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RESUMO: O presente estudo descreve as caracteristicas morfo-anatdmicas dos 6rgaos
vegetativos e do p6 da Piper ovatum Vahl de modo que os dados obtidos possam ser utilizados
como referéncia em analises de controle de qualidade de amostras de farmacos, a fim de
verificar sua autenticidade. As raizes, caules, peciolos e folhas foram fixadas, seccionadas a
mao livre e coradas, as seccdes transversais e paradérmicas foram analisadas por microscopia
Optica e a superficie do limbo foi observada, também, por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Os 6rgaos vegetativos da P. ovatum apresentam morfologia e anatomia similar as
outras espécies de Piper. No entanto, ndo foram observadas inclusdes celulares nas folhas de
P. ovatum. Analises por MEV mostraram a presenga de tricomas glandulares constituidos de
pedunculo unicelular e porgéo secretora globdide igualmente unicelular recoberto por cuticula,
na epiderme abaxial das folhas. Também foi observada a presenca de uma cuticula espessa
e que origina crostas no limite entre uma célula e outra, em ambas as superficies foliares. No
mesofilo foi observada a presenca de idioblastos oleiferos caracteristica marcante de outras
espécies de Piperaceae. Além disso, na microscopia do p6 foram observados hipoderme e
idioblastos oleiferos em fragmentos do limbo, fragmentos de fibras esclerenquimaticas do
caule, além de células esclerosas isoladas ou em grupos no peciolo. O perfil cromatografico
do extrato hidroetandlico das folhas de P. ovatum foi obtido por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Nas analises por CLAE foram identificados como substéncias majoritarias
do extrato as amidas piperovatina e piperlonguminina nos tempos de retencdo de 10,25 e
10,81 min., respectivamente.

Palavras-chave: Piper ovatum, farmacobotanica, piperovatina, piperlonguminina, perfil
cromatografico.

ABSTRACT: Contribution to the pharmacognostic study of Piper ovatum Vahl. The present
study describes the morphological and anatomical characteristics of vegetative organs and
powder of the Piper ovatum Vahl, in order to use the obtained data as reference in the quality
control tests of pharmaceutical samples, investigating their authenticity. The roots, stems, petioles
and leaves were fixed, freehand sectioned and stained according to usual microtechniques.
The transverse and paradermal sections were analyzed by optical microscopy and the leaf
surface was also observed by scanning electron microscopy (SEM). The vegetative organs
of the P. ovatum show morphology and anatomy similar to other species of Piper. However,
cellular inclusions were not observed in the P. ovatum leaves. The SEM analysis showed the
presence of glandular trichomes consisting of a unicellular stalk and globular secretory portion
covered by cuticle on the abaxial surface of the leaves. The SEM also had shown one thick
cuticle forming crusts in the limit of the epidermal cells, on both leaf surfaces. In the mesophyll,
we observed oil idioblasts, which are typical features of other species of Piperaceae. Moreover,
in the powder of the P. ovatum we observed hypodermis and oil idioblasts in leaf fragments,
fragments of sclerenchyma fibers from the stem and isolated sclereids or in petiole groups.
The chromatographic profile of the hydroethanolic extract of the P. ovatum leaves was obtained
by high performance liquid chromatography (HPLC). In this analysis, we identified the amides
piperovatine and piperlonguminine in the retention times of 10.25 and 10.81 min., respectively,
as majority compounds present in the extract.

Key words: Piper ovatum, pharmacobotany, piperovatine, piperlonguminine, chromatographic profile.
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INTRODUGAO

Segundo Souza & Lorenzi (2005) a
familia Piperaceae apresenta dez géneros e
aproximadamente 2000 espécies, das quais cerca
de 500 espécies sao muito comuns nas florestas
brasileiras, particularmente na Mata Atlantica,
onde predominam as espécies dos géneros Piper
e Peperomia.

