graos de amido. Face adaxial (fad). Face abaxial (fab). Estomato (st). Tricoma glandular (tg). Tricoma
tector (tt). Cuticula (ct). Cuticula estriada (cte). Cera epicuticular (ce). Feixe de fibras (ffi). Idioblasto secretor (ids). Emergéncia (em). Espessamento parietal
anelar (epa). Espessamento parietal helicoidal (eph). Hilo (hl). Esta figura é colorida na versao eletronica.
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tricomas tectores pluricelulares unisseriados. H4 também a
presenca de: idioblastos com cristais prismdticos; idioblastos
secretores de contetido acidéfilo; feixes de fibra; elementos
traqueais com espessamento parietal anelar e helicoidal e graos
de amido simples, poliédricos, com facetas plana, cdncava e
convexa e hilo fissurado céntrico (Figura 6J-O).

Caracterizacao fisico-quimica

Os teores de voldteis e umidade e o valor de pH das drogas
vegetais de P. arboreum var. arboreum e P. tuberculatum foram
similares. O contetido de cinzas totais e, principalmente, de
cinzas sulfatadas foi elevado nas drogas dessas duas espécies,
sendo comparativamente maior nas drogas vegetais de 2.
tuberculatum de que nas drogas vegetais de P. arboreum var.
arboreum. O contetdo de cinzas 4cido-insoluveis das drogas
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vegetais de ambas as espécies apresentaram valores préximos,
exceto para as drogas vegetais caulinares de P. arboreum var.
arboreum para as quais foram registrados os maiores valores.
As drogas vegetais das espécies de Piper estudadas ocasionaram
a redugio do valor inicial de 7,01 + 0,03 do pH da 4gua
destilada (Tabela 1).

As maiores concentragoes da maioria dos metais analisados
foram observadas nas drogas vegetais de P. arboreum var.
arboreum. Nas drogas vegetais de ambas as espécies, as
concentragoes de Al, Cu, Mn e V foram as mais elevadas,
enquanto que as concentragoes de Cd, Co e Hg foram as
mais baixas. As drogas vegetais das espécies de Piper analisadas
continham Mo, Pb, Ti e As abaixo do limite de detecgio. As
recuperagoes dos analitos na amostra certificada (SRM 1547)
ficaram entre 76,48-117,20% (Tabela 2).

Tabela 1. Resultados dos parametros fisico-quimicos determinados nas drogas vegetais de Piper L. (Piperaceae). n é o nimero de determinag0es independentes.

Desvio padrao (dp).
Espécies Droga vegetal Parametros (média % = dp; n = 3)* Parametros (média % = dp; n = 3)
Perda por . . -
dessecagao Umidade pH Cinzas totais su(I;flgéiisas C|ir:1zs;z)sme\1/c;icio-
(INFRATEST)
P. arboreum Aubl. var Folha 8,22 = 0,00 6,80 = 0,14 4,54 + 0,01 1123 £ 0,02 64,93 = 0,69 1,24 £ 0,87
arboreumn Caule 803000 540+010 442032 893+000 1653082  435=0,32
Folha 8,89 = 0,00 6,60 = 0,26 413 = 0,23 1420 £ 0,01 77,46 = 0,72 1,36 £ 0,22
P. tuberculatum Jacq.
Caule 8,36 = 0,00 5,30 = 0,63 4,67 = 0,04 12,32 £ 0,00 21,76 = 0,30 1,28 £ 0,32

*A média do pH é expressa em valores absolutos.

Tabela 2. Resultados da determinagao de metais nas drogas vegetais de Piper L. (Piperaceae). n € o nimero de determinagoes independentes. Desvio padrao
(dp). *Material de Referéncia Padrao. °LOD (Limite de detecgao): Mo = 0.001 mg kg™'; Pd = 0.005 mg kg™'; Ti = 0.002 mg kg'; Hg = 0.00004 mg kg'; As

= 0.00012 mg kg'. **Recuperagao nao satisfatoria. ***Valor nao certificado.

