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RESUMO

Anatomia e perfil quimico da salsaparrilha comercializada no Estado de S&o Paulo

A atual Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos prevé investimentos
em pesquisa e desenvolvimento para suprir a necessidade da industria nacional em adquirir a
matéria prima para a producdo de novos fitoterpicos de maneira segura e controlada. As
espécies do género Smilax, conhecidas popularmente como salsaparrilha, sdo empregadas na
medicina popular como fortificante, antirreumatico e antissifilitico e sdo vendidas em
farmacias, casa de ervas e mercados publicos sem que exista um controle de qualidade de sua
origem e eficacia. Além disso, a procedéncia do material é baseada principalmente no
extrativismo. O controle de qualidade das drogas vegetais deveria ter uma base mais segura de
identificacdo das drogas através da caracterizacdo e defini¢do de particularidades anatémicas
e quimicas. Este estudo teve como objetivo apresentar a quantidade, o valor, o0 modo de
preparo, utilizagdo e a procedéncia da salsaparrilha comercializada no Estado de Sdo Paulo,
bem como analisar a anatomia e o perfil quimico de 44 amostras de salsaparrilha
comercializada. Amostras de raiz foram submetidas as técnicas convencionais de microscopia
de luz e eletrdnica de varredura. Também foram realizados testes histoquimicos. Para
determinar o perfil quimico por Cromatografia em Camada delgada (CCD), foram realizados
extratos etanolicos de amostras de raizes. O perfil quimico do material comercializado foi
comparado com o perfil das espécies de Smilax previamente identificadas (S. goyazana A. De
Candolle, S. rufescens Grisebach, S. brasiliensis Sprengel, S. campestris Grisebach, S.
cissoides Martius ex Grisebach, S. fluminensis Steudel, S. oblongifolia Pohl ex Grisebach e S.
polyantha Grisebach). A quantidade média de salsaparrilha comercializada nas farmacias
(4009) e nas casas de ervas (20Kg) é elevada se for considerado o fato de que as raizes ndo
sdo procedentes de cultivo. Embora tenha sido observada grande semelhanca entre a estrutura
anatdmica das amostras de salsaparrilha comercializadas e a estrutura ja descrita na literatura
para as espécies de Smilax, houve diferencas em relacdo a organizacdo do floema, a presenca
de séries de idioblastos contendo rafides na medula, a auséncia de idioblastos fendlicos na
medula e presenca de metaxilema no centro da estrutura. O teste histoquimico confirmou a
presenca de amido em todas as amostras comerciais. As analises em CCD dos extratos
etandlicos das amostras comerciais evidenciaram diversas manchas com tonalidades variando
de amarelo a verde. Além disso, as manchas apresentaram componentes de mesmo Fator de
retencdo (Rf), indicando semelhanca quimica entre as diversas amostras. No entanto, o padréo
de distribuicdo de manchas, bem como o Rf das amostras comerciais diferiu daqueles obtidos
para as oito espécies de Smilax, os quais foram muito similares entre si.

Palavras-chave: Cromatografia em Camada delgada; Histologia, Smilax
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ABSTRACT

Anatomy and chemical profile of sarsaparilla commercialized in pharmaceutical stores
and natural products stores of state of S&do Paulo

The current National Policy on Herbal Medicine provides investments in drug research
and development to supply the need of national industry to acquire the raw material for
production new herbal medicines in a safe and controlled way. The species of Smilax,
popularly known as sarsaparilla, are used in folk medicine to be effective as tonic,
antirheumatic and antisyphilitic properties and they are commercialized in pharmaceutical
stores, natural products stores and public markets in Brazil with no quality control of its origin
and efficacy. In addition, these plants are still harvested in extractive way. The quality control
of herbal drugs should have more secure identification of drugs through the characterization
and definition of anatomical and chemical peculiarities. This study aims to present the
quantity, value, method of preparation, use and origin of the commercialized sarsaparilla in
cities from the S8o Paulo state and to investigate the anatomy and chemical profile of 44
samples of the commercialized sarsaparilla. Root samples were processed and analyzed using
conventional light and scanning electron microscopy techniques. Usual histochemical tests
were also performed. Chemical profiles of samples were analyzed by thin layer
chromatography (TLC) using ethanolic extracts of the roots. The chemical profile of the
commercialized material was compared with profiles of previously identified species of
Smilax (S. goyazana A. De Candolle, S. rufescens Grisebach, S. brasiliensis Sprengel, S.
campestris Grisebach, S. cissoides Martius ex Grisebach, S. fluminensis Steudel, S.
oblongifolia Pohl ex Grisebach and S. polyantha Grisebach). The average amount of
sarsaparilla sold in pharmaceutical stores (400g) and natural products stores (20kg) is high if
one considers the fact that the roots are not found under cultivation. Although there was a
great similarity between the anatomical structure of commercialized sarsaparilla and the
structure already described in literature for the Smilax species, there were found some
differences in the organization of the phloem, the occurrence of series of idioblasts containing
raphides in the pith, the absence of phenolic idioblasts in the pith and the presence of
metaxylem in the center of the organ. The histochemical tests confirmed the presence of
starch in all commercialized samples. Chemical profile showed several spots with colors
ranging from yellow to green. Moreover, the spots showed the same components retention
factor (Rf), indicating chemical similarity between the different samples. However, the
distribution pattern of spots, Rf value of commercial samples differed from the eight species
of Smilax, which were very similar to each other.

Keywords: Histology; Thin layer chromatography; Smilax
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1 INTRODUCAO

Segundo a atual Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, investimentos
devem ser feitos em pesquisa e desenvolvimento para suprir a necessidade da industria
nacional em adquirir a matéria-prima para producdo de fitoterapicos de maneira segura e
controlada. Outro problema que a inddstria nacional enfrenta é conseguir profissionais
qualificados que atendam a essa area, sendo assim é de fundamental importancia a associacdo
entre as industrias farmacéuticas e as universidades (SIMOES et al., 2010; CALIXTO, 2003).

Atualmente, cerca de 25% dos farmacos utilizados na terapéutica sdo de origem
vegetal, enquanto que 50% sé&o de origem sintética, mas relacionados aos principios isolados
de plantas medicinais (OLIVEIRA; BRAGA, 2003). O aumento do uso das plantas
medicinais nas Ultimas décadas pode ser explicado tanto pela procura cada vez maior pelas
terapias alternativas quanto pela ampliacdo gradativa das pesquisas em relagdo ao potencial
das plantas permitindo o desenvolvimento de fitoterdpicos confidveis e eficazes
(KOROLKOVAS, 1996).

As espécies do género Smilax L., conhecidas popularmente como salsaparrilha, sdo
empregadas na medicina popular desde o século XVI (MEDEIROS; SENNA-VALLE;
ANDREATA, 2007) como fortificante, antirreumatico e antissifilitico (LORENZI, 2002) e
diurético (SIMOES et al., 2010). Frequentemente ocorre a falsificacdo da salsaparrilha
empregando-se espécies do género Herreria devido as semelhancas morfolégicas nas
estruturas comercializadas para fins medicinais, ou seja, sistemas subterraneos espessados e
raizes (CUNHA, 1937a).

Durante muito tempo a salsaparrilha foi identificada pelo modo como as raizes eram
amarradas em feixes e também pelo aspecto externo das mesmas (Farmacopeia, 1929). No
entanto, estudos com espécies brasileiras de Smilax tém mostrado que as raizes de Smilax
alteram de espessura e de coloracdo de acordo com a fase de desenvolvimento (MARTINS;
APPEZZATO-DA-GLORIA, 2006; MARTINS et al., 2010; GUIMARAES; COSTA;
ANDREATA, 2010). Portanto, tais caracteristicas que eram utilizadas para a identificacdo de
salsaparrilha ndo eram confiaveis. No entanto, as caracteristicas anatdbmicas da raiz, em
seccao transversal, podem variar muito e reunindo detalhes como as espessuras relativas das
regides cortical, vascular e medular, além da presenca de amido e cristais de oxalato de calcio
poderiam proporcionar um nimero maior de elementos para uma determina¢do mais precisa
da droga (CUNHA, 1937a; STELLFELD, 1938).
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De fato, a caracterizacdo anatdmica tem sido apontada como uma ferramenta de
grande importancia para evitar falsificacGes e garantir o controle de qualidade da matéria
prima utilizada na elaboracéo dos fitoterapicos (MING, 1994).

O perfil quimico dos extratos metandlicos de Smilax brasiliensis, S. campestris, S.
cissoides e S. polyantha € muito semelhante (MARTINS, 2009) e talvez seja possivel associar
esta caracteristica com os dados anatémicos visando comparar as espécies de Smilax e o
material de salsaparrilha comercializado.

Portanto, o objetivo geral deste estudo foi analisar a anatomia e o perfil quimico das
amostras de salsaparrilha comercializadas em nove cidades de médio a grande porte do Estado
de S&o Paulo, bem como o perfil quimico das folhas e raizes das espécies de Smilax (S.
goyazana, S. rufescens, S. brasiliensis, S. campestris, S. cissoides, S. fluminensis, S.
oblongifolia e S. polyantha). Os objetivos especificos foram: a) levantar dados sobre a
salsaparrilha referente a indicacdo medicinal, a quantidade e forma de consumo e a
procedéncia da droga vegetal;, b) identificar a quantidade de empresas atacadistas que
comercializam salsaparrilna com grande abrangéncia no Estado; c) realizar os estudos
anatdmicos e ultraestruturais no material comercializado e comparar os dados com aqueles ja
descritos na literatura para as espécies do género Smilax; d) comparar o perfil quimico das
amostras de salsaparrilha comercializada e de folhas e raizes de Smilax goyazana, S.
rufescens, S. brasiliensis, S. campestris, S. cissoides, S. fluminensis, S. oblongifolia e S.
polyantha.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas medicinais

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) reconhece que, apesar de todo
desenvolvimento da medicina moderna, grande parte da populacdo dos paises em
desenvolvimento ainda depende da medicina tradicional para a sua atencdo primaria, tendo
em vista que 80% desta populacéo utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados bésicos de
salde (MELO et al., 2007).