As espécies de Pipersao pequenos arbustos
ou arvores sublenhosas que se caracterizam pela
presenca de nos foliares geniculados, folhas de base
assimétrica e pela presenca de espigas de flores
sésseis opostas as folhas (Souza & Lorenzi, 2005).

Aspectos anatdémicos da familia Piperaceae
foram estudados por Solereder (1908), Metcalfe &
Chalck (1972) além de outros autores. Esses estudos
demonstraram que algumas espécies de Piper tais
como: P, betle, P. execelsum, P. nigrum, P. jaborandi,
P. methysticum e P. fluminense apresentam células
oleiferas nas folhas e em outros 6rgaos. Mais
recentemente Albiero e colaboradores (Albiero et al.,
2005a; 2006) estudando Piper crassinervium e Piper
hispidum constataram a presencga de idioblastos
oleiferos nos 6érgaos vegetativos e reprodutivos
daquelas plantas.

Estudos demonstraram que as espécies de
Piper possuem atividade antibacteriana, antifungica
e antiprotozoarios, estando essas atividades
relacionadas com algumas substancias, tais como:
amidas, alcaloides, lignanas, neolignanas, terpenos
e derivados do acido benzoico (Zacchino et al., 1997,
Park et al., 2002; Lopez et al., 2002; Martins et al.,
2003; Pessini et al., 2003).

Grayer & Harborne (1994) demonstraram
a atividade antifungica em Penicillium oxalicum da
cromona, 2-metil-8-hidréxi-2,2-dimetil-2H-cromona-
6-carboxilato isolada de P. aduncum.

Salazar et al. (2005) verificaram a
atividade antifungica de cromonas presentes em
folhas e caules de Peperomia villipetiola, o acido
5-metanol-7-metoéxi-2,2-dimetil-2H-1-cromona-6-
carboxilico apresentou atividade para Cladosporium
cladosporioides na concentracao inibitéria minima
(CIM) de 100 pg/ml, e a metil 5-acetoximetanol-
7-hidroxi-2,2-dimetil-2H-1-cromona-6-carboxilato
apresentou importante atividade com uma CIM de
5 ug/ml para C. sphaerospermun.

Riegg et al. (2006), verificaram que o acido
3-farnesil-2-hidroxibenzodico, obtido a partir das
folhas de P. multiplinervium, apresentou CIM de 37,5
pg/ml para Helicobacter pylori, e CIM de 2,5 a 5 pg/
ml para Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium smegmatis,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.

Em nossos estudos anteriores foi
demonstrada a atividade antiinflamatéria topica
do extrato hidroetandlico das folhas da P. ovatum
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e das amidas piperovatina e piperlonguminina
isoladas das folhas dessa espécie (Silva et al.,
2008). Além disso, o extrato hidroetandlico, algumas
fracdes desse extrato e as substancias puras,
piperovatina e piperlonguminina, apresentaram
importante atividade frente as formas promastigotas
e amastigotas axénicas de Leishmania amazonensis
(Silva et al., 2009a). Posteriormente, outro estudo
demonstrou a atividade antifungica dos extratos
hidroetandlicos das folhas, caules e raizes da P.
ovatum e das amidas piperovatina e piperlonguminina
para cepas padrao e isolados clinicos de Bacillus
subtilis e Candida tropicalis. O 6leo essencial das
folhas da P. ovatum também apresentou atividade
antifungica para C. tropicalis. Além disso, as amidas
apresentaram baixa toxicidade para células Vero e
macrofagos (Silva et al., 2009b).

Devido a importancia das atividades
biolégicas apresentadas pela espécie vegetal Piper
ovatum e considerando a escassez de estudos
relacionados a essa espécie, no presente trabalho
foram descritas as caracteristicas morfo-anatdmicas
que contribuem com a morfodiagnose de espécies
de Piper utilizadas como fitoterapicos. Além disso,
também foi estabelecido o perfil cromatografico
do extrato hidroetandlico obtido das folhas de P.
ovatum com o objetivo de contribuir com o controle
de qualidade das espécies de Piper.