Espécies Droga vegetal Contetdo metdlico (média = dp mg kg™; n = 3)
Al Cd Co Cr Cu Mn
P. arboreum Aubl. Folha 40,07 = 2,31 0,04 = 0,00 0,03+0,02 097+018 1548 0,06 19532 = 2,84
var. arboreum Caule 27,545 = 5,50 0,04 = 0,01 0,03+0,03 088=+006 1937 0,12 70,14 £ 1,20
P. tuberculatum Folha 52,75 + 2,61 0,03 = 0,00 0,03+0,02 088=+006 10,18 0,21 29,71 £ 1,75
Jacg. Caule 18,82 = 1,90 0,04 = 0,00 0,04 = 0,01 1,06 =028 10,13 £ 0,59 13,98 = 0,74
MRP? 1547 233,67 = 4,98 0,03 = 0,01 0,06 = 0,01 1,17 = 0,02 3,10 0,35 74,90 = 3,47
Recuperagao (%) 93,84 102,96 83,85 117,20 82,86 76,48
Espécies Droga vegetal Conteudo metalico (média = dp mg kg™'; n = 3)
Mo Ni Pb Ti v Hg As
P. arboreum Aubl. Folha <LOD® 525 + 0,12 <LOD® <LOD® 14,97 = 0,41 0,01 £ 0,00 <LOD®
var. arboreum Caule <LOoDP 0,94 = 0,27 <LOD® <LOD® 9,27 =033 0,02 = 0,01 <LOD®
P. tuberculatum Jacq, Folha <LOD® 0,30 = 0,28 <LOD® <LOD® 8,96 + 0,60 0,01 =0,00 <LOD®
Caule <LOoD® 0,30 = 0,18 <LOD® <LOD® 9,34 £ 0,57 0,01 £0,00 <LOD®
MRP2 1547 <LOD® 0,62 = 0,10 <lOD* 1,10=+0,28 040=+0,29 0,03+0,01 0,06=+0,02
Recuperagao (%) ** 89,07 ** ool 113,55 93,84 102,96
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DISCUSSAO

As caracteristicas macromorfoldgicas gerais observadas nas
drogas vegetais foliares e caulinares integras de Piper arboreum
var. arboreum e P. tuberculatum estio em acordo com as
descri¢oes morfoldgicas feitas aos zaxa (Yuncker 1973). Embora
as duas espécies recebam a mesma denominagio verndcula
“pimenta-longa” (Andrade er al. 2009) e sejam comumente
identificadas erroneamente sendo, muitas das vezes, substituidas
uma pela outra, as drogas vegetais integras dessas espécies exibem
caracteristicas macroscopicas bem distintas.

Para as drogas vegetais foliares, a distingao dd-se quanto
A forma geral; dimensées; textura; forma da lAmina foliar e
do peciolo; ornamentacgio da superficie da lAmina foliar, do
peciolo e da bainha foliar; tipos de dpice, base, superficie de
fratura e de vénulas simples; padroes de venacio geral e tltima
marginal e caracteristicas da sec¢do transversal do peciolo. Para
as drogas vegetais caulinares, as diferencas dao-se em relacio a
forma geral; caracteristicas da secgdo transversal como forma,
cor e padrio de arranjo dos elementos lignificados internos e
ao tipo de superficie de fratura.

Propriedades organolépticas como cor e sabor podem
auxiliar na diagnose macroscépica das drogas vegetais caulinares
e foliares das espécies de Piper em questdo, principalmente
quando as drogas vegetais estdo no estado pulverizado.

Estudos farmacognésticos de espécies de Piper sio raros
(Pessini et al. 2003; Periyanayagam et al. 2012; Santos ¢t al.
2015), nio havendo na literatura dados sobre representantes
da regido amazdnica. Como a avaliagio macromorfoldgica
e organoléptica sio os primeiros passos para estabelecer a
autenticidade botanica e o grau de pureza de matérias-primas
vegetais medicinais, importante fatores para garantir seguranca
e eficdcia (WHO 1998; Cheng ez al. 2014), as caracteristicas
macroscépicas e sensoriais reportadas aqui para as drogas
vegetais de P. arboreum var. arboreum e P. tuberculatum sio
parimetros farmacogndsticos relevantes para o controle de
qualidade de ambas.

As drogas vegetais pulverizadas de P. arboreum var. arboreum
e P. tuberculatum, apesar de similares micromorfologicamente,
apresentam marcadores anatdmicos que as autenticam.
Para as drogas vegetais foliares, os marcadores anatdmicos
sdo as caracteristicas da cuticula, da cera epicuticular e os
tipos de tricoma e espessamento parietal dos elementos
traqueais. Para as drogas vegetais caulinares, os marcadores
anatdmicos sao os tipos de tricoma e espessamento parietal
da epiderme anticlinal e dos elementos traqueais; a ocorréncia
de fragmentos cristalinos nio birrefringentes, particulas de
conteido metabdlico amarronzado, idioblastos secretores e
de esclereides e a forma do hilo dos griaos de amido.

Cristais e estdbmatos devem ser avaliados de forma criteriosa
para a morfodiagnose microscépica dos pds das drogas vegetais
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das espécies de Piper analisadas. Para os cristais, deverdo ser
considerados como marcadores anatémicos os morfotipos
cristalinos citados como especificos para as duas espécies (Silva
et al. 2014). Os estdbmatos, por sua vez, nio tém valor na
delimita¢io taxondmica de Piperaceae devido  complexidade
e variagio morfoldgica que apresentam no grupo (Gogosz er

al. 2012; Machado et al. 2015).

As emergéncias observadas nas drogas vegetais foliares e
caulinares de P. tuberculatum, nas formas integra e pulverizada,
sio marcadores anatdmicos chave para diferencid-las das drogas
vegetais de P. arboreum var. arboreum. Estruturas secretoras
de Piperaceae constituem caracteres relevantes na distingio de
espécies de Piper semelhantes morfologicamente, principalmente
para a delimitacio de grupos (Yuncker 1972; 1973).