Além dos beneficios sociais, o0 valor econdémico € outro fator a ser considerado, pois
em paises desenvolvidos como os Estados Unidos, 25% dos medicamentos comercializados
contém principios ativos de origem vegetal, somando cerca de oito bilhdes de dblares por ano
(FARNSWORTH; SOEJARTO, 1985). No Brasil estima-se que o mercado de fitoterapicos
movimente em torno de US$ 700 mil a US$ 1 milhdo anuais (SANT’ANA; ASSAD, 2002).

Quanto a producdo de plantas medicinais, observa-se a falta de colheitas agricolas
sistematizadas, auséncia de informacgdes quantitativas sobre 0s reais recursos existentes e,
ainda, a predominancia da atividade extrativista que representa 75% do total de plantas
medicinais comercializadas no Brasil (BARATA, 2005). Essa situacdo faz com que a maioria
dos medicamentos produzidos a partir de drogas vegetais, com espécies nativas, seja
fundamentada, apenas no uso popular dessas plantas, sem comprovacao cientifica de eficacia
e segurancga no uso (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

No Brasil, a importancia se da pelo uso popular e pela utilizagdo como matéria prima
na producéo de fitoterapicos (CALIXTO, 2000; BRANDAO et al., 2002; BRANDAO et al.,
2009). Até hoje tanto nas grandes metrépoles quanto nas regiGes mais pobres, a
comercializacdo de plantas medicinais é realizada em feiras livres, mercados populares,
farmacias de manipulacéo e casa de ervas (MACIEL et al., 2002). Entre as inimeras plantas
comercializadas nesses estabelecimentos estd a salsaparrilha, pertencente ao género Smilax

(Smilacaceae).
2.2 A familia Smilacaceae
Smilacaceae é uma pequena familia agrupada na Ordem Liliales no grupo das

monocotileddneas e esta representada por dois géneros distribuidos por todos os continentes,

predominantemente em regides tropical (APG Il1, 2011). Esta familia é composta por lianas
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ou trepadeiras herbaceas, raramente subarbustos ou arbustos, com rizoforos, ramos e caules
aculeados. Apresentam folhas simples, coridceas a membranéaceas e ld&minas com nervuras
principais. As flores sdo unissexuais raramente bissexuais e frutos em baga (ANDREATA,
2000).

2.3 O género Smilax

Smilax é o maior género com cerca de 300 espécies, sendo considerado o mais
importante economicamente pelo seu amplo uso na medicina popular (ANDREATA, 1997;
2000; 2009).

No Brasil esta representada por trinta e duas espécies, sendo considerada a regido
sudeste como o centro de diversidade no pais (DIAS NETO et al., 2010). No Estado de Séo
Paulo é representada por dezoito espécies. Onze das 32 espécies brasileiras sao denominadas
popularmente salsaparrilha e oito delas sdo consideradas medicinais (ANDREATA, 1997;
MARTINS; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2006; MARTINS et al., 2010).

As espécies do género Smilax L. ocorrentes no Brasil sdo predominantemente lianas
ou trepadeiras herbaceas ou lenhosas, algumas espécies podem ainda ser subarbustivas ou
arbustivas. Os caules e ramos geralmente sdo cilindricos ou angulares, as folhas alternas,
peciolo articulado, com par de gavinhas (ANDREATA, 2000).

Segundo Cunha (1937a) sdo as raizes da salsaparrilha que apresentam maior atividade
e sdo elas as utilizadas pela sua propriedade depurativa, diurética e sudorifera. Stellfeld (1938)
e Vandercolme (1947) constataram a atividade anti-hemolitica, antissifilitica e antirreumatica.

Medeiros, Senna-Valle e Andreata (2007) relatam sobre o uso da salsaparrilha no
Mosteiro de Sdo Bento durante o século XIV, sendo essa planta uma “grande revelagdo das
florestas” para os portugueses no inicio da colonizag¢do do Brasil, pois além de ser utilizada na
alimentacdo dos nativos, era empregada frequentemente na medicina popular pelos seus
efeitos terapéuticos: atividade antissifilitica, antibidtica, diurética e depurativa.

Cunha (1937a, b, 1940) e Stellfeld (1940) comentam a falsificagdo da salsaparrilha, ou
seja, a utilizacdo de Herreria salsaparrilha com propdsitos medicinais, atribuindo a essa
espécie a mesma denominacédo e propriedades medicinais de Smilax aspera. Cunha (1937a)
aponta Philodendron crassinervium (Araceae) e Rajania cordata (Dioscoreaceae) também
como falsas salsaparrilhas. Portanto, uma questdo fundamental é a identificacdo correta das
plantas, pois diversas plantas podem possuir 0 mesmo nome popular e com isso levar a

utilizacdo de uma planta que ndo possui principio ativo ou ainda pode ocorrer a agdo enganosa
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de pessoas que oferecem uma planta por outra (MING, 1994). Visto que as raizes de Smilax
sdo utilizadas na medicina popular, o conhecimento da sua anatomia é fundamental para a

distingdo das demais plantas comercializadas como salsaparrilha.

2.4 Anatomia da raiz de espécies de Smilax

Vandercolme (1947) fez todo um historico sobre as salsaparrilhas, dividindo em
salsaparrilhas verdadeiras e falsas na qual sdo empregadas para substituir as raizes de Smilax,
seja com fim fraudulento, seja por se reconhecer propriedades analogas as da verdadeira
salsaparrilha. Estas salsaparrilhas podem possuir caracteristicas morfolégicas muito
diferentes, outras muito proximas de Smilax como, por exemplo, a Herreria sarsaparilla,
também conhecidas como japicanga, sdo empregadas como antissifilitica e possuem
caracteres exteriores das raizes muito proximas de Smilax, como cor, dimensdo e forma. No
entanto, a superficie € mais enrugada que a da salsaparrilha.

Na Farmacopéia (1929) estdo incluidas quatro espécies de Smilax: salsaparrilha do
Pard (Smilax papiracea e S. syphilitica), salsaparrilha de Minas Gerais (S. officinalis) e
salsaparrilha do México (S. medica). As espécies eram distinguidas na época, pelo nome do
pais ou principal centro comercial de origem. A parte utilizada como droga vegetal era a raiz
que chegava ao mercado amarrada em feixes cilindricos medindo geralmente entre 0,6 a 1,5
m de comprimento, 2 a 6 mm de diametro, e a coloracdo ia de pardo avermelhada a pardo
negra. Em secdo transversal, no parénquima cortical havia em algumas células resina ou
idioblastos contendo cristais de oxalato de calcio do tipo rafides e a grande maioria
apresentava grdos de amido. A endoderme era constituida por uma fileira de células
fortemente lignificadas, de paredes uniformemente espessadas, exceto em S. medica, cujas
paredes externas eram levemente espessadas. A medula era composta de células
parenquimaticas amiliferas.

Cunha (1937b) baseou-se nas diferencas estruturais da endoderme para diferenciar as
raizes das diversas espécies de salsaparrilha. O autor descreveu a endoderme da salsaparrilha
do México (Smilax medica) como uma camada de células retangulares de lume triangular com
0 Vvértice voltado para a parte interna. A salsaparrilha de Honduras (S. salsaparrilha) a
endoderme foi descrita com células quase quadradas e lume oval ou arredondado, enquanto na
salsaparrilha do Pard (S. syphilitica) a endoderme foi descrita como tendo dimensGes
irregulares, alongadas no sentido radial, sendo o lume quadrangular arredondado nos angulos.
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Stellfeld (1938) descreveu a eliminagdo do cortex externo em Smilax aspera e a
formacdo de uma bainha de revestimento pelo espessamento das células das ultimas camadas
do cortex.

Caponetti e Quimby (1956), estudando cinco especies de Smilax (S. auriculata,
S.hispida, S. glauca, S. bona-nox e S. herbacea) observaram, em secdo transversal de raiz, que
todas apresentavam estrutura tipica de monocotileddnea, geralmente com grdos de amido no
parénquima cortical e medular. Os autores observaram em S. herbacea células endodérmicas
com formato isodiamétrico, sendo que nas demais era alongado radialmente.