MATERIAL E METODO

O material botanico utilizado foram
os fragmentos do primeiro e terceiro entrenés
caulinares, das folhas e das raizes adventicias de
P. ovatum, coletados de espécimes situados em
remanescentes florestais do municipio de Monte
Formoso — MG (16°51’45.6”S 41°15’03.6”W),
Brasil em janeiro de 2006. Exsicatas das espécies
estudadas encontram-se depositadas como
documento taxondmico e material testemunho no
Herbario da Universidade Estadual de Maringa,
Parana, sob registro HUEM 10621 e HUEM 11609,
a espécie foi identificada pela Dra. Elsie Franklin
Guimaraes, pesquisadora do Jardim Botanico do
Rio de Janeiro — RJ, Brasil.

Os estudos anatdmicos foram realizados
em material fresco e fixado, para fixagéo foi utilizado
FAA 50 e conservados em etanol 70% (Jesen,
1962). Secgdes transversais e paradérmicas dos
fragmentos foram realizados @ méo livre, com auxilio
de ldminas de barbear e corados com Azul de Astra
e Safranina a 1%, procedendo-se a montagem de
I&minas semi-permanentes em gelatina glicerinada
(Gerlach, 1969). As fotomicrografias foram obtidas
por sistema de captura de imagens e as escalas
referentes as ilustragdes foram obtidas utilizando-
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se lamina micrométrica nas mesmas condigdes
Opticas utilizadas para cada caso. A caracterizagéao
morfoldgica da superficie foliar foi complementada
com analise em microscopia eletrdnica de varredura
(MEV), segundo a técnica de Robbards (1978) e a
descrigdo das caracteristicas da superficie foliar,
mais especificamente com a relagdo aos aspectos
da cuticularizagao, foi realizada de acordo com a
padronizacao sugerida por Barthlott et al. (1998).

Com a finalidade de comparar dados para
a diagnose e identificagdo da droga vegetal, foram
montadas ldminas semi-permanentes com o po
das folhas, caule e raiz, apds secagem, moagem e
tamisacao, resultando em uma mistura homogénea
de tenuidade 20 mesh. Os pds obtidos foram
clarificados com solugéo de hipoclorito de sédio
33%, durante 3 minutos, lavado sucessivas vezes
com agua destilada e montados para observacgao
entre lamina e laminula em gelatina glicerinada
(Albiero et al., 2001).

Instrumentagao e condigdes cromatogra-
ficas
As analises por cromatografia liquida de
alta eficiéncia foram realizadas em cromatografo
GILSON modelo 321, equipado com bomba
quaternaria Gilson 321, injetor automatico Gilson
234 com loop de 20uL, sistema de desgaseificagéo
de solvente Gilson Degasser 865, detector de
comprimento de onda variavel Gilson UV 152, forno
Gilson 831 e software BOWTER para controle. Nas
analises cromatograficas foi utilizada uma coluna
de fase reversa Metasil ODS (5 ym, 150,0 x 4,6
mm), mantida em forno a temperatura de 30°C. A
eluicdo foi realizada usando um sistema gradiente
de acetonitrila-agua (v/v), iniciando com 0% de
acetonitrila para 60% em 5 minutos e acetonitrila-
agua 60-40 (v/v) por 5 minutos, contendo 1% de
acido acético, fluxo de 1 mL/min e a detecgédo
das substancias foi realizada a 280 nm. Todas as
analises foram realizadas em ftriplicata.

Preparo das amostras dos padroes

As solugbes das substancias padréo,
piperovatina e piperlonguminina, na concentragao
de 1000 pg/mL foram preparadas dissolvendo 1 mg
em 1 mL de metanol, em frasco vial, com auxilio
de banho de ultrassom. Em seguida, a amostra foi
filtrada através de filtro Millex 0,45 um (Millipore,
Sao Paulo, Brazil). As amostras foram preparadas
em ftriplicata.