Os valores de umidade e cinzas totais e dcido-insoltiveis
encontrados para as drogas vegetais das espécies de Piper
estudadas estao dentro dos limites oficiais permitidos. Para
umidade, o limite mdximo recomendado é 14% (Fonseca et
al. 2010). Para cinzas totais e dcido-insoldveis, a Farmacopeia
Vegetal Britanica — British Herbal Pharmacopeia (1990)
recomenda limites mdximos de 15% e 5% respectivamente.
A Farmacopeia Brasileira (2010) nao estabelece valores-limite
para cinzas. Os valores elevados de cinzas dcido-insoltiveis das
drogas vegetais caulinares de P. arboreum var. arboreum nao
foram ocasionados por contaminacio externa de material
silicoso, mas sim pela ocorréncia natural no caule dessa espécie
de inclusdes minerais silicificadas denominadas concrescéncias
cristalinas (Silva er al. 2014).

Os teores elevados de cinzas totais e sulfatadas das drogas
vegetais das espécies de Piper analisadas foram provavelmente
causados pela riqueza em contetdo cristalino das folhas e caule
dessas espécies (Silva ez al. 2014). Nos vegetais, as inclusoes
minerais cristalinas contribuem para o aumento das cinzas,
influenciando principalmente os valores de cinzas sulfatadas
(Mohamad ez 2/. 2013). Ademais, os maiores valores de cinzas
sulfatadas em comparagao aos de cinzas totais das drogas
vegetais de ambas as espécies foram devidos a adi¢ao de uma
massa de dcido sulfirico nas amostras, resultando no aumento
em peso e na formacio de cinzas mais firmes que sio mais
estdveis a altas temperaturas (Evans 2009).

A redugio observada no valor de pH da dgua destilada indica
a presenca de compostos dcidos nas drogas vegetais das espécies
de Piper em questdo, o que estd em conformidade com os
constituintes fitoquimicos de cada espécie (Parmar ez al. 1997;
Facundo ez al. 2008; Andrade ez al. 2009; Regasini ez al. 2009).

As concentragdes de metais presentes nas drogas vegetais
das espécies de Piperanalisadas estao dentro dos limites para o
consumo humano sem ocasionar danos a satde (WHO 1996;
1998; WHO e FAO 2006; Farmacopeia Brasileira 2010). O
conteddo metélico aqui determinado para as drogas vegetais
de P. arboreum var. arboreum e P. tuberculatum pode ser usado
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como um critério de qualidade, pois as autoridades reguladoras
oficiais nao estabelecem niveis-limite para metais em matérias-
primas vegetais, exceto para arsénio, cidmio e chumbo (WHO
1998), e o incremento de contetido metélico nos vegetais,
principalmente dos metais potencialmente téxicos chamados
“metais pesados’, pode indicar contaminacio externa por
fatores ambientais e/ou métodos de processamento (Basgel

e Erdemoglu 2006).

Os resultados da concentragio dos metais determinados
nas drogas vegetais das duas espécies de Piper estudadas sao
satisfatdrios, pois as recuperacoes desses analitos na amostra
certificada (SRM 1547) foram superiores a 50%, validando
o método analitico aplicado.

O processamento adequado das folhas e caule de
P. arboreum var. arboreum e P. tuberculatum tais como
higienizagdo, tempo e temperatura de secagem e condicoes
4timas de estocagem e conservagio permitiram obter drogas
vegetais de excelente qualidade farmacogndstica. A preservagao
nas drogas vegetais das caracteristicas morfoldgicas gerais de
cada espécie, a presenca de idioblastos secretores com retengao
de contetido metabdlico e os valores dos parAmetros fisico-
quimicos determinados abaixo dos limites mdximos aceitdveis
asseguram essa qualidade. Temperaturas elevadas e secagem
excessiva causam danos morfoldgicos teciduais e degradagao
do contetido quimico celular (Fontes e Fontes 2005; Hubinger
et al. 2009). Adicionalmente, a dgua residual favorece o
crescimento de micro-organismos, a deterioragdo, o ataque
de insetos e a hidrdlise enzimdtica de compostos quimicos
(Alves et al. 2010).

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo poderao ser utilizados
como pardmetros seguros para o controle de qualidade das
drogas vegetais foliares e caulinares obtidas a partir de 2.
arboreum var. arboreum e P. tuberculatum. As drogas vegetais
produzidas poderio servir como padrées de referéncia. Os
dados estruturais contribuirdo para a autenticidade bot4nica.
Os dados fisico-quimicos permitirdo a avaliacio do grau de
pureza. As caracteristicas organolépticas poderao ser Uteis
tanto para a autenticidade botinica como para a avaliacao
do grau de pureza.
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