No sistema radicular adventicio de Smilax polyantha (MARTINS; APPEZZATO-DA-
GLORIA, 2006), de S. brasiliensis, S. campestris, S. cissoides, S. goyazana, S. oblongifolia e
S. rufescens (MARTINS et al., 2010), S. fluminensis (SOARES, 2010), S. syphilitica (SILVA,
2010) e S. subsessiliflora (GUIMARAES; COSTA; ANDREATA, 2010) foi observada a
presenca de raizes em dois estdgios distintos de desenvolvimento: raizes jovens brancas,
tenras e de didmetro maior e raizes mais velhas marrons, rigidas e de didmetro menor. Nas
raizes brancas, em seccdo transversal, o revestimento era feito pela epiderme. O cortex
apresentava exoderme com células altas e paredes com estrias de Caspary. Ainda no cértex
observou-se a presenca de idioblastos contendo cristais de oxalato de calcio do tipo réafides e
idioblastos contendo compostos fendlicos em S. syphilitica. Em S. subsessiliflora os
compostos fendlicos estavam presentes no parénquima cortical e medular. Ainda nessa fase,
observou-se gque o espessamento da parede da endoderme em S. fluminensis e S. syphilitica
era em “U” e nas outras espécies foram verificadas o espessamento em “O”. O cilindro
vascular era poliarco e sifonostélico e a medula, ampla e parenquimatica. A medida que as
raizes das espécies descritas acima envelheceram, houve a eliminacdo progressiva da
epiderme e do cortex externo, de tal forma que o revestimento passou a ser exercido pelo
cortex interno, e consequentemente houve a diminuicdo do didmetro da raiz. Em S. aff.
syphilitica estudado por Silva (2010) foi possivel identificar acimulo de compostos fenolicos
nas células endodérmicas. Em Smilax polyantha, S. fluminensis, S. brasiliensis, S. campestris,
S. cissoides, S. goyazana, S. oblongifolia e S. rufescens houve acumulo de grdos de amido no
parénquima medular. Seguindo a classificacdo de Oliveira e Akissue (1989) para a morfologia
dos grdos de amido, Martins et al. (2010) classificaram como esféricos e simples (isolados)
em S. brasiliensis e S. goyazana, poliédricos e compostos (agrupados) em S. oblongifolia, S.
campestris e S. cissoides. Em S. fluminensis (SOARES, 2010) e em S. syphilitica (SILVA,
2010) os grdos de amido podem ser esféricos ou poliédricos.
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Como dificilmente séo obtidos caracteres distintivos morfoldgicos de material vegetal
rasurado ou triturado, Martins (2009) descreveu marcadores anatbmicos que podem ser
usados na comparagdo com as amostras comerciais. Para as raizes de S. polyantha foram
encontrados esclereides fibriformes, fibras e elementos de vaso com espessamento de parede
do tipo pontoado e placa de perfuracdo do tipo escalariforme e para as espécies S. brasiliensis
e S. cissoides além dessas caracteristicas foram encontrados braquiesclereides.

As amostras de Smilax ornata e S. regelii também apresentaram caracteres
diagnosticos tais como cristais aciculares de oxalato de calcio; elementos de vaso com
espessamento de parede do tipo reticulado e placa de perfuragdo do tipo escalariforme
(JACKSON; SNOWDON, 1990).

2.5 Constituintes quimicos

Outro item importante no controle de qualidade da salsaparrilha e de todas as outras
plantas medicinais se refere aos constituintes quimicos.

Um dos métodos mais simples e rapidos que pode ser utilizado rotineiramente no
estabelecimento do perfil da composicdo quimica das espécies utilizadas na medicina
tradicional é a cromatografia em camada delgada - CCD.

A anélise por CCD de drogas vegetais nos permite obter um perfil (fingerprint) da
amostra e comparar com o perfil de uma droga padrdo, o que permite avaliar qualitativamente
guais componentes chaves de uma droga em particular estdo presentes na amostra analisada.

Mesmo nos dias de hoje, em muitas farmacopéias o CCD ¢é utilizado para a
identificacdo de uma grande variedade de compostos quimicos (DURON et al., 2009), como
na British Herbal Pharmacopoeia (1996), onde foi utilizado o CCD para identificacdo das
espécies Smilax aristolochiaefolia, S. febrifuga, S. ornata e S. regelii e para mostrar 0s
constituintes quimicos de S. regelii e S. aristolochiaefolia (WAGNER, BLADT, RICKL,
1996). Esse tipo de método é conveniente para determinar a qualidade e a possivel
adulteracdo de plantas medicinais (LIANG; XIE; CHAN, 2004).

Os principais grupos de substancias quimicas isoladas sdo flavonoides, &cidos
fenolicos em S. bockii (XU et al., 2005; GUO et al., 2004), em S. glabra (CHEN et al., 1999),
e saponinas para S. china (SHU; GAO; YANG, 2004), S. menispermoidea (JU; JIA, 1992) e
S. officinalis (BERNARDO; PINTO; PARENTE, 1996). Os estudos ja realizados com o
género Smilax demonstraram atividade antiinflamatéria (XU et al., 2005; SHU; GAO;
YANG, 2006), antioxidante (RUGNA et al., 2003), diurética (CACERES; GIRON;
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MARTINEZ, 1987) e antirreumatica (ADAMS, 2009). Muitas propriedades atribuidas ao

género Smilax ndo tem comprovacdo cientifica e existem poucos trabalhos com esta planta.

2.5.1 Saponinas

As saponinas constituem uma classe quimica amplamente distribuida na natureza,
ocorrendo principalmente no reino vegetal em diversas espécies vegetais abrangendo
aproximadamente 100 familias (OLESZEK, 2002), cujo nome deriva de sua propriedade de
formacédo de espuma abundante quando agitados com agua (VINCKEN, 2007). Essa atividade
provém do fato de apresentarem na sua estrutura uma parte lipofilica, denominada aglicona
(triterpeno ou esterdide) e uma parte hidrofilica constituida por um ou mais agucares.

Podem ser classificadas em dois grupos baseados na natureza do esqueleto de
aglicona. O primeiro grupo formado por saponinas esteroidais sdo encontrados quase que
exclusivamente em monocotiledéneas. O segundo grupo formado por saponinas triterpénicas
sdo encontrados predominantemente em dicotileddéneas (SPARG; LIGHT; VAN STADEN,
2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao de material botanico

Durante todo o periodo experimental, foram adquiridas amostras comerciais de
salsaparrilha em embalagens fechadas ou a granel, em estabelecimentos que comercializam
plantas medicinais (farmécias de manipulacédo, casas de ervas e mercados publicos) em nove
cidades de médio a grande porte distribuidas em diferentes regides do Estado de Sao Paulo
(Araraquara, Campinas, Piracicaba, Presidente Prudente, Registro, Ribeirdo Preto, S&o José
dos Campos, S&o Paulo e Sorocaba), durante o periodo de dezembro de 2010 a maio de 2011
(Figura 1).

[ -
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Figura 1 — Mapa do Estado de S8o Paulo, Brasil. Locais de coleta de amostras comerciais de salsaparrilha

As amostras comerciais de salsaparrilha foram adquiridas em pelo menos trés
diferentes estabelecimentos em cada cidade totalizando 44 estabelecimentos visitados, sendo
24 casas de ervas, 10 farmécias de manipulacdo e 10 mercados publicos. Em oito dos 44
estabelecimentos visitados ndo foi possivel obter qualquer informacdo sobre a procedéncia

das amostras, portanto foram consideradas 36 amostras identificadas como NPS (Tabela 1).
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Além disso, diferentes estabelecimentos comercializavam salsaparrilha de mesma
procedéncia, ou seja, foi possivel detectar um total de 12 atacadistas distintos (Tabela 1) cuja
identificacdo sera mantida em sigilo a fim de ndo prejudicar os entrevistados e 0s

estabelecimentos visitados.

Tabela 1 - Atacadistas que fornecem salsaparrilha e as respectivas amostras coletadas nos
estabelecimentos comerciais visitados no Estado de S&o Paulo

Atacadistas Amostras
A NPS 7, NPS15, NPS 26, NPS 38, NPS 45
B NPS 29A
C NPS 9, NPS 19, NPS 29B
D NPS 17, NPS 23, NPS 35, NPS 37, NPS 47
E NPS 8, NPS 10, NPS 14, NPS 31, NPS 40
F NPS 48
G NPS 24, NPS 28
H NPS 27, NPS 50

NPS 20, NPS 32, NPS 36

NPS 11, NPS 22

NPS 13, NPS 21, NPS 25, NPS 41, NPS 46
NPS 18, NPS 39

- X o

Para levantar os dados referentes ao uso das plantas, de valores comerciais e de
procedéncia das amostras foi elaborado um questionario que foi aplicado ao responsavel pelo
estabelecimento comercial (anexo A).

Para as analises quimicas comparativas também foram utilizadas folhas e raizes das
espécies Smilax goyazana, S. rufescens, S. brasiliensis, S. campestris, S. cissoides, S.
fluminensis, S. oblongifolia e S. polyantha que se encontra em cultivo na casa de vegetacdo do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da ESALQ/USP, Piracicaba-SP. Para a analise
anatbmica comparativa das raizes também foi analisada a espécie S. oblongifolia.

Para as descricdes morfoldgicas das amostras comerciais foram realizados registros

fotograficos com maquina digital marca Sony, modelo Cybershot DSC-W110.
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3.2 Analises ao microscopio eletronico de varredura (MEV)

As amostras de salsaparrilha (Figura 2A) foram subdivididas em pedacos menores
com auxilio de lamina de barbear, fixadas em suporte de aluminio com fita dupla face de
carbono e metalizadas com uma camada de ouro de 30-40 nm (Figura 2B) no equipamento
Balzers modelo SCD 050.

3 B\ v/
Figura 2 — Amostra NPS 35 na qual é possivel visualizar o material fragmentado (A) que foram juntamente com
outras amostras foram fixadas em suporte de aluminio, metalizadas (B) e analisadas a0 MEV

As andlises e a digitalizacdo das imagens foram realizadas ao microscopio eletrénico
de varredura Zeiss modelo LEO 435VP, operado a 20kv com as escalas impressas
diretamente nas eletromicrografias. Essa etapa foi realizada no Nucleo de Apoio a Pesquisa
em Microscopia Eletrénica Aplicada a Agricultura (NAP/MEPA) da ESALQ-USP.