As substancias piperovatina e
piperlonguminina foram isoladas e identificadas
conforme descrito em nossos estudos anteriores
(Silva et al., 2008; Silva et al., 2009).

Preparo das amostras do extrato

As folhas de P. ovatum foram secas em
estufa de ar circulante, a 36°C, durante 80h e
moidas em moinho de martelos (10,0 g). O extrato foi
preparado por maceragao em solugao hidroetandlica
(90:10 v/v) a temperatura ambiente até completo
esgotamento. O extrato foi filtrado, concentrado em
rotaevaporador, a temperatura de 37°C e liofilizado
(2,3 g). As solucdes do extrato das folhas de P.
ovatum na concentragdo de 4000 pg/mL foram
preparadas dissolvendo 4 mg do extrato em 1 mL
de metanol, em frasco vial, com auxilio de banho de
ultrassom. Em seguida, a amostra foi filtrada através
de filtro Millex" 0,45 ym (Millipore). As amostras do
extrato das folhas foram preparadas em triplicata

RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie vegetal Piper ovatum é um
arbusto de aproximadamente 2 m de altura, bastante
ramificado. As folhas s&o oval-elipticas, medindo de
11 - 14 cm de comprimento por 3 - 7 cm de largura,
de cor verde-acinzentada com textura glabra. As
flores sdo do tipo espiga de cor creme-esverdeadas
e localizam-se opostas as folhas.

O sistema radical apresenta-se muito
ramificado ndo havendo distingdo de uma raiz
principal. As raizes apresentam crescimento
secundario, a epiderme é uniestratificada com
divis6es anticlinais e apresenta células suberificadas.
No cértex persistente mais externamente foi
observado anel continuo de esclerénquima
constituido de 2 a 3 estratos de células. Abaixo das
camadas de células do cortex ocorrem idioblastos
cristaliferos, contendo cristais prismaticos de oxalato
de calcio e células parenquimaticas contendo graos
de amido e endoderme com estrias de Caspary. O
xilema apresenta-se bem desenvolvido e poucos
elementos de protoxilema foram evidenciados
(Figura 1-2). Neste estudo, foi observado um estelo
limitado externamente por anel esclerenquimatico
unisseriado e a presencga de pélos absorventes nas
raizes mais jovens, de acordo com as caracteristicas
descritas anteriormente por Metcalfe & Chalk (1957)
para a espécie P. betle.

Sistema radicular semelhante ao de P.
ovatum foi descrito por Albiero et al. (2005a; 2006)
para as espécies P. crassinervium e P. hispidum,
destacando-se nessas espécies a presenga de
idioblastos oleiferos e a presenca de esclereides
em grupos de 1 a 3 células no parénquima cortical
externo.

O caule é circular em secgéao transversal e
apresenta estrutura primaria, constituido de epiderme
unisseriada, com células cubdides (Figura 3). No
cortex parenquimatico ocorrem faixas descontinuas
de colénquima angular, que gradualmente sofre
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esclerificagdo centrifuga (Figura 3). Idioblastos
contendo drusas podem ser observados em regido
mais interna do cortex. O tecido vascular esta
organizado em circulos descontinuos de feixes
colaterais delimitados externamente por endoderme
com estrias de Caspary e periciclo uniestratificado, e
internamente por bainha perimedular esclerificada.
O parénquima medular € homogéneo e constituido
de células arredondadas, onde se encontram os
feixes colaterais dispostos em circulos (Figura 4).
A estrutura caulinar em P. ovatum
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assemelha-se as espécies Piper ja estudadas,
entretanto para P. crassinervium, conforme descrigao
de Albiero e colaboradores (Albiero et al., 2005b), o
colénquima angular é continuo.