3.3 Analises ao microscopio de luz (ML)

Os materiais de raiz obtidos nos estabelecimentos comerciais foram submetidos a
hidratacdo e amolecimento prévio com solucdo de agua, glicerina e alcool (KRAUS;
ARDUIN, 1997). As raizes de S. oblongifolia foram fixadas em Karnovsky (KARNOVSKY,
1965).

Os frascos com as amostras foram colocados dentro de um dessecador e com a ajuda
de uma bomba a vécuo foi feita a retirada de ar contido nos materiais.

Em seguida, as amostras passaram por desidratacdo crescente de 15 minutos em cada
etapa etandlica (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%), infiltradas em hidroxi-etil-
metacrilato (Leica Historesin®) conforme recomenda o fabricante, modificando apenas no
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tempo de pré-infiltracdo que foi de 24 horas para etanol 100%:resina (1:1 e 2:1) e de
infiltracdo (0:1) que foi de 30 dias.

Os blocos obtidos foram seccionados a 7 um de espessura no micrétomo rotativo
Leica RM2245 com o auxilio de uma navalha de aco do tipo C. As sec¢des foram distendidas
numa cuba com agua destilada a 30°C e colocado na lamina de vidro. Em seguida as laminas
foram depositadas sobre uma placa aquecedora a 40°C para a secagem e fixacdo das seccdes
na lamina.

ApoOs essa etapa, as sec¢des foram corados com azul de toluidina 0,05% em tampé&o
fosfato-citrato a pH 4-6 (SAKAI, 1973) e montados entre lamina e laminula com resina
sintética “Entellan”.

Para os testes histoquimicos as amostras infiltradas em historesina foram submetidas a
corantes e reagentes especificos. Para a localizacdo de paredes suberificadas e cutinizadas e
também a deteccdo de substancias lipofilicas foi utilizado Sudan IV (JENSEN, 1962); para a
localizacdo de grdos de amido, o cloreto de zinco iodado (STRASBURGER, 1913); para
evidenciar compostos fendlicos, o cloreto férrico (JOHANSEN, 1940); para lignina, a
floroglucina em meio &cido (JOHANSEN, 1940) e para mucilagem e substancias pécticas, o
vermelho de ruténio (JOHANSEN, 1940). Para a verificacdo do aspecto natural do 6rgéo,
foram montadas sec¢bes do material somente em agua, isto €, sem tratamento e observadas ao
microscopio de luz.

As laminas obtidas foram analisadas com o auxilio do microscépio binocular da marca
Leica, modelo CME e as imagens foram capturadas com o auxilio do microscopio trinocular
da marca Leica, modelo DMLB, acoplada a camara de video da marca Leica, modelo DC 300
e com software IM50 instalado no microcomputador e as escalas das imagens obtidas através
da digitalizag&o da escala micrométrica nas mesmas condigdes das demais imagens.

Todas as etapas da caracterizacdo anatdbmica e histoquimica foram realizadas no
laboratdrio de Anatomia Vegetal do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ) - USP.

3.4 Etapa quimica
Os ensaios fitoquimicos foram desenvolvidos na Divisdo de Quimica Organica e

Farmacéutica do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas —

CPQBA-UNICAMP. O extrato foi preparado a partir de amostras de salsaparrilha adquiridas



31

no comércio e também das folhas e raizes de Smilax goyazana, S. rufescens, S. brasiliensis, S.
campestris, S. cissoides, S. fluminensis, S. oblongifolia e S. polyantha.

3.4.1 Pulverizacdo das amostras

Foram coletadas folhas e raizes de Smilax, secos em estufa de ar circulante a 40°C por
cinco dias (MARTINS, 2009; SOARES, 2010). Vinte gramas de amostras comerciais e de
folhas e raizes de Smilax foram pulverizados com o auxilio de um moinho tipo faca (marca
Marconi, modelo MAO 48) e transferidos para frascos de vidro previamente limpos e secos.
As amostras foram identificadas e guardadas em armaério fechado, protegidas de calor
excessivo, luz e umidade. Para as amostras comerciais antes da pesagem houve uma selecédo

prévia para o descarte dos contaminantes.

3.4.2 Preparo dos extratos de Smilax e da salsaparrilha comercializada

Os extratos das folhas e raizes das oito espécies de Smilax e das amostras comerciais
de salsaparrilha foram preparados a partir de extracdo a frio por turbdlise com etanol. Para o
preparo dos extratos foram utilizadas 10g de planta seca e moida, colocadas em um Becker de
plastico com capacidade para 250 mL, seguidas da adi¢cdo de 100 mL de etanol 96%.

A extracdo foi realizada com o auxilio de um dispersor mixer (tipo Polytron-Ultra
Turrax 175, rotacdo 3 (16000 rotacdes/min.) durante quatro minutos. Apds a extracdo as
amostras foram distribuidas igualmente em quatro tubos Falcon e centrifugadas por 10
minutos (Centrifuga microprocessada 5500 D Cientec) com rotacdo de 3200 rpm.

Na sequéncia o sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico de fundo
redondo com capacidade para 250 mL previamente pesado. Em seguida, o extrato foi
resuspendido com 100 ml de etanol 96% e repetiu-se 0 processo de extracéo e centrifugacao
para melhor aproveitamento e completa extracdo dos compostos polares presentes nas
amostras.

Em seguida, o baldo volumétrico com a amostra foi conectado ao rotaevaporador
(marca Fisatom), em temperatura de banho de 40 °C para a evaporacdo do solvente e
concentracdo do extrato. Posteriormente, foi mantida em estufa a vacuo (marca Equaterm) até
atingir peso constante, isto é, a completa secagem do extrato, para analise e célculo do
rendimento (Figura 3).
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10 g de planta
seca e moida

100 mL de etanol 96%

Extracdo em

dispersor por 4 min.

Centrifugacao

(10 min. a 3200 rpm)

Sobrenadante |

Residuo da planta

100 mL de etanol 96%

Extragédo em
dispersor por 4 min.

Centrifugacéo
(10 min. a 3200 rpm)

Sobrenadante |l

Evaporacao
(banho a 40°C)

Extrato seco

Residuo da planta

Figura 3 — Esquema de preparo dos extratos das espécies de Smilax e amostras comerciais de salsaparrilha
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3.4.3 Analise cromatografica e perfil quimico (fingerprint)

Ensaios preliminares com extratos da folha e raizes de Smilax brasiliensis e de duas
amostras comerciais foram realizados com a finalidade de escolher o eluente mais apropriado.
O eluente escolhido foi o butanol:&cido acético:agua destilada (BAW) (40:10:50) por ser o
eluente que separou melhor e de maneira uniforme as substancias presentes nos extratos
analisados.

Primeiramente a cuba contendo o eluente BAW foi saturada por uma hora (Figura
4A). Em seguida, foi utilizada uma placa de gel de silica (Merck, art. 1055540001) no
tamanho 5x10cm (Figura 4B), marcando a linha base a um cm da base da placa até o ponto de
aplicacdo da amostra. As amostras foram aplicadas com espacamento de 1 cm entre elas.
Também foi marcada a linha de frente (linha de chegada da fase movel) contando 8,5 cm da

linha de base.

Linha de chegada
da fase movel

Ponto de aplicacao

da amostra
Nivel maximo
I . ..... ...

_da fase movel\ T

B )

Figura 4 — Cuba de saturacdo (A) e placa de gel de silica com as marcacdes (B)

Foram solubilizados 10mg de extrato seco de cada amostra em 0,5 mL de metanol
com auxilio do ultrasom para homogeneizacdo das amostras. Em seguida, 5uL de cada extrato
foi aplicado nas placas com auxilio de uma seringa de vidro. Apos esse procedimento, as
placas foram eluidas pelo sistema de fase mével contendo BAW.

Apo0s eluicdo, observou-se o cromatograma sob luz ultravioleta (UV) a 254nm e
366nm para verificar se alguma substancia apresentava fluorescéncia. O ensaio foi realizado
em duplicata para permitir a utilizacdo de dois reveladores quimicos. A primeira a ser
utilizada foi a solugdo sulfdrica de anisaldeido (que identifica classes de flavondides,
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saponinas, terpendides, esterdides e catequinas) e a outra foi NP/PEG (especifico para
identificacdo de compostos fendlicos - flavondides) (WAGNER; BLADT, 1996). As placas
foram borrifadas com a solucdo sulfdrica de anisaldeido e aquecidas em estufa Orion modelo
515 a 60°C por 3 a 5 minutos, a fim de que houvesse a revelacdo, ou seja, 0 desenvolvimento
de coloragdo através de reacfes quimicas promovidas pelo calor. E as placas reveladas com
NP/PEG foram secas apenas com ar comprimido.

Utilizaram-se como parametro de avaliacdo, a comparagdo do Rf (fator de retencéo) e

da cor das manchas reveladas com a solucéo sulfurica de anisaldeido e NP/PEG.

3.4.4 Teste para saponinas

Para o teste foram utilizadas 0,25 g de amostras das oito espécies de Smilax e das
amostras comerciais (NPS 9, 11, 18, 24, 19B, 32, 40, 45, 46, 47, 48, 49, 50). As amostras
foram fervidas em 50 mL de &gua destilada durante cinco minutos, sendo em seguida
esfriadas e filtradas. A partir da solucao filtrada de cada amostra foram retirados 10 ml e
colocados em tubo de ensaio para agitacdo durante 15 segundos seguida de repouso por 15
minutos (COSTA, 1982).

O teste confirmatério de saponinas foi feito adicionando-se 2 ml de &cido cloridrico
concentrado ao conteddo do tubo preparado no teste anterior. Em seguida foi colocado em
banho Maria por uma hora e, ap6s o resfriamento, foi neutralizado com solucdo de carbonato
de sodio 10% e agitado novamente por 15 segundos (MATOS, 2009).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras comercializadas nas cidades do interior do Estado de S&o Paulo eram
procedentes de 12 grandes casas de ervas (Figura 5) localizadas, principalmente, na capital do
Estado. Os responsaveis por tais casas de ervas quando entrevistados afirmavam que o
material ndo era procedente de cultivo e se recusaram a divulgar qualquer informacéo
adicional sobre a sua procedéncia.

Conhecer a origem da droga vegetal é de grande relevancia para a garantia da
qualidade e seguranca do produto. A exploragéo da flora nativa por meio do extrativismo tem
levado a drésticas redugdes das populacdes endémicas, seja pelo processo predatério da
exploracdo, seja pelo desconhecimento de mecanismos de perpetuacdo (SOUZA; PEREIRA,;
FONSECA, 2012). Assim, a falta de sustentabilidade na exploracdo de plantas medicinais
pode comprometer o abastecimento futuro e pode provocar também adulteracGes de tais
produtos pela mistura de diferentes espécies de plantas (LOURENZANI; LOURENZANI;
BATALHA, 2004).

O wuso indicado na literatura apontava a salsaparrilha para o tratamento das
inflamacGes (XU et al., 2005; SHU; GAO; YANG, 2006) e reumatismo (ADAMS, 2009),
além de ser usado como antioxidante (RUGNA et al., 2003) e diurético (CACERES; GIRON;
MARTINEZ, 1987).

Os estabelecimentos visitados reconheceram esses usos e a citacdo mais frequente foi
como depurativo do sangue, seguido pelo uso como antirreumatico e diurético (Figura 6).
Além dessas indicaces, os entrevistados fizeram referéncias a varias outras finalidades como
sudorifero, antissifilitico, diminuicdo do colesterol, tratamento para pedra nos rins, artrite,

acne, acido Urico, gota e mé circulacéo.
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Figura 5 — Representacdo quantitativa dos 12 distribuidores de salsaparrilha (A-L) em fun¢do da presenca do
nome da empresa constando nas embalagens comercializadas ou do nimero de vezes que foram
indicados pelos estabelecimentos visitados no Estado de Sdo Paulo como sendo os atacadistas das
plantas
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Figura 6 — IndicacOes terapéuticas da salsaparrilha mais representativas em ndmero de vezes citadas em
farmacias de manipulagdo e casa de ervas do Estado de Sao Paulo

Medeiros, Senna-Valle e Andreata (2007) fazendo um levantamento dos usos
atribuidos a salsaparrilha pelos boticarios no Mosteiro de S&o Bento, verificaram que
possuiam basicamente as mesmas aplicacdes terapéuticas, tais como funcdo depurativa,
diurética, emoliente, expectorante, antileprosa e sudorifica. Segundo os mesmos autores, 0s
portugueses ainda utilizavam tais plantas no tratamento de doengas venéreas como a sifilis.

Outro levantamento sobre o uso e conhecimento das plantas medicinais foi feito por
Pereira (2006) na comunidade do distrito de Nova América (Itapolis — SP). Dentre as plantas
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utilizadas pela comunidade local, constava salsaparrilhna que foi categorizada pela
pesquisadora dentro das que tém uso terapéutico para doencas associada ao sistema sanguineo
e utilizada como depurativo do sangue pelos entrevistados nessa comunidade.

Em relacdo ao modo de preparo, a infusdo (9%) e a decoccéo (73%) foram os mais
citados nas entrevistas. De acordo com Pereira (2006) tais métodos sdo considerados os mais
empregados pela populagdo, pois além do valor medicinal, contribuem para a hidratac&o,
eliminacdo de toxinas e controle da temperatura corporal.

Na botica do Mosteiro de Sdo Bento a decoccdo € descrita como método mais
tradicional para o preparo do chd de salsaparrilha. Em algumas receitas a decocgdo da
salsaparrilha ainda estava associada a varias outras plantas que eram misturadas durante a
decoccdo tais como o0 guaiaco rasurado, sassafraz rasurado, alcaguz (Glycyrrhiza glabra L.),
trovisco (Daphne gnidium L.) cortado e agua (MEDEIROS; SENNA-VALLE; ANDREATA,
2007).

De acordo com Arnous, Santos e Beinner (2005), que entrevistaram 376 pessoas da
cidade de Dantas (MG) com respeito ao uso de plantas medicinais, 75,2% dos entrevistados
relataram a decoc¢do como modo de preparo mais popular, o que segundo os autores, deve ser
visto com ressalvas uma vez que apenas raizes, caule e a casca devem ser cozidos por
apresentarem estrutura rigida e ndo folhas e flores que se apresentam menos fibrosas.

A quantidade indicada para o preparo dos chas pode ser observada na figura 7. A
maioria dos levantamentos etnobotanicos ndo relata a quantidade de planta que deve ser
empregada no preparo dos chas. Porém, como salienta Rodrigues e Carvalho (2001), que
entrevistaram raizeiros de comunidades rurais do sul do Estado de Minas Gerais, é
fundamental que a dosagem da planta medicinal utilizada seja adequada para a cura das
doengas, uma vez que 0 excesso pode provocar intoxicagcdo ou danos no organismo e que o
tempo de utilizacdo das plantas medicinais ndo deve ser muito prolongado.

Com relagdo ao preco (Figura 8), para cada 100 gramas de salsaparrilha
comercializada, o valor médio encontrado nas farmécias foi de R$ 12,00 e, nas casas de ervas
e mercados, foi de R$ 6,00. A quantidade comercializada mensalmente de salsaparrilha é
elevada se for considerado o fato de que as raizes ndo sdo procedentes de cultivo e que vem
sendo empregadas na medicina popular desde o século XVI (MEDEIROS; SENNA-VALLE;
ANDREATA, 2007).

De acordo com Rodrigues e Carvalho (2001), os fatores que influenciam na alta
demanda de plantas para cura de enfermidades, de acordo com o0s raizeiros entrevistados no

estudo, sdo principalmente o preco elevado de certos medicamentos sintéticos; o0 anseio no
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bem-estar e na cura mais rapida fazendo uso dos dois tipos de medicamentos (quimioterapicos
e fitoterapicos) e as irritacbes causadas no organismo dos individuos pelo uso constante dos
medicamentos sintéticos. No presente estudo foi verificado que o valor da salsaparrilha
comercializada é alto e supera o valor de medicamentos sintéticos utilizados como, por
exemplo, antiinflamatorios de ampla comercializacdo que podem ser encontrados por

aproximadamente R$10,00.

H 1 colher em 500m| ®1colher em 1000ml & outros M ndo responderam

Figura 7 — Representagdo percentual da quantidade de salsaparrilha indicada para o preparo dos chas
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Figura 8 — Representagdo quantitativa do preco médio de cada 100 g de salsaparrilha comercializada em cada
estabelecimento visitado na pesquisa
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A quantidade de salsaparrilha comercializada por més (Figura 9) na maioria das
farmécias visitadas foi, em média, de 0,4 kg, porém nas casas de ervas as quantidades

comercializadas chegavam a 9 kg e nos mercados 8 kg.
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Figura 9 — Representagdo quantitativa de salsaparrilha vendida mensalmente (Kg) em cada estabelecimento
visitado na pesquisa

Considerando que o peso médio da porcdo subterrénea (raizes e caules subterraneos)
seca de uma planta de salsaparrilha é de aproximadamente 60 gramas (dados ndo publicados)
e que cada embalagem de salsaparrilna comercializada (Figura 2A), apresenta entre 30 a 50
gramas de raizes e caules subterraneos secos, infere-se que, para cada embalagem, estdo
sendo colhidos entre uma e duas plantas nativas de nossa vegetacgdo brasileira, ou seja, o nivel
de extrativismo é muito alto, e pode realmente comprometer a sobrevivéncia e conservacao de
tais espécies na flora brasileira..

Soares et al. (2011) comentam que a capacidade de propagacdo por sementes e por
estacas em S. fluminensis confirma o seu potencial para a exploragédo econdmica de maneira
sustentavel, sendo uma alternativa para reduzir o extrativismo predatorio dessa espécie nativa.
No entanto, a porcentagem de germinacdo de outras espécies brasileiras de Smilax analisadas
por Martins et al. (2011) e Martins et al. (2012) ao contrario de S. fluminensis foi baixa.
Segundo os autores, a germinacdo de espécies do género Smilax é complexa, as sementes
demandam tempo para germinarem e o desenvolvimento das plantulas é lento. De acordo com
0S mesmos autores ndo existem relatos na literatura de cultivo em larga escala de espécies
deste género no Brasil e que o que é comercializado como salsaparrilha é proveniente de

extrativismo.
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Segundo os comerciantes entrevistados na pesquisa, a média de venda da salsaparrilha
aumenta caso ocorra alguma mencdo de sua utilizagdo ou importancia em reportagens ou
propagandas na midia televisiva. O mesmo foi relatado por Souza, Pereira e Fonseca (2012),
0s quais destacam a midia como o principal veiculo de informacdo sobre as plantas
medicinais, entretanto essas informacdes chegam ao consumidor de forma incompleta,
resultando em equivocos quanto ao uso medicinal.

As embalagens das amostras adquiridas nas farmacias apresentavam rétulo contendo
denominacao, lote, data de fabricacédo, prazo de validade, parte utilizada da planta e em alguns
casos identificacdo botanica como Smilax officinalis ou simplesmente Smilax sp. Nos
mercados publicos e casas de ervas, na maioria das vezes, as embalagens ndo eram adequadas,
ndo apresentavam prazo de validade ou identificacdo botanica.