A distribuicdo dos feixes vasculares
medulares observada no presente estudo é uma
caracteristica marcante das espécies de Piperaceae.
Alguns autores como Hutchinson (1973)e Cronquist
(1981) enfatizaram que a distribuicao dos feixes
vasculares nas espécies da familia Piperaceae é
similar a das monocotiledéneas, outros estudos

FIGURAS 1-6. Piper ovatum. 1-2: Secgdes transversais da raiz 1: Aspecto geral da raiz em estrutura secundaria
(barra - 100um) ; 2: Detalhe da periderme em formacéo, esclerénquima e endoderme (barra - 100 ym ). 3-4:
Seccdes transversais do caule. 3: Caule em inicio de crescimento secundario, detalhe a bainha perimedular
(barra - 100 um) 4: Detalhe feixe medular. (barra - 100 um) 5: Peciolo em secgao transversal, em detalhe os
esclereides (barra - 100 um). 6: Secgéo transversal do limbo, em detalhe a hipoderme e idioblastos oleiferos
(barra —50 um) (bp — bainha perimedular; cl — colenquima; cf — cambio fascicular; su — suber; en — endoderme;
ep —epiderme; ec — esclerénquima; es — esclereides; fm — feixe medular; hp — hipoderme; io — idioblasto oleifero).
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FIGURAS 7-12. Piper ovatum. 7-8: Secgbes paradérmicas da folha. 7: Detalhe do complexo estomatico na
epiderme abaxial (barra- 50um), 8: Detalhe da epiderme adaxial (barra - 50um) 9-11: Vista frontal das epidermes
em MEV. 9: Aspecto geral da epiderme abaxial. 10: aspecto geral epiderme adaxial; 11: detalhe da epiderme
abaxial evidenciando tricoma grandular. 12: detalhe do estémato. 13-15: Microscopia do p6. 13: Detalhes dos
esclereides do peciolo (barra — 50 um); 14: fragmentos do mesofilo mostrando hipoderme (barra — 100 pm);
15: Fragmentos das fibras esclerenquimaticas do caule (bar — 100 uym). (tg — tricoma glandular; et — estdmato)

mais recentes também discutem essa caracteristica
(Pessini et al., 2003; Albiero et al., 2005a,b).

A regido mediana do peciolo das folhas &
reta e em secgao transversal é cilindrica. Aepiderme
€ unisseriada e no parénquima fundamental ocorrem
oito feixes vasculares colaterais de tamanho
uniforme, dispostos em circulo, opostos as faixas
descontinuas de colénquima angular subepidérmico.
Entre os feixes vasculares ocorrem esclereides
isolados ou em grupos de 3 a 4 elementos (Figura
5). A nervura central tem organizacao semelhante
a dos tecidos do peciolo, exceto pela presencga dos
esclereides e pela diminui¢do do niumero de feixes
vasculares que passam de oito na regiao basal para

apenas um no apice.

Na folha hipoestomatica, o mesdfilo
€ dorsiventral, com parénquima paligadico
uniestratificado e parénquima lacunoso constituido
por duas a trés camadas de células isodiamétricas.
Abaixo da epiderme abaxial foi observada uma
camada de células grandes desprovida de
cloroplastos, que na regido da nervura central se
torna constituida por duas ou trés camadas de
células, tal camada constitui uma hipoderme (Figura
6).

A presenga da hipoderme foi relatada por
Yuncker (1972) em Piper spp., Vianna & Akisue
(1997) em Piper aduncum, Nascimento & Vilhena-

Rev. Bras. PI. Med., Campinas, v.17, n.2, p.324-330, 2015.



329

1000 60
800 ; 50
;-d.[l

600 i

- F
E La0

400° 1 g
F20

200
HD

0 2 4 B g8 10 R

Minutos

FIGURA 16. Cromatograma do extrato das folhas de P. ovatum, (1) piperovatina e (2) piperlonguminina. Condigbes
cromatograficas: coluna Metasil ODS; fase mdvel: acetonitrila/agua (v/v), iniciando com acetonitrila 0% a 60%
por 5 minutos; em seguida acetonitrila-agua 60-40 por 15 minutos com 1% de acido acético; fluxo: 1,0 mL/min;

temperatura: 30°C; deteccao: 280 nm.