Segundo Bello, Montanha e Schenkel (2002) ha necessidade de uma padronizagdo das
informag@es contidas nos roétulos e bulas, pois a ndo padroniza¢do ou até mesmo a auséncia
dessas informacdes pode colocar em risco a satde do paciente, pelo fato de ser normalmente
dispensado sem prescricdo médica.

Embora exista uma legislacdo especifica para as drogas vegetais no Brasil, foram
verificados que muitos produtos disponiveis no mercado ainda ndo sdo compativeis com esta
legislacdo e a grande parte dos produtos terapéuticos de origem vegetal é considerada
“alimento” pelos fabricantes (AMARAL et al., 2007).

Apbs a verificacdo dos rotulos, as embalagens de salsaparrilha foram abertas e
verificadas quanto a presenca de matéria organica e 0 que se constatou é que em todas as
amostras (Figura 10A-L) foi verificado alto teor de matéria orgénica estranha, isto é,
fragmentos ndo identificados de outras partes da mesma planta, tais como caule e folha ou até
mesmo de partes de outras plantas. Estudo semelhante foi realizado por Leite e Biavatti
(1996), onde 39,47% das drogas vegetais foram desqualificadas pelo excesso de matéria
organica estranha, alterando inclusive o contetdo total dos principios ativos na amostra.
Segundo o mesmo autor, este tipo de contaminacdo pode indicar fraude, descaso ou
ignorancia dos produtores ou coletores.

ApoOs essas observacbGes foi feita uma pre-selecdo dessas amostras para serem
processadas em historesina, isto é, as amostras escolhidas para a analise anatdmica estavam
isentas dos materiais considerados contaminantes escolhendo apenas raizes rigidas, de
coloragdo marrom e didmetro variando entre 1,5a 9 mm.

As 12 amostras de salsaparrilha comercializadas foram analisadas e comparadas com
dados da literatura existente (FARMACOPEIA, 1929, CUNHA, 1937a e b, STELLFELD,
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1937, GATTUSO, 1995, MARTINS; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2006, MARTINS et al.
2010, GUIMARAES; COSTA; ANDREATA. 2010, SOARES, 2010 e SILVA, 2010).

Figura 10 - A-L Amostras de salsaparrilha coletadas nos estabelecimentos comerciais e provenientes de 12
atacadistas distintos, (A) NPS 29A, (B) NPS 22, (C) NPS 39, (D) NPS 28, (E) NPS 29B, (F) NPS
36, (G) NPS 40, (H) NPS 45, (1) NPS 46, (J) NPS 47, (K) NPS 48 e (L) NPS 50. Em A, D, He K
mostrando fragmentos de outras partes da planta como caules e folhas (setas)

4.1 Microscopia eletronica de varredura e Microscopia de luz

A contaminagdo por caules e raizes de eudicotiledonea foi confirmada pela estrutura
anatdbmica secundaria das amostras observadas ao MEV na qual era possivel verificar a
atividade cambial e o revestimento do 6rgdo pela periderme (Figura 11A-D). A estrutura de
caule foi confirmada pela observacdo da maturacdo centrifuga do xilema primario (Figura
11A e B) e a estrutura das raizes pelo xilema exarco e presenca do metaxilema no centro da
estrutura (Figura 11C).
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A presenca de idioblastos com cristal de oxalato de calcio do tipo cristal prismético
(Fig. 11E), ndo observado em espécies de Smilax (MARTINS; APPEZZATO-DA-GLORIA,
2006, MARTINS et al. 2010, GUIMARAES; COSTA; ANDREATA. 2010) também é um
indicativo de que tais amostras eram contaminantes. Simdes (2010) considera esses elementos
como impurezas ndo caracterizando, portanto, falsificagdo ou adulteragdo do material
propriamente dito. Porém, como analisado no presente estudo, tais impurezas constituiam

grande parte das amostras podendo ser considerados adulterantes.

Figura 11 - Eletromicrografias de amostras comerciais de salsaparrilha em seccéo transversal. A-B. Visdo geral e
detalhe da amostra NPS 27 mostrando um caule de eudicotiledbnea. C. Viséo geral da amostra NPS
9 mostrando uma raiz de eudicotileddnea. D. Amostra NPS 11 mostrando revestimento pela
periderme (seta). E. Amostra NPS 27 mostrando cristais de oxalato de célcio do tipo prismatico



Figura 12 - Fotomicrografias das amostras comerciais de salsaparrilha. A-L. Visdo geral das raizes das amostras
comerciais em seccdo transversal. Observar em D, | e L 0 metaxilema (seta) no centro do 6rgado. (A)
NPS 29A, (B) NPS 22, (C) NPS 39, (D) NPS 28, (E) NPS 29B, (F) NPS 36, (G) NPS 40, (H) NPS

45, (1) NPS 46, (J) NPS 47, (K) NPS 48 e (L) NPS 50. Cl=cértex interno, En=endoderme,
F=floema, X=xilema

43



44

As amostras comerciais de salsaparrilha selecionadas e mantidas para os estudos
anatdbmicos mostravam, em secgdo transversal, estrutura semelhante ao encontrado em
diversas raizes de monocotiledonea (ARBER, 1925; KAUF; RUDALL; CONRAN, 2000), ou
seja, cilindro vascular oco com muitos elementos de protoxilema (Figuras 12A-L e 13A).

O revestimento dessas raizes era constituido pelo cortex interno (Figura 13B) formado
por uma ou duas camadas de células com paredes espessadas e pela endoderme (Figuras 13B
e C). Esse tipo de revestimento foi descrito por Stellfeld (1938) que verificou a perda do
parénquima cortical na salsaparrilha do Parana e atribuiu esse efeito a uma infec¢do da raiz
por patdgenos. Cunha (1940) também relata a perda do cortex na salsaparrilha do Ceara.

Martins e Appezzato-da-Gloria (2006) observaram que em S. polyantha, a raiz jovem
apresenta coloracdo branca em virtude de ainda possuir epiderme e cortex externo, porém
com a maturidade a raiz vai adquirindo coloragdo marrom devido a perda desses tecidos e 0
revestimento passando a ser exercido pelo cdrtex interno espessado e pela endoderme.

A mesma caracteristica foi observada em outras seis espécies de Smilax (S.
brasiliensis, S. campestris, S. cissoides, S. goyazana, S. oblongifolia e S. rufescens) por
Martins et al. (2010) e em S. subsessiliflora (GUIMARAES; COSTA; ANDREATA, 2010).

Ja em S. fluminensis (SOARES, 2010) e em S. syphilitica (SILVA, 2010) ocorre a
perda total do parénquima cortical, restando apenas a parede periclinal interna da penaltima
camada do cOrtex que passa a ter funcdo de revestimento juntamente com a endoderme. As
paredes das duas camadas do cdrtex interno e a parede da endoderme exibem uma coloragéo
marrom devido ao acumulo de compostos fendlicos no qual corrobora com as descrigdes
feitas por Martins et al. (2010).

O formato das células da endoderme, em seccdo transversal, é retangular com as
paredes anticlinais mais altas. O espessamento parietal em “O” apresenta lamelas e o lume ¢
alongado (Figura 13C). Cunha (1937b) utiliza as caracteristicas da endoderme, em especial, 0
formato do lume, para a separacdo de espécies de Smilax. No entanto, Martins et al. (2010)
ndo verificaram diferencas no lume das células endodérmicas das espécies S. brasiliensis, S.
campestris, S. cissoides, S. goyazana, S. oblongifolia e S. rufescens.

Em todas as espécies analisadas pelos referidos autores, em S. polyantha (MARTINS;
APPEZZATO-DA-GLORIA, 2006) e em S. subsessiliflora (GUIMARAES; COSTA;
ANDREATA, 2010) o espessamento parietal em “O” era lamelado e similar ao observado nas
amostras comerciais. Porém, em Smilax, pode haver também endoderme com reforgo em “U”,
por exemplo, em S. fluminensis (SOARES, 2010) e em S. syphilitica (SILVA, 2010).


http://link.springer.com/search?facet-author=%22J.+G.+Conran%22
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Os elementos de vaso do xilema nas amostras apresentaram placa de perfuracdo do
tipo escalariforme (Figura 13D) como descrito por Gattuso (1995) para a espécie Smilax
campestris e por Martins e Appezzato-da-Gloria (2006) para o caule subterraneo de S.

polyantha.

¥
§
Y

<

£
;,

¥

‘e L
L4 'hs LN

i

X rﬁ‘klh&»dz_ -

Figura 13 — Eletromicrografias de amostras comerciais de salsaparrilha. A. Visdo geral da raiz da amostra NPS
7, mostrando cilindro vascular poliarco e parénquima medular contendo gréos de amido. B. Detalhe
da amostra anterior mostrando o revestimento efetuado pelo cértex interno. C. Amostra NPS 24
mostrando a lamelagdo em “O” da endoderme. D. Amostra NPS 9 mostrando elemento de vaso
com placa de perfuragéo do tipo escalariforme. Cl=cortex interno, En=endoderme. A-C. em sec¢éo
transversal e D. em sec¢&o longitudinal
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Cheadle (1942) estudando tipos de elementos de vaso em monocotiledoneas observou
a ocorréncia de placas de perfuracdo do tipo escalariforme em cinco espécies de Smilax,
porém tambem descreve este tipo de placa para a familia Dioscoreaceae e tais plantas muitas
vezes sdo vendidas como salsaparrilha. Em raizes de Araceae, 0s elementos de vaso também
possuem placas de perfuracdo escalariforme (GRAYUM, 1990), por exemplo, em Monstera
deliciosa e em Philodendron undulatum (HUGGETT; TOMLINSON, 2010).

O arranjo triangular do floema (Figura 14B) é similar ao verificado nas raizes aereas
de Philodendron bipinnatifidum (VIANNA; SOARES; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2001) e
Rhodospatha oblongata (FILARTIGA, 2011) espécies de Araceae, porém ndo foi verificado
nas espécies de Smilax descritas na literatura (MARTINS et al., 2010; GUIMARAES;
COSTA; ANDREATA, 2010; SILVA, 2010; SOARES, 2010) as quais apresentam o floema
com arranjo circular (Figuras 14A e C).

Outra diferenca marcante em relacdo as espécies de Smilax foi a presenca de
elementos de metaxilema no centro da medula nas amostras comerciais (Figura 12D, | e L;
14D e E). Tal caracteristica ndo foi observada em espécies da Smilax (MARTINS et al., 2010;
GUIMARAES; COSTA; ANDREATA, 2010; SILVA, 2010; SOARES, 2010) (Figura 14A),
porém ocorre em raizes de Araceae (HUGGETT; TOMLINSON, 2010; VIANNA; SOARES;
APPEZZATO-DA-GLORIA, 2001).

A medula é ampla e bem visivel e formada por células lignificadas contendo graos de
amido de formato esférico e simples (Figuras 15A e B). Oliveira e Akissue (1989) sugerem
como caracteristica importante na identificacdo de fraudes em alimentos o formato e o estado
de agregacdo de graos de amido.

Grdos de amido no parénquima medular similares aqueles das amostras comerciais
foram observados em Smilax goyazana e S. brasiliensis (MARTINS et al. 2010). No entanto,
no género Smilax podem também ser observados grdos de amido poligonais e agrupados em
S. oblongifolia, S. campestris e S. cissoides (MARTINS et al. 2010) e em S. fluminensis
(SOARES, 2010) e em S. syphilitica (SILVA, 2010) séo observados grdos de amido tanto
poliédricos quanto esféricos no parénquima medular.

Observam-se ainda na medula das amostras com grande frequéncia idioblastos em
série (Figura 15C) constituidos por células relativamente maiores que as vizinhas repletas de
cristais aciculares de oxalato de céalcio do tipo rafides (Figura 15D). Idioblastos em série
contendo réfides ja foi descrito no cortex de raizes de Smilax (MARTINS et al., 2010) e no
cértex de caule de Smilax muscosa e S. pilosa (DIAS NETO, 2012), mas ndo na medula.
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Observou-se a auséncia de idioblastos contendo compostos fendlicos nas amostras
comerciais (Figura 15C), porém os mesmos estdo presentes na medula de raizes de Smilax
oblongifolia (Figuras 15E e F) e em outras espécies do género estudadas por Martins et al.
(2010), Guimaraes, Costa e Andreata (2010), Silva (2010), Soares (2010).

Figura 14 - Fotomicrografias de Smilax oblongifolia (A, C) e de amostras comerciais de salsaparrilha (B, D, E)
em seccdo transversal. A. Visdo geral da raiz. B. Formato triangular do floema na amostra NPS 36.
C. Detalhe da figura A mostrando o formato arredondado do floema. D. Visdo geral da raiz da
amostra NPS 50 mostrando metaxilema no centro da estrutura. E. Detalhe da figura anterior.
Cl=cbrtex interno, En=endoderme, F=floema, X=xilema e M=metaxilema
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Figura 15 — Eletromicrografias (A, B, D) e fotomicrografia de amostras comerciais de salsaparrilha (C) e
fotomicrografias da espécie Smilax oblongifolia (E, F). A. Parénquima medular da amostra NPS 8
contendo grdos de amido. B. Detalhe da amostra anterior. C. NPS 28 mostrando idioblastos em
série contendo réafides (setas). D. Amostra NPS 24 mostrando dois idioblastos contendo rafides. E.

e F. Idioblastos contendo compostos fendlicos (setas). A e B em seccdo transversal e C-F em
seccdo longitudinal
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4.2 Perfil quimico

4.2.1 Rendimento dos extratos

Os extratos das folhas que obtiveram os melhores rendimentos foram das espécies S.
rufescens e S. brasiliensis (7,86%) e para os extratos das raizes foi de S. oblongifolia (7,6%).
Os extratos das folhas que apresentaram os rendimentos mais baixos foram das espécies S.
fluminensis e S. polyantha. (4,35% e 3,42%, respectivamente) e para o extrato das raizes foi
de S. brasiliensis (2,2%) (Tabela 2).

O rendimento dos extratos das amostras compradas nas farmécias variou de 3,97% a
7,10%. Portanto observamos que ndo existe um rendimento padréo para tais amostras, pois a

variacdo é muito grande (Tabela 3).

Tabela 2 - Resultado da quantidade de extratos e rendimento (% de massa) obtido das folhas e
raizes de espécies de Smilax

Espécie Parte utilizada Extrato (g) Rendimento (%)
S. oblongifolia Folha 0,54 5,37
Raiz 0,76 7,60
S. campestris Fol_ha 0,62 6,26
Raiz 0,35 3,53
S. cissoides Folha 0,33 5,26
Raiz 0,32 3,18
S. brasiliensis Fol_ha 0,79 7,86
Raiz 0,27 2,72
S. rufescens Folha 0,79 7,86
Raiz 0,50 5,03
S. polyantha Folha 0,34 3,42
Raiz 0,13 5,05
S. fluminensis Folha 0,43 4,35
Raiz 0,31 3,13
Folha 0,76 7,58
S. goyazana

Raiz 0,45 4,48
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Tabela 3 - Resultado da quantidade de extrato e rendimento (% de massa) obtidos das
amostras comerciais de salsaparrilha

Fornecedor Amostra Extrato (g) Rendimento (%)
A NPS 45 0,42 4,20
B NPS 29A 0,66 6,61
C NPS 9 0,58 5,78
D NPS 47 0,60 6,00
E NPS 40 0,64 6,42
F NPS 48 0,43 4,27
G NPS 24 0,64 6,42
H NPS 50 0,40 3,97
I NPS 32 0,70 7,02
J NPS 11 0,50 5,03
K NPS 46 0,56 5,62
L NPS 18 0,71 7,10

O rendimento dos extratos de ramos aéreos e raizes de Smilax encontrados por Martins
(2009) e Soares (2010) diferiram do rendimento obtido neste trabalho, principalmente pela
natureza e concentracdo do solvente, pelo método e pelo tempo de extracdo utilizado, mas
também pela origem do material vegetal e parte da planta utilizada.

4.2.2 CCD’s dos extratos de salsaparrilha

A anélise utilizando CCD mostrou que os perfis cromatograficos obtidos para os
extratos de folha e raiz de espécies de Smilax foram semelhantes qualitativamente, no que diz
respeito ao aparecimento de manchas no cromatograma quando revelados com solugédo
sulfirica de anisaldeido (Figuras 16A, B) e NP/PEG (Figuras 17A, B), mas diferente daquelas
apresentadas pelas amostras comerciais (Figuras 16C e 17C).
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Figura 16 — CCD dos extratos mostrando componentes quimicos revelados com solugdo sulfirica de anisaldeido,
utilizando o eluente BAW (Butanol:Acetic acid:Water). A. Folhas de Smilax, B. Raizes de Smilax e
C. Raizes de amostras comerciais de salsaparrilna. Numeragdo de 1 ao 8 (S. goyazana, S. rufescens,
S. brasiliensis, S. campestris, S. cissoides, S. fluminensis, S. oblongifolia e S. polyantha) e de 9 ao 20
(NPS 9, 11, 18, 24, 29A, 32, 40, 45, 46, 47, 48, 50)
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Figura 17 - CCD dos extratos mostrando componentes quimicos revelados com NP/PEG, utilizando o eluente
BAW (Butanol:Acetic acid:Water). A. Folhas de Smilax, B. Raizes de Smilax e C. Raizes de
amostras comerciais de salsaparrilha. Numeracdo de 1 ao 8 (S. goyazana, S. rufescens, S.
brasiliensis, S. campestris, S. cissoides, S. fluminensis, S. oblongifolia e S. polyantha) e de 9 ao 23
(NPS 9, 11, 18, 24, 29A, 32, 40, 45, 46, 47, 48, 50)

Pela CCD, as amostras de folhas de espécies de Smilax (S. goyazana, S. rufescens, S.
brasiliensis, S. campestris, S. cissoides, S. fluminensis, S. oblongifolia e S. polyantha)
revelado por solucdo sulfurica de anisaldeido apresentaram manchas com fatores de retencédo
(Rf) (Tabela 4) com valores de Rf 0,13 (coloragdo marrom), Rf 0,27 (coloragéo verde) (Figura
16A).