Potiguara (1999) em P. hispidinervium e por Albiero
et al. (2006)em P. hispidum.

Em seccdo transversal das folhas, a
epiderme do limbo foliar é uniestratificada nas faces
abaxial e adaxial, sendo constituida por células
cubicas a retangulares recobertas por cuticula
(Figura 6). Idioblastos contendo material lipofilico
foram observados no parénquima clorofiliano de P,
ovatum, mais especificamente ladeando os feixes
vasculares (Figura 6). Essas células secretoras de
conteudo oleifero ou mucilaginoso foram relatadas
por Metcalfe & Chalk (1957) no caule e nas folhas
de todos os géneros de Piperaceae, com excegao
de Symbrio. Outras inclusdes celulares relatadas
para as espécies da familia Piperaceae, como por
exemplo, cristais de oxalato de calcio, ndo foram
observados nas folhas de P. ovatum.

Em seccdo paradérmica das folhas, na
face abaxial os estdbmatos sdo do tipo anomocitico
(Figuras 7-12) e na face adaxial as células da
epiderme apresentam contorno sinuoso e nao
foram observados estdmatos e tricomas (Figura
8). Anadlises por MEV mostraram a presenca de
tricomas glandulares esparsos constituidos de
pedunculo unicelular e por¢do secretora globdide
igualmente unicelular, recoberto pela cuticula na
epiderme abaxial (Figura 11). Além disso, também
foi observada por MEV a presencga de uma cuticula
espessa e que origina crostas no limite entre
uma célula e outra (Figuras 9-10), em ambas as
superficies foliares.

Estudos anteriores descreveram a presencga
de tricomas tectores e gladulares com célula apical
em forma de saco, em ambas as faces da epiderme

das folhas de P. hispidinervium (Nascimento &
Vilhena-Potiguara 1999). Também, Pessini et al.
(2003) descreveram a ocorréncia de tricomas
glandulares capitados em ambas as faces, raros
tricomas tectores pluricelulares e unisseriados
e de extremidade afilada sobre as nervuras nas
folhas de P. regnellii var. pallescens. Em estudos
com P. crassinervium e P. hispidum, Albiero et al.
(2005a, 2006) descreveram a presenca de tricomas
glandulares com porcao secretora curvada sobre
a epiderme e trés tipos de tricomas tectores,
respectivamente. Dessa forma, pode-se admitir que
a presenca de tricomas glandulares e também de
tectores em Piper € uma caracteristica importante
para a diagnose das espécies.

No p6 de P. ovatum foram observados
elementos marcantes que podem auxiliar na
identificacdo e nas analises de avaliagdo de
qualidade da droga vegetal para comercializagao,
tais como, fragmentos do limbo, nos quais puderam
ser evidenciados a hipoderme e os idioblastos
oleiferos (Figura 14), fragmentos de fibras
esclerenquimaticas do caule (Figura 15), além dos
esclereides isolados ou em grupos observadas no
parénquima fundamental do peciolo (Figura 13).

Nas analises do perfil cromatografico do
extrato hidroetandlico das folhas de P. ovatum foram
detectadas como substancias majoritarias as amidas
piperovatina (1) e piperlonguminina (2) nos tempos
de retengao 10,25 e 10,81 min., respectivamente
(Figura 16).

Adescri¢éo das caracteristicas morfologicas
e anatdbmicas das raizes, caules, peciolo, folhas
e p6 de P. ovatum e a determinacdo do perfil
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cromatografico do extrato das folhas realizadas no
presente estudo contribui para a morfodiagnose e
controle de qualidade de espécies do género Piper
utilizadas como plantas medicinais.
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