Quando revelado por NP/PEG e observado sob luz UV de 365 nm, observou-se Rf
0,39 (branco brilhante), exceto em S. fluminensis; em Rf 0,51 (vermelho) sendo mais intenso
em S. brasiliensis, em Rf 0,65 (vermelho) somente em S. rufescens e Rf 0,75 (branco

brilhante) exceto em S. cissoides e S. fluminensis (Figura 17A).
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Tabela 4 - Valores de Rf’s de folhas e raizes de espécies de Smilax e de amostras comerciais
de salsaparrilha com diferentes reveladores

Folha (Smilax) Raiz (Smilax) Amostras comerciais

0,13 (marrom) 0,13 (marrom)
0,16 (verde)
0,23 (verde)
0,27 (verde)
. . 0,29 (amarelo) 0,29 (verde)
Anisaldeido 0.35 (verde)
0,39 (amarelo)
0,52 (verde)
0,67 (azul)
0,73 (verde)
0,35 (branco brilhante)
0,39 (branco brilhante)
0,51 (vermelho)
NP/PEG 0,55 (branco brilhante) Nenhuma mancha
0,65 (vermelho)
0,75 (branco brilhante)
0,88 (branco brilhante)

Nas amostras de raizes identificadas de espécies de Smilax acima citadas, nas CCD’s
reveladas com solugéo sulfurica de anisaldeido observou-se Rf 0,13 (coloracdo marrom), em
Rf 0,23 (coloracao verde), Rf 0,29 e Rf 0,39 (amarelo) e Rf 0,67 (azul) (Figura 16B).

Na CCD revelada com NP/PEG e observado sob luz UV de 365 nm, observou-se em
Rf 0,35 (branco brilhante) para todas as espécies, mas em intensidades diferentes, em Rf 0,55
(branco brilhante intenso) somente em S. cissoides e em Rf 0,88 (cor branco brilhante intenso)
em todas as espécies (Figura 17B).

As amostras comerciais reveladas por solucdo sulfurica de anisaldeido mostraram nos
Rf 0,16, 0,29, 0,35, 0,52, 0,73 diferentes tonalidades de verde como mostra a figura 16C.
Quando revelado por NP/PEG e observado sob luz UV de 365 nm ndo foi observada nenhuma
mancha, o que evidencia a auséncia de compostos fenolicos nessas amostras (Figura 17C).

O padrdo de distribuicdo e coloracdo das manchas na CCd’s para as espécies
identificadas parece seguir 0 mesmo padrdo, indicando similaridade quimica entre as oito
espécies analisadas. O mesmo ocorre quando analisamos o grupo de amostras de raizes
provenientes da farmécia, porém, quando comparamos tal grupo com as oito espécies de
Smilax identificadas o padrdo cromatografico se apresenta diferente, indicando que os dois
grupos analisados apresentam grande diferenciacdo em relagdo a composicao quimica.

Os extratos de amostras comerciais ndo apresentam manchas com fluorescéncia branca
nos Rf 0,39 e 0,75 (folha), vermelha nos Rf 0,51 e 0,75 (folha) e branca nos Rf 0,35 e 0,47 e
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0,88 (raiz). Estes resultados indicam que as amostras comerciais podem ser de plantas
pertencentes a outro género, diferente do género Smilax.

De acordo com Caceres et al. (2012), o extrato etanolico de Smilax domingensis
apresentou Rf’s entre 0,32- 0,88 (indicando antocianinas), 0,27-0,81 (indicando flavonoides) e
0,8 (indicando saponinas). Além disso, 0s mesmos autores confirmaram a presenca de
saponinas pelo teste de agitacdo e verificagcdo de espuma persistente. No presente estudo néo
foi detectado Rf 0,8, que corresponderia a saponina identificada por Caceres et al. (2012),
provavelmente pela utilizacdo de uma fase movel diferente da empregada pelos autores.

A CCD é comumente utilizada no controle de qualidade de fitomedicamentos.
Barbosa, Yoshida e Scudeller (2009) utilizaram a CCD no controle de qualidade de 12
amostras comerciais de 6leo de copaiba e observaram que apenas trés amostras analisadas
apresentavam Rf’s similares as amostras identificadas de Copaifera. Os mesmos autores com
0 auxilio de outras técnicas conseguiram detectar a presenca de 6leo de soja nas amostras
comerciais.

Além do controle realizado por comparacdo da similaridade dos Rf’s dos extratos
brutos, a CCD também pode ser utilizada na identificacdo de compostos majoritarios ou de
compostos que funcionem como marcadores quimicos especificos através da aplicacdo de
padrBes quimicos comerciais e extratos brutos simultaneamente na placa cromatografica. Tal
metodologia foi utilizada por Camargo e Vilegas, 2010 para diferenciar espécies de Turnera.
O padrdo comercial utilizado foi a p-arbutina presente apenas no extrato aquoso da especie
Turnera diffusa possibilitando a distin¢do da espécie T. ulmifolia.

Segundo Wagner e Bladt (1996) os extratos etandlicos das raizes de Smilax regelii e S.
aristolochiaefolia apresentam entre 1,8 e 3% de saponinas esteroidais. O mesmo autor
caracterizou em CCD tais extratos utilizando como fase mdvel cloroférmio:&cido acético
glacial:metanol:agua (60:32:12:8) e revelador anisaldeido sulfarico. A CCD apresentou seis
manchas com tonalidades variando entre amarelo e marrom que corresponde as areas com

Rf’s caracteristicos de saponinas (Rf 0,2 - 0,75) tais como sarsaparilosido e parilina.

4.2.3 Teste de saponinas

Tanto as amostras de especies de Smilax (Figuras 18A-C) quanto as amostras
comerciais (Figuras 18D-F) formaram espuma persistente apds agitacdo (Figuras 18A e D). O
aparecimento de um anel de espuma persistente, de aproximadamente 1 cm de altura confirma

a presenca de glicosideos saponinicos (MATOS, 1997).
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De acordo com Costa (1982), o sarsaparilésido é o composto responsével por formar a
espuma persistente apds agitagdo em meio aquoso em testes para detectar saponinas em
extratos vegetais de um modo geral. J& a parilina ou parilésido sdo atribuidas as atividades
hemoliticas, bacteriostaticas, fungicidas e a formacdo de complexo insoltvel com o colesterol.

A presenca do precipitado (Figuras 18B e E) e a ndo formacdo de espuma apos
acréscimo de acido cloridrico concentrado, aquecido em banho-maria e com nova agitacao
confirma a presenca de saponinas (Figuras 18C e F). O tratamento hidroliza as saponinas,
precipitando as agliconas (MATQOS, 1997).

Figura 18 — Teste para saponinas. A-C. Amostras das espécies de Smilax. D-F. Amostras comerciais. A e D.
Formagdo de espuma apds 15 segundos de agitagdo. B e E. Precipitacdo das agliconas. C e F.
Confirmacéo do teste para saponinas pela ndo formacao de espuma apos a segunda agitacao

Embora o presente estudo tenha demonstrado que as saponinas estdo presentes na
salsaparrilha comercializada, ndo se pode afirmar que se trata de plantas do género Smilax,
pois as saponinas encontradas em Smilacaceae sdo saponinas esteroidais que também estdo
presentes em muitas outras familias, tais como, Liliaceae, Dioscoreaceae, Araceae e
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Agavaceae. Segundo a literatura, os géneros mais conhecidos em relacdo & presenga marcante
de saponinas sdo Smilax, Agave, Yucca e Dioscorea (HOSTETTMANN; MARSTON, 1995;
SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2010).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As diferencas anatdmicas e quimicas entre as amostras de salsaparrilha
comercializadas e as amostras das espécies de Smilax estudadas revelam que os dois grupos
analisados sdo muito distintos, portanto tudo indica que a salsaparrilna comercializada no
Estado de S&o Paulo pode ndo pertencer ao género Smilax. Estudos moleculares poderéo
esclarecer esse aspecto.

A similaridade encontrada no perfil quimico e na anatomia das amostras de
salsaparrilha dos 44 estabelecimentos visitados sugere que embora tenham sido identificadas
12 empresas, a procedéncia da salsaparrilha deve ser a mesma. Lamentavelmente tais

empresas nao revelaram o seu fornecedor.
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ANEXO A

USE]
0 ' &
- QUESTIONARIO DE PESQUISA DE CAMPO CNPq

>

NPS —

ESTABELECIMENTO NO ESTADO DE SAO PAULO
QUE COMERCIALIZAM SALSAPARRILHA
ESALQ/USP — Piracicaba- SP

Os dados serdo utilizados para pesquisa e elaboragdo de Pos-Doc da Profa. Dra. Aline
Redondo Martins e da Dissertagdo de Mestrado de Marli K. M. Soares dentro do Projeto de
Pesquisa: “DIVERSIDADE GENETICA, CULTIVO E CONTROLE DE QUALIDADE DE
ESPECIES DO GENERO Smilax L. (SALSAPARRILHA) AMPLAMENTE UTILIZADAS NA
MEDICINA POPULAR”, sob orientagdo da Profa. Titular Beatriz Appezzato da Gloria.

Data do preenchimento do questionario: . Horario:
Cidade: Responsaveis pela pesquisa: Aline e Marli

1. Dados do estabelecimento:

1a. Nome:

1b. Telefone: Contato:

1c¢. Enderego: Bairro:
1d. Site: E-mail:

2. Dados sobre a amostra:
2a. Nome na embalagem:
2b. Quais as utilizagSes medicinais atribuidas a salsaparrilha?

Reumatismo () Depurativo ( ) Diurético ( ) Outras:

2¢. Qual a quantidade utilizada indicada?

2d. Modo de preparo do cha: Infusio ( ) Decocgéo () Tintura ( ) Outras:

2e. Preco atribuido: para 1 kilograma. 2f. Quantidade comprada:  pacote de g

2g. Quantidade de salsaparrilha vendida no més: 200g () 500g () 1000g ( ) outra: kg/més.
2h. Data de fabricagéo: 2i. Data de validade:

2j. Lote: 2h. Farm. Resp.: CRF-SP

3. Dados do fornecedor: Qual a origem do fornecimento da salsaparrilha vendida na farméacia ou ervarias:
3a. Nome:

3b. Endereco: Bairro: Cidade: /SP
3c. Telefone: 3d. Site: e-mail:






