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Avaliação da atividade antimicrobiana e da citotoxicidade de extratos aquosos 

e hidroalcoólicos de Senna occidenfalis L. (Link) 

RESUMO 

A Senna occidentalis é uma leguminosa nativa das Américas largamente distribuída 

e utilizada popularmente em regiões tropicais do mundo, apresentando relevância na 

busca de novos produtos naturais biologicamente ativos. O presente trabalho teve 

como objetivo a avaliação da atividade antimicrobiana e citotóxica de extratos 

aquosos das sementes e suas frações protéicas, bem como dos extratos 

hidroalcoólicos das sementes e das partes aéreas dessa planta, visando a sua 

utilização em preparações tópicas. As atividades antibacteriana e antifúngica, frente 

aos microrganismos padrões farmacêuticos, foram avaliadas pela técnica de diluição 

em meios líquidos, adaptada para microplacas. A citotoxicidade das amostras ativas 

foi avaliada pelo teste do MTS, empregando-se cuttura de fibroblastos NIH-3T3. 

Como resuttado, o extrato hidroalcoólico de sementes a 0,3% (plv) foi o que melhor 

demonstrou potencial antimicrobiano, além de toxicidade adequada, podendo ser um 

candidato para o uso como um antimicrobiano ou conservante de preparações 

tópicas. 

Palavras-chave:. 

Senna occidentalis. Cassia occidentalis. Fedegoso. Atividade antimicrobiana. 
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Antimierobial aetivily and eytotoxieily evaluation of aqueous and hydro­

aleoholie Senna occidenfalis L. (Link) extraets 

ABSTRACT 

Senna occidentalis is a native leguminous from America wideJy spread in tropical 

regions of the world and employed in folk medicine, showing a great importance on 

the search of new bioactive natural products. The aim of the present work was to 

evaluate the antimicrobial and cytotoxic activities of the aqueous extract seeds' and 

its protein fractions, as well the hydro-alcoholic extracts seeds' and aerial parts from 

this plant, considering its possible use in topic preparations. The antibacterial and 

antifungal activities, against the pharmaceutical standard microorganisms, were 

evaluated by broth dilution technique, adapted to microplates. The cytotoxicity of 

active samples was evaluated by the cellular viability test with MTS employing NIH-

3T3 fibroblasts cell culture. As a result, the hydro-alcoholic extract seeds' 0,3% (w/v) 

demonstrated a better antimicrobial potential and a suitable toxicity. In such case, 

this extract could be a candidate for the use as antimicrobial or preservative of topic 

preparations. 

Keywords: 

Senna occidentalis. Cassia occidentalis. Coffee weed. Antimicrobial activity. 



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

ABNT: Associação Brasileira de Normas Técnicas 

A. niger. Aspergillus niger 

AIDS: Acquired Immunodeficíency Syndrome 

ATCC: Amerícan Type Culture Collectíon 

Balb/C: linhagem de camundongo albino 

B. cepacia: Burkholdería cepacía 

BSA: Bovine Serum Albumín 

C. occidentalís: Cassía occídentalís 

C.albicans: Candída albícans 

CCO: Cromatografia em Camada Delgada 

010: meio de cultura DMEM contendo 10% de soro fetal bovino 

O/M: dimetilsulfóxido/metanol 

OMEM: Oulbecco's Modífíed Eagle Media 

OMSO: dimetilsulfóxido 

OPPH: difenilpicrilhidrazila 

Or.: Doutor 

Or.a : Doutora 

EBaq: extrato bruto aquoso de sementes de Senna occídentalís 

EC50 : Effícient Concentracion requíred to índuce a 50% effect 

E. colí: Escherichía colí 

ed.: editor 

E. floccosum: Epídermophyton floccosum 

EHPA: extrato hidroalcoólico de partes aéreas de Senna occídentalís 

EHS: extrato hidroalcoólico de sementes de Senna occídentalís 

ELISA: Enzyme Línked Immuno Sorbent Assay 

et aI.: et allí (e outros) 

FP25: primeira fração protéica de sementes de Senna occídentalís (fração 25%) 

FP50: segunda fração protéica de sementes de Senna occídentalís (fração 50%) 

FP75: terceira fração protéica de sementes de Senna occídentalís (fração 75%) 

IC1o: Inhíbition Concentratíon that reduces the effect by 10% 

IC50: Inhíbítíon Concentratíon that reduces the effect by 50% 

XI 

L. (Link): classificação botânica proposta primeiramente por Carl von Linné (L.) e 

posteriormente por Johann Heinrich Friedrich Link (Link) 



Lab.: Laboratório 

LOL: Low Densíty Lípoproteín 

MH: Müeller Hínton 

MIC: Mínímallnhíbítory Concentratíon 

MM: Massa Molecular 

MNTC: Maxímum Non-Toxíc Concentratíon 

MTS: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazólio 

MW: Molecular Weíght 

n.: número ou fascículo 

n.O: número 

XII 

NIH-3T3: célula embrionária do camundongo da linhagem NIH Swíss cultivadas de 

acordo com o protocolo 3T3: ~ dias de transferência das células e inoculação contínua 

na densidade de ~ x 105 células 

NP: Natural Product (difenilborato de aminoetanol) 

ON: over níght 

p.: página 

P. aeruginosa: Pseudomonas aerugínosa 

PBS: Phosphate Buffered Salíne 

POA: Potato Dextrose Agar 

PEG: polietilenoglicol 

pH: potencial hidrogeniônico 

PMS: phenazíne methosulfate 

Prof.: Professor 

Prof.3: Professora 

ROC: Resolução da Diretoria Colegiada 

Rf: retentíon factor 

RNS: Reactíve Nítrogen Specíes 

ROS: Reactíve Oxygen Specíes 

S. aureus: Staphylococcus aureus 

So: Senna occídentalís 

S. occidentalis: Senna occídentalís 

SOA: Sabouraud Dextrose Agar 

SOB: Sabouraud Dextrose Broth 

sin: sinonímia 

TA: temperatura ambiente 



TLC: thín layer chromatography 

T. rubrum: Tríchophyton rubrum 

TSA: Tryptíc Soy Agar 

TSB: Tryptic Soy Broth 

UFC: Unidade Formadora de Colônia 

UH: Unidade Hemaglutinante 

UI: Unidade Internacional 

UR: Umidade Relativa 

USP: Universidade de São Paulo 

UV: ultravioleta 

v.: volume 

XIII 



w/v: percent weight per volume 

%: por cento 

em: centímetro 

mm: milímetro 

O2: gás oxigênio 

NO: óxido de nitrogênio 

H20 2 : peróxido de hidrogênio 

OH -: hidroxila ou oxidrila 

o C: grau Celsius 

LISTA DE SíMBOLOS 

v/v: porcentagem volume por volume 

h: hora 

M: molar 

p/v: porcentagem peso por volume 

min: minuto 

EtOH: etanol 

(NH4hS04: sulfato de amônio 

g/mol: grama por moi 

8aCb: cloreto de bário 

H20: água 

mg/mL: miligrama por mililitro 

MeOH: metanol 

nm: nanômetro 

KOH: hidróxido de potássio 

N: normal 

rpm: rotação por minuto 

kDa: quilodalton 

NaCI: cloreto de sódio 

~L: microlitro 

mM: milimolar 

~M: micromolar 

~m: micrômetro; micra (plural) 

CO2: dióxido de carbono; gás carbônico 

g: grama 

XIV 



xv 

LISTA DE QUADROS 

Quadro 1. Esquema da Senna occidentalis (Cassia occidentalís) ...... ... .... ... ... .... ...... 5 

Quadro 2. Exsicata da Senna occidentalis ..... .. ... ........ .. ....... .. ............ .... ... .. ... .... ... .... 6 

Quadro 3. Folhas e flores de Senna occidentalis ........................... .. ... .... ........ ... ....... 7 

Quadro 4. Fruto de Senna occidentalís ................... ..... .... .... .. .. ..... ........ ................ ... . 8 

Quadro 5. Sementes de Senna occidentalís ..... .. .... ... ..... ... .... .... ... ..... ..... ................... 8 

Quadro 6. Sistemas in vitro que podem ser utilizados para a avaliação da atividade 
antioxidante .... ..... .. .......... ..... .. ... ..... ...... .... .. ..... ....... .... ..... .. .. ..... ....... ..... ............ .. .. ... .. 33 

Quadro 7. Métodos de detecção que podem ser utilizados nos ensaios de avaliação 
da atividade antioxidante ... ......... ... ....... ...... .... ............. .... ...... .. .. ..... .. ... ... ............ .. .. ... 34 



XVI 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1. Esquema de obtenção do extrato hidroalcoólico de partes aéreas de S. 
occidentalis .. .. .. ..... ............. .. ... .. .. ... .... .... ....... .......... ....... .. ..... .......... ... .... ..... .... ....... .... 38 

Figura 2. Esquema de obtenção dos extratos hidroalcoólicos e frações protéicas de 
sementes de S. occidentalis ............ .... .. ... .. ... .... ...... .... .. ... ........ ......... .. .. ...... ...... ........ 39 

Figura 3. Recuperação de S. aureus frente aos diluentes das amostras e padrão de 
antibiótico .... ..... ........ ....... ..... .. .. ..... ...... .. .. ... .... .. ... ..... ... ... ......... .. .... ..... .. ......... .......... .. 51 

Figura 4. Recuperação de E. coli frente aos diluentes das amostras e padrão de 
antibiótico .. ..... ...... ... ...... .. ..... ...... ...... .... ..... ....... .... ........ ... ... .... ....... ..... ... .............. .... .. 52 

Figura 5. Recuperação de P. aeruginosa frente aos diluentes das amostras e padrão 
de antibiótico ..... .. ... .... ..... .... ... ... .... .... ... ... ... .. .. ............. .. .. ......... .... .... ... .... ...... ...... ..... . 52 

Figura 6. Recuperação de C. albicans frente aos diluentes das amostras e padrão 
de antibiótico .. .......... ......... .... ... ... .... .. ... .. .... ... .............. ... ..... .... ... .. ..... ..... ..... ... ... .. ... ... 53 

Figura 7. Recuperação de A. niger frente aos diluentes das amostras e padrão de 
antibiótico .... ... ........ .. ......... .. ...... ... ... .... .. ... .. ... ... ..... .. .... .. .... ............... .. .......... .... .... ..... 53 

Figura 8. Atividade tóxica dos extratos hidroalcoólicos de S" occidentalis para 
fibroblastos .. .. .... ......... ............. ...... ... ..... ..... ... ... .. .......... ... ..... .... ......... ...... .... .. ..... ...... . 58 

Figura 9. Curva-padrão de trolox-C: calibração do método de seqüestro de radicais 
DPPH . .......... .... .. .. ........ .... ... .. .... ............. .. ........... .. ........ .... ..... .. .. ..... ............ ... .. .. ... .... 60 

Figura 10. Seqüestro de radicais DPPH pelos extratos protéicos e hidroalcoólicos de 
S. occidentalis .... ..... ..... ....... .... ... .... ..... .... ..... .. ............. ... ....... ........ ..... .. .... ......... ........ 6O 



XVII 

LISTA DE TABELAS 

Tabela I - Rendimento da extração hidroalcoólica de partes de S.occídentalís e 
caracterização fitoquímica dos extratos .... .. .. ... ... .. .... ... .. ... ... .... .. .. .. ........ ... ...... .... ... .. .47 

Tabela 11 - Rendimento da extração de proteínas de sementes de S. occídentalís . .48 

Tabela 111 - Atividade hemaglutinante do extrato bruto aquoso e das frações 
protéicas de sementes de S. occídentalís, empregando hemácias humanas tipo 0 .50 

Tabela IV - Atividade antimicrobiana dos extratos de S. occídentalís ....... .... .. ...... ... 56 



XVIII 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO .. ..... .... ........... .. .......... ........ .................... ..... .. .... ..... ............. ......... ... 1 

2. REVISÃO DA LITERATURA .... ...... .... .......... .... .. .... ........ .... .......... .. .. ..................... 4 

2.1. Senna occidentalis (L.) Link ou Cassia occidentalis .................................. 4 

2.1.1. Aspectos botânicos da Senna occidentalis ............................................... 4 

2.1.2. Aspectos étnicos da utilização da Senna occidentalis ...... ........................ . 9 

2.1.3. Constituintes químicos da Senna occidentalis .. .............. ...... .............. ..... 11 

2.1.4. A atividade antimicrobiana da Senna occidentalis .................. ................. 13 

2.1.5. Outras propriedades farmacológicas da Senna occidentalis .................... 15 

2.1 .6. Toxicidade da Senna occidentalis .... ....... ... ................ .. ................ .... ........ 17 

2.2. Cosméticos e agentes conservantes .......................................................... 19 

2.3. Atividade antimicrobiana ... ...... .. ....... ..... ... .......... .... .. ....... .... ...... .. ......... ....... 21 

2.3.1. Microrganismos padrões farmacêuticos ................................ .......... .. .... ... 21 

2.3.2. Técnicas in vitro para a avaliação da atividade antimicrobiana .......... ...... 24 

2.3.3. Condições experimentais para a avaliação da atividade antimicrobiana in 
vitro ............... ..... ................................ ............ ............................................ ........ . 25 

2.4. Atividade tóxica e métodos in vitro para a sua avaliação .......... ...... .. ...... . 27 

2.5. Atividade antioxidante ................ ...... ....... ... ..... ........... .. ... ........... ... ....... .... .... 29 

2.5.1 . Radicais livres e substâncias antioxidantes ............................................. 29 

2.5.2. Técnicas in vitro para a avaliação da atividade antioxidante .................... 32 

3. OBJETiVOS ...... .... ... .... .. ....... .. ...................... ... ... .................. ................................ 35 

4. MATERIAL E MÉTODOS .... .. .............. .. .... ......... ...... ...... ... ... .. .... ... .... .. ..... ....... ...... 36 

4.1. Material .. ..... .......... ................ .. .... .. .................. .. ... ........... ............ ......... ... ....... 36 

4.2. Métodos ........... .... ... ...... ... ... .... ..... ..... ...... ....... ...... .. .... ...... ... .. .. ......... .. .... .... ... . 36 

4.2.1. Obtenção dos extratos de Senna o ccidentalis .. .... ........... ...... ................. 36 



XIX 

4.2.1.1. Extração hidroalcoólica de partes aéreas e de sementes de Senna 
occidentalis ........................................................................................................ 36 

4.2.1.2. Extração de proteínas das sementes de Senna occidentalis ................ 37 

4.2.2. Caracterização fisico-química dos extratos de Senna occidentalis ..... 40 

4.2.2.1. Cromatografia em camada delgada (CC O) dos extratos hidroalcoólicos 
........................................................................................................................... 40 

4.2.2.2. Detenninação do conteúdo protéico do extrato bruto aquoso e das 
frações de sementes de Senna occidentalis ...................................................... 40 

4.2.2.3. Teste de hemaglutinação do extrato bruto aquoso e das frações de 
sementes de Senna occidentalis ........................................................................ 40 

4.2.3. Screening da atividade antimicrobiana dos extratos de Senna 
occidentalis .......................................................................................................... 41 

4.2.3.1. Microrganismos ..................................................................................... 41 

4.2.3.2. Meios de cultura e condições de incubação ......................................... .42 

4.2.3.3. Preparo e avaliação da viabilidade do inóculo ...................................... 42 

4.2.3.4. Controles positivos ................................................................................ 42 

4.2.3.5. Amostras ............................................................................................... 42 

4.2.3.6. Ensaio da concentração mínima inibitória (MIC) .................................. .43 

4.2.4. Avaliação da atividade citotóxica dos extratos hidroalcoólicos de 
Senna occidentalis .............................................................................................. 43 

4.2.4.1. linhagem celular ................................................................................... 43 

4.2.4.2. Amostras ............................................................................................... 44 

4.2.4.3. Teste de viabilidade celular empregando MTS ..................................... 44 

4.2.5. Avaliação da atividade antioxidante dos extratos de Senna occidentalis 
pelo método do seqüestro do radical DPPH .................................................... .45 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO ............................................................................ 46 

6. CONCLUSÃO ....................................................................................................... 62 

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................................... 63 

ANEXOS ................................................................................................................... 92 



1 

1. INTRODUÇÃO 

Estimativas demonstram que cerca de 74% dos medicamentos convencionais da 

atualidade foram descobertos com base no uso tradicional e popular de substâncias 

da natureza. Neste cenário, o reino vegetal destaca-se como uma importante fonte 

de produtos naturais biologicamente ativos que podem ser usados como modelos 

para a síntese de um grande número de fármacos. No entanto, apenas 15 a 17% 

das espécies vegetais já foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal 

(O'NEILL e LEWIS, 1993; SOEJARTO, 1996; GUERRA e NODARI, 2004) . 

Os dados ainda revelam que pelo menos 12000 metabólitos secundários 

sintetizados pelas plantas já foram isolados, os quais representam menos que 10% 

do total existente. A maioria desses metabólitos desempenha um importante papel 

na defesa natural dos vegetais, constituindo um grupo de substâncias denominadas 

fitoa,lexinas. Neste grupo, os fenólicos são os compostos mais ocorrentes 

(SCHUL TES, 1978). 

Os mecanismos químicos de defesa do reino vegetal são a base dos 

antimicrobianos de origem natural. Com o advento dos antibióticos sintéticos na 

década de cinqüenta, o uso de derivados vegetais como antimicrobianos foi 

praticamente inexistente. Devido ao surgimento de microrganismos resistentes e de 

infecções oportunistas fatais associadas a AIDS, quimioterapia antineoplásica e 

transplantes, a pesquisa de novos agentes antimicrobianos está crescendo 

(COWAN, 1999; PENNA et aI., 2001; IBARRA e JOHNSON, 2008). 

Compostos fitoquímicos com atividade antimicrobiana são de particular interesse 

no setor de desenvolvimento de produtos farmacêuticos e/ou cosméticos, não só 

pela abrangência nos tratamentos terapêuticos, mas como substitutos da função 

conservadora das formulações. 

A presença de uma carga microbiana inadequada em produtos farmacêuticos e 

cosméticos pode representar uma ameaça substancial para a saúde dos 

consumidores e também acarretar em alterações na estabilidade da formulação. Um 

sistema conservante deve eliminar o microrganismo contaminante ou inibir o seu 

crescimento. No entanto, ele não deve ser seletivo, pois, idealmente, tem a missão 

de "lutar" contra todos os microrganismos presentes - bactérias, leveduras e 

bolores. Paralelamente à capacidade conservante, o sistema não deve apresentar 

característica tóxica ou irritante. Assim , a eficácia e a segurança devem ser a 
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primeira prioridade de um agente conservante (PINTO, KANEKO e OHARA, 2003; 

IBARRA e JOHNSON, 2008). 

Embora os ingredientes sintéticos freqüentemente exibam uma melhor 

performance que os naturais, eles não podem ser degradados ou absorvidos pelas 

estruturas biológicas. Em se tratando de medicamentos tópicos e fórmulas 

cosméticas, a pele aceita bem mais facilmente os ingredientes naturais do que os 

sintéticos. Por isso, o conceito "natural" tomou-se decisivo para o desenvolvimento 

de agentes ativos que são novos e potentes e ao mesmo tempo suaves e 

sustentáveis (IBARRA e JOHNSON, 2008). 

As espécies vegetais pertencentes à família das leguminosas contêm 

substâncias químicas em quantidades suficientes para que sejam consideradas 

economicamente úteis como alimento ou matéria-prima, despertando um amplo 

interesse para inúmeras aplicações científicas, tecnológicas e comerciais (MORRIS, 

1999). 

O material de estudo do presente trabalho, Senna occídenlalís L. (Link) (S. 

occídenlalís) ou Cassía occídenlalís, é uma leguminosa nativa das Américas e que 

apresenta uma distribuição pantrópica, principalmente como erva daninha de 

terrenos baldios e secos. Alguns dos nomes populares comumente associados a 

esta espécie são: fedegoso - devido ao seu odor característico; café negro - visto 

que as suas sementes são usadas para preparar uma bebida semelhante ao café e 

mata-pasto - por ser uma planta freqüentemente encontrada como contaminante de 

pastos e plantações (CORR~, 1926; COIMBRA, 1958). 

Uma vasta literatura mostra que as sementes de S. occídentalís são tóxicas para 

animais que a ingerirem. O aparecimento de doenças miodegenerativas é o principal 

efeito da intoxicação, podendo levar à morte e resultar em grandes perdas 

econômicas na pecuária (HEBERT et aI., 1983; HUEZA et aI., 2007). 

Na medicina popular, a S.occídentalís é largamente empregada por tribos 

americanas, indianas e africanas desde longa data, com uma grande variedade de 

usos, principalmente como tônico, febrífugo, estomáquico e purgativo. Esta espécie 

se destaca como uma importante droga da medicina indiana Ayurvedica para casos 

de desordens hepáticas e infecções da pele (CORR~, 1926; GAIND, BUDHIRAJA 

e KAUL, 1966; BARDHAN et aI., 1985). 

Estudos científicos estão comprovando que a S. occidentalis possui inúmeras 

propriedades farmacológicas, tais como: antibacteriana, antifúngica, antiparasitária, 
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antimalárica, inseticida, antitumoral e hepatoprotetora. Nas análises fitoquímicas da 

planta, as antraquinonas, flavo nó ides e outros compostos fenólicos foram 

considerados os seus constituintes mais freqüentes (VIEGAS JR., 2006). 

Segundo trabalhos anteriores, os extratos aquosos das sementes de S. 

occidentalis demonstraram a presença de componentes protéicos com propriedades 

biológicas relevantes, tais como antibacteriana e antiviral (LOMBARDO et ai., 2004a 

e 2004b). 

Diversas classes de proteínas e peptídeos identificadas em espécies vegetais 

foram associadas aos seus mecanismos de defesa contra predadores, pragas, 

parasitas ou agentes patogênicos (BROEKAERT et ai., 1997). Peptídeos de origem 

vegetal inibidores de microrganismos foram reportados pela primeira vez por Balls, 

Hale e Harris em 1942 (COWAN, 1999). Com freqüência, essas macromoléculas 

possuem estruturas químicas carregadas positivamente e pontes dissulfeto (ZHANG 

e LEWIS, 1997). Segundo Sharon e Ofek (1986), o mecanismo de ação 

antimicrobiano de proteínas, peptídeos e lectinas (glicoproteínas) podem ser a 

formação de canais na membrana celular do microrganismo ou a inibição 

competitiva dos receptores polissacarídeos. 

As investigações sobre a atividade antimicrobiana da S. occidentalis podem 

revelar um ativo ou agente conservante natural interessante de formulações 

farmacêuticas e cosméticas, podendo assim contribuir para o aproveitamento 

sustentável dos recursos do bioma e o desenvolvimento de produtos com toxicidade 

reduzida, de acordo com as expectativas do mercado atual. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Senna occidentalis (L.) Link ou Cassia occidentalis 

2.1.1. Aspectos botânicos da Senna occidentalis 

As leguminosas fazem parte da terceira maior família das plantas com flores 

(Família Leguminosae ou Fabaceae) , que possui aproximadamente 650 gêneros e 

cerca de 20000 espécies separadas em três grupos distintos; as subfamílias 

Caesa/piniaceae, Mimosaceae e Papi/onaceae. As sementes de leguminosas são a 

segunda fonte vegetal mais importante de alimentação humana e animal 

(VIETMEYER, 1986; DOYLE, 1994; VIEGAS JR. et ai., 2006). 

O gênero Cassia está inserido na família Leguminosae e é constituído por mais 

de 600 espécies, incluindo arbustos, árvores e ervas, distribuídas em regiões 

tropicais e subtropicais de todo o mundo. Este gênero é muito freqüente nos 

ecossistemas brasileiros, particularmente na Mata Atlântica. Devido à beleza de 

suas flores, algumas espécies são muito apreciadas e utilizadas como plantas 

ornamentais na região sudeste (LORENZI, 1991; AGARKAR e JADGE, 1999). 

As espécies de Cassia, juntamente com aquelas tendo sinonímia Senna ou que 

mudaram para o grupo Senna após o novo sistema de classificação taxonômica, 

formam um dos maiores gêneros da família das leguminosas. Diversos trabalhos 

mostram que este gênero apresenta um grande potencial farmacológico e destacam 

espécies como Cassia auricu/ata, Cassia occidenta/is (Quadro 1), Cassia obtusifolia, 

Cassia tora, Cassia a/ata, Cassia angustifolia, Cassia autifo/ia, Cassia nodosa, 

Cassia sophera, Cassia t01Osa, Cassia nigrigans e Cassia cinnamon, as quais 

apresentam grande utilização popular como laxativos e purgativos em algumas 

regiões da Ásia, como (ndia e Ceilão, e da África, como Paquistão e Egito (VIEGAS 

JR. et a/., 2006). 
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Fonte: <http://tropilab.com/yorkapesi .html>Acesso em: 8 abro 2008. 

Quadro 1. Esquema da Senna occidentalis (Cassia occidentalis) 

A Senna occidentalís (L.) Link (S. occidentalis) possui a sinonímia Cassia 

occidentalis (C. occidentalís) e pertence à subfamília Caesalpinioideae (Quadro 2). 

Esta espécie apresenta diversos nomes populares, dependendo do país e região 

onde é encontrada. No Brasil, podem ser citados os seguintes: fedegoso, fedegoso 

verdadeiro, mata-pasto, café negro, mangerioba, pajamarioba, lava-pratos, folha-de­

pajé, tararucu, mamangá e outros (CORRÊA, 1926; SILVA, 1929; COIMBRA, 1958; 

TESKE e TRENTINI, 1994). 
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Fonte:<http://anthropoasis.free.frlspip.php?article12&var_recherche=
cassia%20occidentalis> Acesso em: 8 abro 2008.

Quadro 2. Exsicata da Senna occidentalis

A S. occidentalis é uma planta ubíqua em regiões tropicais, sendo facilmente

encontrada como um arbusto perene contaminante de plantações de cereais como

milho, soja, sorgo, trigo e também em terrenos baldios e secos. Mostra-se mais

prevalente em baixas altitudes, particularmente perto do mar. Ela vegeta em solos

arenosos e de preferência em solos argilosos, sendo anual, bienal ou perene, com

ciclo estival. Floresce de setembro a dezembro, frutifica até abril e propaga-se por

sementes (LAL e GUPTA, 1973; GROTH, BOARETTO e SILVA, 1983; LACHMAN ­

WHITE, 1992; JAIN et aI., 1998).

Segundo Corrêa (1926), alguns autores inclinam-se a admitir que a planta

originou-se do indigenato americano. É cosmopolita tropical e espontânea em todo o

Brasil, sobretudo nos terrenos abertos, tapera, subúrbios de povoações e margens

de estrada, além de cultivada na índia para adubo verde e na Europa como

ornamental.
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A S. occidentalis foi caracterizada por Corrêa (1926) como um arbusto glabro, de 

caule herbáceo ou lenhoso na base, atingindo pouco mais de 1 m de altura, com 

ramos quase cilíndricos ou ligeiramente angulosos, folhas compostas alternas de 4 a 

6 pares de folíolos curtos-peciolados, elítico-ovado-Ianceolados, agudos, levemente 

oblíquos, com até 4 cm de comprimento e 25 mm de largura, verde-escuros nas 

duas páginas e com as margens um pouco pubescentes, raquis comprida, 

estipulada e com uma glândula na base. As flores são grandes, amarelas, com 

nervuras cor de laranja, dispostas em pequenos racimos corimbosos axilares, 

solitários nas folhas superiores ou aglomerados, formando panículas terminais 

(Quadro 3). Apresenta fruto vagem glabra com até 12 cm de comprimento e nove 

mm de largura, linear, oblongo, reto ou arqueado, comprimido lateralmente, depois 

convexo e quase cilíndrico (Quadro 4). O fruto contém 20 a 40 sementes ovóides e 

pequenas, duras, lisas, agudas numa extremidade e arredondadas na outra e de cor 

castanho escuro (Quadro 5). 

Fonte: <http://toptropicals.com/cgi-bin/garden_catalog/cat.cgi> Acesso em: 8 abro 2008. 
<http://plantatlas.usf.edu/ima!=les.asp?plantlD=218#> Acesso em: 8 abro 2008. 

Quadro 3. Folhas e flores de Senna occidentalis 



Fonte: <http://plantatlas.usf.edu/images.asp?plantID=218#> 
Acesso em: 8 abro 2008. 

Quadro 4. Fruto de Senna occidentalis 

Fonte:<http://plants.usda.gov/java/nameSearch?keywordquery= 
senna+occidentalis&mode=sciname&submit.x=18&submit.y=9> 
Acesso em: 8 abr. 2008. 

Quadro 5. Sementes de Senna occidentalis 

8 
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2.1.2. Aspectos étnicos da utilização da Senna occidentalis 

As partes da S. occidentalis são largamente empregadas na medicina popular de 

regiões tropicais. Freqüentemente elas são utilizadas como tônico, estomáquico, 

purgativo, diaforético, febrífugo, diurético e emenagogo. Sendo assim, a planta é 

aconselhada nos quadros de anemia, dispepsia atônica, ingurgitamento do fígado, 

biliose hematúrica, febres dos tuberculosos, hidropisia flatulenta e desarranjos 

menstruais. Além disso, é útil no tratamento de doenças inflamatórias e infecciosas, 

como asma nervosa, reumatismo, enfermidades venéreas, erisipela, eczemas, 

problemas cutâneos e oculares (CORRÊA, 1926; COIMBRA, 1958). 

A raiz da S. occidentalis, erradamente chamada de "córtex fedegoso", é 

fortemente amarga e considerada um antídoto de vários venenos e um abortivo 

enérgico. É utilizada no Porto Rico, nos Estados Unidos e na Angola para tratar 

febre palustre, caquexia palustre e doenças hepáticas; e nas Antilhas, para 

combater as doenças cutâneas dos homens e dos animais. No oriente, o suco da 

raiz é aplicado topicamente sobre queimaduras (CORRÊA, 1926). 

Coimbra (1958) descreve a utilização das raízes da S. occidentalis no preparo de 

formas farmacêuticas como infuso, decocto, extrato fluído, pó, tintura, elixir, vinho e 

xarope. A primeira edição da Farmacopéia Brasileira (SILVA, 1929) preconiza o 

emprego oficial do extrato fluído de raiz de fedegoso em mistura hidroalcoólica. 

As sementes de S. occidentalis, quando torradas e moídas são usadas para 

preparar o café fedegoso ou café do Senegal, cuja infusão tem as mesmas virtudes 

medicinais atribuídas à raiz. As populações sertanejas brasileiras, especialmente no 

Ceará, usam-na como verdadeiro substituto do café, porém, não apresentando as 

propriedades estimulantes deste. Em 1925, devido ao elevado preço atingido pelo 

café no Piauí, organizou-se ali a torrefação industrial destas sementes para substituí­

lo. Desde longos anos que vários países aproveitam-na para fraudar o legítimo café 

em pó (CORRÊA, 1926; TESKE e TRENTINI, 1994). 

Na Nicarágua, a S. occidentalis é usada em quadros de dores e constipação em 

bebês. Na Guiana, tem uso em casos de hipertensão, diabetes e infecções na boca; 

suas raízes constituem um mastigatório contra afecções da garganta e um poderoso 

emético (CORR~, 1926; DENNIS, 1988; LACHMAN-WHITE, 1992). 

Nos sistemas de medicina indiana, Ayurveda e Unani, a S. occidentalis é 

chamada de kasamarda e considerada uma importante droga para o tratamento de 
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doenças de pele e do fígado. Essa planta é um dos componentes de uma fórmula 

fitoterápica com indicações para desordens hepáticas (NADKARNI e NADKARNI, 

1954; CHOPRA et aI., 1956; GAIND, BUDHIRAJA e KAUL, 1966; BARDHAN et aI., 

1985, NAGARAJU et aI., 1990; JAIN et aI., 1998). Em época de escassez, é 

empregada na alimentação cotidiana das classes pobres do Ceilão e da India e suas 

sementes, quando macias, não apresentam gosto desagradável, sendo parecido 

com o do feijão. As vagens são atrativas e popularmente usadas por crianças em 

suas brincadeiras (CORR~, 1926; VASHISHTHA et aI., 2007). 

Na África, a S. occidentalis é ministrada contra a febre amarela e como 

sucedânea do quinino nos casos em que este não apresenta resultados. Na Nigéria, 

a sopa das folhas é ingerida em casos de varíola e sarampo. Em Guiné Bissau, a 

planta costuma ser empregada como repelente de mosquitos (CORRÊA, 1926; 

OL/VER-BEVER, 1983; PALSSON e JAENSON, 1999; OGUNKULE e LADEJOBI, 

2006). 

Na medicina tradicional chinesa, as sementes de Cassia tora L. e Cassia 

occidentalis L., chamadasjue ming zi, são convencionalmente usadas para melhorar 

a acuidade visual e remover o "calor" do fígado (YEN, CHEN e DUH, 1998). 

A família Leguminosae (Fabaceae) destaca-se no tratamento de sinais e 

sintomas relacionados a infecções fúngicas. Dados mostram que as espécies Cassia 

a/ata, Cassia fistu/a e Cassia tora apresentam propriedade antifúngica relevante. Na 

medicina popular brasileira, as folhas e sementes da S. occidentalis são utilizadas 

em casos de feridas e micoses como impingem e pano branco (ACHARYA e 

CHATTERJEE, 1975; DI STASI et a/., 1989; LORENZI e MATOS, 2002; 

PHONGPAICHIT et aI., 2004; FENNER et aI., 2006). 

Estudos etnofarmacológicos revelam que a S. occidentalis tem grande 

importância para comunidades indígenas. Suas folhas são utilizadas pelos (ndios em 

suas pescarias, pois apresentam substâncias que quando diluídas na água são 

capazes de matar os peixes sem tomá-los tóxicos. Além disso, o broto de S. 

occidentalis foi considerado bastante promissor quanto à propriedade nutricional 

desejável, dentre as espécies vegetais tropicais utilizadas pelos indígenas como 

alimento (TESKE e TRENTINI, 1994; AVRDC, 2003; GURGEL, 2004). 

Na farmacologia guarani, a planta é denominada taperiva e utilizada como 

antiespasmódica e vermífuga. Na região Amazônica brasileira, principalmente em 

localidades do Pará e da Rondônia, as raízes são utilizadas para o tratamento de 
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malária. Na região do Xingó (Alagoas), o decocto das folhas e das raízes tem 

indicações para inflamação na garganta, hemorragia, gastrite e câncer, sendo esta 

planta classificada como uma espécie de alto valor de importância relativa para o 

uso medicinal nestas comunidades (BRANDÃO et ai., 1992; NOELLI, 1998; JARDIM, 

MENDONÇA e FERREIRA, 2001; ALMEIDA et ai., 2006). 

Os índios Xokleng da Terra indígena Ibirama, Santa Catarina, empregam a casca 

da raiz para combater urina presa e males do fígado, havendo contra-indicação para 

gestantes, sob o risco de abortar (SENS, 2002). Segundo o trabalho de Rodrigues 

(2007) sobre as plantas consideradas de uso restrito nas culturas brasileiras de 

caboclos .(Amazonas), quilombolas (Mato Grosso) e índios Krahô (Tocantins), o 

decocto de sementes de S. occidentalis foi também relatado pelo povo quilombola 

como sendo contra-indicado para gestantes. 

2.1.3. Constituintes químicos da Senna occidenfalis 

A composição química de cada planta varia de acordo com o tempo de vida, 

temperatura e estação do ano (DWECK, 2003). Também podem interferir na 

determinação do perfil fitoquímico o local de origem, a época da colheita, as 

condições de annazenamento e os métodos de extração e avaliação. 

A literatura relata o isolamento de mais de 350 metabólitos secundários do 

gênero Cassia. Os estudos evidenciaram a ocorrência de substâncias de várias 

classes, sendo as antraquinonas, os flavonóides e outros compostos fenólicos os 

constituintes mais freqüentes na maioria das espécies (VIEGAS JR. et ai., 2006). 

As análises das sementes de S. occidentalis demonstraram a presença de 

antraquinonas e antronas tais como aloe-emodina, reína, fisciona-diantrona, 

islandicina e crisofanol-biantraquinona (SHAH e SHINDE, 1969; DUKE, 1992a; AL­

WARHI, AL-HAZIMI e HUSSAIN, 2003). Segundo Rai e Shok (1983), o conteúdo de 

antraquinonas é maior nas sementes do que nas folhas e nas raízes. Também foram 

encontradas nas sementes as seguintes substâncias: cassiolina, morfolina, 

campesterol, sitosterol, taninos, crisarobina, helmintosporina, xantorina, proteínas, 

carboidratos (piranose, glucose, gomas e mucilagens), sais minerais (cálcio, cobre, 

ferro, magnésio, manganês, sódio, potássio e zinco), óleo essencial, gorduras e 

ácidos graxos (oleico, linoleico e linolênico) (GINDE et aI., 1970; KIM et ai., 1971; 

RIZVI et ai, 1971; DUKE, 1992a). De acordo com o trabalho feito por Katiyar e 



12 

Niranjan (1981) as sementes de S. occidentalis podem ser consideradas uma fonte 

eficiente de carboidratos e proteínas do ponto de vista nutricional, se suplementada 

com os aminoácidos essenciais faltantes. Foram demonstradas a ausência de ácido 

cisteico, glutamina, metionina, triptofano e valina, a presença de glucose, sucrose e 

rafinose e a ausência de frutose, maltose e arabinose. Segundo Gupta, Sharma e 

Soni (2005), o endosperma constitui uma rica fonte de galactomanana, componente 

que pode substituir as gomas convencionais em indústrias farmacêuticas, 

alimentícias, de papel e outras. 

As análises das folhas da S. occidenta/is demonstraram a presença de canferol, 

f1avanona e glicosídeos flavonoídicos Além disso, foram encontrados crisofanol, 

biantraquinona, alcalóides, taninos, flobataninos e saponinas (ANTON e 

DUQUÉNOIS, 1968; TIWARI e SINGH, 1977; HUSSAIN e DEENI, 1991; DUKE, 

1992a; HATANO et a/.,1999; PURWAR et a/., 2003; OGUNKUNLE e LADEJOBI, 

2006). 

As análises das raízes da S. occidenta/is demonstraram a presença de 

fitosteróis, fisciona, pinselina, metilxantona, saponinas, taninos, quercetina e 

diversos derivados de antraceno tais como antronas, crisofanol e emodina (LAL e 

GUPTA, 1973; WADER e KUDAV, 1987; KITANAKA et a/., 1989; DUKE, 1992a; 

EVANS, BANSO e SAMUEL, 2002). 

Estudos mostraram ainda a presença de fisciona e emodina nas flores; 

glicosídeos flavonoídicos nos frutos; antraquinonas, cirsileneol e uma quantidade 

significante de açúcar arabinose nos galhos da espécie (NIRANJAN e GUPTA, 1973; 

SINGH e SINGH, 1985; AL-WARHI, AL-HAZIMI e HUSSAIN, 2003). 

Análises da planta toda revelaram também a presença de apigenina, jaceidina, 

funiculosina e polissacarídeos constituídos por unidades de manopiranose e 

galactopiranose (DUKE, 1992a). De acordo com Corrêa (1926), alguns 

pesquisadores afirmaram que a S. occidenta/is possui algumas matérias corantes, 

tais como acrosina e leucoindigotina, esta última permitindo substituir a anileira, caso 

vantajoso economicamente. 

Segundo Duke (1992b), a quercetina, a emodina, a aloe-emodina, a reína, o 

crisofanol e os taninos são substâncias que apresentam propriedade antimicrobiana. 

Além disso, inúmeros trabalhos comprovam que em geral, os flavonóides e os 

compostos polifenólicos possuem a capacidade de interferir nas reações de 

propagação e formação de radicais livres. As pesquisas sugerem também que 
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alguns flavonóides apresentam atividade antitumoral considerável e podem ainda 

atuar como antivirais, anti-hemorrágicos, hormonais e antiinflamatórios (DUKE, 

1992a; TRUEBA e SANCHEZ, 2001; ZUANAZZI e MONTANHA, 2004). 

As quinonas estão incluídas entre os pigmentos naturais utilizados como 

corantes alimentares. Certas quinonas possuem o papel de defesa da planta contra 

insetos e outros patógenos, além de uma atividade alelopática, ou seja, inibição da 

germinação de outras espécies nas proximidades. A propriedade laxante é 

responsável pela utilização terapêutica da maioria dos vegetais que contêm 

quinonas, sendo as substâncias ativas, no caso, os derivados hidróxi-antracênicos. 

O crisofanol é uma antraquinona de reconhecida ação laxante e alguns estudos 

comprovaram também a sua ação contra o poliovírus (FALKENBERG, 2004). 

Quanto à propriedade antimicrobiana, quinonas como reína, fisciona, aloe­

emodina e crisofanol demonstraram ter ação antifúngica. A Cassia tora, espécie 

pertencente à mesma família de S. occidentalis tem como principal agente fungicida 

o ácido crisofânico-antrona. A crisarobina também é um antranol que se destaca por 

sua ação antifúngica (ACHARYA e CHATTERJEE, 1975; CESTARI et ai., 1991; 

AGARWAL et ai., 2000; SEMPLE et ai., 2001). 

2.1.4. A atividade antimicrobiana da Senna occidenfalis 

A atividade antimicrobiana da S. occidentalís é relatada em muitos estudos 

científicos, os quais empregam diferentes partes da planta, solventes de extração e 

microrganismos. As variações de resultados observadas nesses trabalhos podem 

ser explicadas por fatores como o local de origem da planta e o método utilizado 

para a avaliação da atividade. Algumas informações foram selecionadas e a seguir 

reportadas, dando-se ênfase aos estudos envolvendo extratos preparados com água 

e/ou álcool e microrganismos de interesse no controle de qualidade de produtos 

farmacêuticos e cosméticos. 

De acordo com o trabalho de Kumar, Bagchi e Darokar (1997), as sementes da 

S. occidentalis não apresentaram uma atividade antimicrobiana perceptível. No 

entanto, constam em trabalhos anteriores que os extratos alcoólicos das folhas e 

também das sementes inibiram o crescimento de bactérias como E colí e S. aureus. 

Os componentes antraquinônicos extraídos de culturas calogênicas da planta 

apresentaram uma melhor atividade inibitória de bactérias Gram-negativas em 
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comparação com as Gram-positivas. O extrato alcoólico das folhas também 

demonstrou a atividade antifúngica, sendo capaz de inibir com relevância o 

crescimento micelial de A niger, o que não foi observado para o extrato alcoólico 

das sementes. As frações de antraquinonas, senosídeos e flavonóides obtidas da 

planta apresentaram notável atividade contra este bolor (GAIND, BUDHIRAJA e 

KAUL, 1966; QUADRY e ZAFAR, 1978; PANDEY et aI., 1983; HUSSAIN e DEENI, 

1991; JAIN et aI., 1998; SAMYe IGNACIMUTHU, 2000). 

Segundo Oladumoye, Adetuyi e Akinyosoye (2007), um dos prováveis 

mecanismos da ação antibacteriana de extratos aquosos e alcoólicos das folhas de 

S. occidentalis se deve ao rompimento da célula microbiana, com conseqüente 

vazamento de íons sódio e potássio. 

Ali et aI. (1999) detectaram a presença de componentes fenólicos no extrato 

metanólico de S. occidentalis, o qual apresentou atividade contra o desenvolvimento 

dos seguintes microrganismos, em ordem de importância: A niger, C. albicans, E. 

coli e S. aureus. No entanto, não foi observada uma atividade satisfatória contra P. 

aeruginosa. A S. occidentalis também não demonstrou relevante atividade 

antibacteriana específica para Propionibacterium acnes e Staphylococcus 

epidermidis, agentes etiológicos da acne vulgaris (CHOMNAWANG ~t aI., 2005). 

A propriedade antifúngica da S. occidentalis está se mostrando ser muito 

promissora. Segundo Caceres et aI. (1991 e 1993), a planta inibiu o crescimento de 

dermatófitos, fungos de elevada resistência que freqüentemente causam infecções 

de pele nos países em desenvolvimento. Exceto contra o Microsporum canis, o 

infuso das folhas apresentou ação inibitória de Epidermophyton floccosum, 

Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes (variantes algodonosa e 

granular') e Trichophyton rubrum. Já o extrato hidroalcoólico das raízes apresentou 

ação inibitória de E. floccosum e T. rubrum. 

A atividade antimicrobiana da S. occidentalis é bastante atribuída as suas raízes. 

Estudos mostram que o decocto da raiz foi capaz de inibir a proliferação de E. coli e 

Salmonella typhi, importantes bactérias envolvidas nas boas práticas de produção de 

alimentos. A fração de emodina isolada do extrato hidroalcoólico das raízes 

demonstrou melhor atividade contra as bactérias Gram-positivas, S. aureus e 

Bacillus subtilis, em comparação com as bactérias Gram-negativas, E. coli e 

Klebsiella pneumoniae (ANESINI e PEREZ, 1993; PEREZ e ANESINI, 1994; 

EVANS, BANSO e SAMUEL, 2002; CHUKWUJEKWU et aI., 2006). 
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2.1.5. Outras propriedades farmacológicas da Senna occidentalis 

Além de possuir potencial antimicrobiano, como foi mencionado anteriormente, 

muitas outras atividades biológicas da S. occidentalis já foram comprovadas e 

algumas delas serão descritas a seguir. 

Apesar de estudos in vivo mostrarem que a administração da S. occidentalis 

pode causar alterações hematológicas e histopatológicas, indicando algum nível de 

toxicidade no seu uso, diversos trabalhos revelam que as suas folhas apresentam 

um grande potencial farmacológico. Elas podem atuar como antiinflamatório, 

hipotensor, relaxante muscular, antiespasmódico, estimulante fraco do útero, 

vasoconstritor, inibidor da hemólise e inibidor da peroxidação lipídica. Além das 

folhas, alguns constituintes isolados da raiz e do caule apresentaram atividade 

antiinflamatória e antiplaquetária (FENG et aI., 1962; SADIQUE et aI. , 1987; KUO et 

aI. , 1996; MUYIBI, OLORODE e ONYEYIU, 2000). 

Segundo Swanston-Flatt et aI. (1989), a propriedade antidiabética da S. 

occidentalis não foi evidenciada. Já a sua atuação no fígado mostrou-se relevante 

em muitos trabalhos, havendo grande habilidade em proteger o fígado de toxinas, 

reparar prejuízos do órgão e normalizar enzimas e processos hepáticos (SETHI e 

SHARMA, 1978; SUBBARAO e GUPTA, 1976; SARAF et aI., 1994; JAFRI et aI., 

1999; SHARMA et aI., 1999). 

Por ser rica em componentes antraquinônicos, os quais possuem comprovada 

ação catártica, a S. occidentalis é uma planta que apresenta propriedade laxante. No 

entanto, foi determinado que o conteúdo de antraquinônicos e a potência catártica in 

vivo são menores que a sene [Senna angustifolia (Vahl) Batka; sino Cassia senna L., 

Senna acutifolia (Delile) Batka, Senna alexandrina Garsault], espécie mais 

conhecida do gênero Cassia pelo seu uso como forte purgativo e utilizada como 

droga padrão (ELUJOBA et al.,1989). 

Em estudos com humanos, a S. occidentalis demonstrou atividade contra o vírus 

da hepatite B, porém, o extrato hidroalcoólico da planta não apresentou atividade 

antiviral relevante em protocolos in vitro utilizando Poliovirus, Coxsackie, Semliki, 

Rubeola vírus e Vesiculovirus, somente uma fraca atividade contra Herpes simplex. 

Além disso, não foram observad.os efeitos citotóxicos in vitro e antitumorais in vivo 

no uso dessa planta (SAMA et aI. ,1976; JAIN et aI. ,1998). 
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Mais tarde, foi evidenciada a capacidade da S. occidentalis em inibir carcinógeno 

in vitro, mutagenicidade in vivo e a propriedade imunoestimulante e protetora de 

imunossupressão induzida (SHARMA et aI., 1999 e 2000; BIN-HAFEEZ et aI., 2001). 

Em um estudo sobre a atividade tóxica de espécies vegetais do Amazonas às larvas 

do microcrustáceo Arlemia franciscana, ensaio in vitro que possui uma correlação 

positiva entre a letalidade das larvas e a atividade antitumoral, mostrou que o extrato 

metanólico de folhas de S. occidentalis teve uma baixa atividade, enquanto o infuso 

das folhas apresentou atividade citotóxica relevante (ANDERSON et aI., 1991; 

QUIGNARD et aI., 2003). No screening da atividade tóxica de extratos vegetais para 

células tumorais humanas de mama (MCF-7), pulmão (H-460) e sistema nervoso 

central (SF-268) o extrato etanólico de S. occidentalis apresentou atividade seletiva 

para a linhagem de câncer de mama (CALDERÓN et aI., 2006). 

Segundo Yen, Chen e Duh (1998), os extratos de sementes de S. occidentalis 

preparados em metanol demonstraram atividade antioxidante in vitro, a qual não foi 

observada utilizando extratos de sementes em n-hexano e acetato de etila. Neste 

estudo também foi verificada uma relevante atividade antioxidante do extrato 

metanólico de sementes da espécie Cassia tora e de sua fração emodina. Em uma 

aplicação cosmetológica, diversas espécies de Cassia, incluindo a S. occidentalis, 

foram empregadas por Seiyaku (1994) para a formulação de um creme com 

propriedades antioxidantes e clareadoras da pele. O guia AVRDC (2003) reporta que 

o broto de S. occidentalis é rico em vitamina C e beta-caroteno, podendo atuar como 

alimento funcional com propriedade antioxidante. 

Apesar da planta fresca não ter apresentado resultado positivo como repelente 

de mosquitos, estudos mostraram que a S. occidentalis apresenta propriedade 

inseticida contra espécies de triatomíneos, insetos vetores da doença de Chagas. 

Além disso, o óleo fixo extraído das sementes diminuiu a aderência dos ovos e levou 

à mortalidade das larvas de Callosobruchus maculatus, um inseto encontrado com 

freqüência em grãos estocados. Neste caso, esta toxicidade foi atribuída aos ácidos 

linoleico, oleico e esteárico das sementes (SCHMEDA-HIRSCHIMANN et aI., 1992; 

LlENARD et aI., 1993; PALSSON e JAENSON, 1999). 

Em vista do uso popular da S.occidentalis no controle de doenças tropicais, 

especialmente em regiões da África e da Amazônia, estudos in vitro e in vivo 

comprovaram a atividade inibitória do Plasmodium, agente etiológico da malária. 

Tendo aplicação veterinária na África como anti-helmíntica, a S.occidentalis também 
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mostrou uma atividade ascaricida apreciável em avaliações in vitro (GASQUET et 

aI., 1993, TONA et ai., 2001 e 2004, PETER; DEOGRACIOUS, 2006). 

2.1.6. Toxicidade da Senna occidentalis 

A S. occidentalis é uma erva daninha que cresce com freqüência em áreas de 

pastagens e plantações. Muitos casos de intoxicação de animais de criação que a 

ingeriram acidentalmente foram reportados no leste do Texas, após a primeira morte 

súbita. A toxicidade dessa planta para animais é abordada em uma vasta literatura e 

suas sementes são incriminadas como a causa do aparecimento de doenças 

miodegenerativas nos mesmos, podendo ocasionar grandes prejuízos econômicos 

para a pecuária (PIERCE e O'HARA, 1967; ROGERS, GIBOSON e REICHMANN, 

1979; BARTH et ai., 1994). 

A semente da S.occidentalis possui tamanho e densidade similar à maioria dos 

grãos de cultivo, por isso, é grande o risco de contaminação de rações animais com 

a mesma. Diversos estudos visam desenvolver sistemas para controlar a 

contaminação das plantações, no entanto, os mesmos apresentam alto custo e não 

são completamente efetivos (SCHMITZ e DENTON, 1977; TEEN et aI., 1980; 

BOYETTE et aI., 1993; KEETON et aI., 1996). 

Os efeitos da intoxicação com a S.occidentalis já foram observados em diversas 

espécies animais que ingeriram diferentes partes da planta e incluem lesões no 

fígado, alterações histopatológicas nos rins, degenerações nas musculaturas 

esquelética e cardíaca, perda de peso e morte (HENSON e DOLLAHITE, 1966; 

MERCER et ai., 1967; O'HARA, PIERCE e READ, 1969; COLVIN et aI., 1986; 

BARROS et ai., 1999). Segundo Hueza et ai. (2007), a degeneração da musculatura 

esquelética é a lesão predominantemente encontrada, tanto na intoxicação natural 

quanto na experimental. Estudos realizados com frangos de corte demonstraram que 

a principal conseqüência nesses animais é a miopatia degenerativa do miocárdio e 

um grande impacto no sistema imune, principalmente na bursa de Fabricius 

(GRAZIANO et ai., 1983; GONZALES et ai., 1994; CALORE et aI., 1997; SILVA et 

ai., 2003). 

Os quadros de intoxicação com a S. occidentalis já foram avaliados em gado e 

ovinos (DOLAHITE e HENSON, 1965); aves (SIMPSON, DAMRON e HARMS, 1971; 

FLORY et aI., 1992); cavalos (MARTIN et ai., 1981; IRIGOYEN et aI., 1991); 
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caprinos (SULlMAN e SHOMMEIN, 1986); suínos (MARTINS et aI., 1986); vitela 

(FAZ, GOICOCHEA e RUANO, 1998); coelhos (TASAKA et aI., 2000) e ratos 

(CALORE et aI. , 2000). 

A literatura mostra que as toxoalbuminas (MOUSSU, 1925), os alcalóides (KIM et 

aI., 1971) e as antraquinonas (KEAN et aI., 1971) são considerados os possíveis 

responsáveis pela toxicidade das sementes de S. occidentalis. O'Hara e Pierce 

(1974) propõem como mecanismo de ação da intoxicação o desacoplamento da 

fosforilação oxidativa. Mas segundo Hebert et aI. (1983), a toxina ou mecanismo de 

ação que acarreta em miodegeneração ainda não foi definitivamente identificado e 

sugere tratar-se de uma molécula polar de natureza proteinácea. De acordo com 

Haraguchi et ai. (1998), a diantrona é um dos principais constituintes tóxicos das 

sementes, sendo responsável pela promoção da miopatia mitocondrial. 

As informações sobre a toxicidade da S. occidentalis para humanos são 

escassas. A ingestão de pequena quantidade das vagens pode não ter qualquer 

efeito prejudicial para um adulto, no entanto, pode ser fatal para uma criança. Uma 

significante associação da síndrome da encefalopatia infantil com a intoxicação pela 

planta foi demonstrada. Esta doença tornou-se recorrente e com características 

anuais e sazonais na índia, mas as investigações não detectaram um agente viral. 

Os achados histopatológicos apontaram para uma fitotoxina como possível causa, 

sendo isto relacionado à freqüentes incidentes com crianças indianas pouco 

supervisionadas que comeram certas sementes e frutas, havendo mortes de 

crianças que consumiram sementes mais tarde identificadas como Senna 

occidentalis (VASHISHTA et ai., 2007). 

Um estudo revelou que não existe qualquer risco toxicológico aos consumidores 

da bebida preparada com as sementes de S. occidentalis para substituir o café, pois 

além da água não ser capaz de extrair a toxina, o fator tóxico das sementes é 

eliminado pelo procedimento usual de torrefação. Foi verificado que, com exceção 

dos ftatos, a torrefação provoca um decaimento significativo do nível de proteínas, 

carboidratos, fenóis totais e taninos (MEDOUA e MBOFUNG, 2006). 
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2.2. Cosméticos e agentes conservantes 

Embora seja largamente difundida a idéia de que os produtos cosméticos 

constituem um privilégio apenas de sociedades ricas, alguns dados indicam que eles 

se originaram de uma herança de culturas indígenas e classes populares, no 

entanto, tais pesquisas de campo são muito negligenciadas nos estudos 

etnobiológicos e etnofarmacêuticos atuais (TAMMARO e XEPAPADAKIS, 1986; 

VIGUERAS e PORTILLO, 2001). 

Nos sistemas de conhecimento popular, os cosméticos e os produtos medicinais 

destinados ao tratamento de doenças da pele são freqüentemente percebidos como 

dois pólos similares, sendo muito difícil desenvolver uma distinção clara entre eles 

(PIERONI et ai., 2004). 

Enquanto as drogas são componentes usados para o tratamento e prevenção de 

doenças ou têm a intenção de afetar uma função fisiológica ou estrutural do corpo, 

os cosméticos são rotulados como substâncias que limpam ou realçam a aparência 

da pele sem benefícios terapêuticos. Desse modo, os cosmecêuticos representam 

híbridos entre drogas e produtos cosméticos, com a função de melhorar tanto a 

saúde quanto à beleza da pele, por meio de aplicação externa (ELSNER e 

MAIBACH, 2000; MILLlKAN, 2001). 

Como no caso dos alimentos funcionais, os quais são consumidos devido aos 

seus benefícios específicos à saúde, os cosmecêuticos estão entre os fármacos 

para doenças de pele e os cosméticos. No entanto, eles são muito mais difíceis de 

serem definidos, porque o conceito de melhorar o valor estético do corpo pode 

mudar consideravelmente numa mesma cultura (ETKIN, 1996). 

Segundo a definição da RDC n.o 211 de 14 de julho de 2005 (AGÊNCIA 

NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2005) os produtos de higiene pessoal, 

cosméticos e perfumes são preparações constituídas por substâncias naturais ou 

sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema 

capilar, unhas, lábios, órgãos genitais externos, dentes e membranas mucosas da 

cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpá-los, perfumá-los, alterar 

sua aparência e/ou corrigir odores corporais e/ou protegê-los ou mantê-los em bom 

estado. 

Em função da probabilidade de ocorrência de efeitos não desejados, esses 

produtos são classificados por esta resolução como Grau 1 ou Grau 2. Produtos 
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Grau 1 são aqueles que possuem propriedades básicas ou elementares e portanto, 

não requerem comprovação inicial de suas propriedades e informações detalhadas 

sobre o seu uso. Produtos Grau 2 são aqueles que possuem indicações específicas, 

exigindo comprovação de segurança e/ou eficácia, bem como informações 

detalhadas que incluem cuidados, modo de uso e restrições. 

Diversos estudos científicos mostram que alguns componentes utilizados na 

formulação de cosméticos podem ocasionar reações de hipersensibilidade ao 

usuário. Segundo um estudo conduzido por Groot et aI. (1988), os conservantes de 

cosméticos são os ingredientes responsáveis pela maior parte das alergias em 

pacientes sofrendo dermatites de contato, seguidos das fragrâncias e dos 

emulsificantes. 

Conforme a RDC n. o 162 de 11 de setembro de 2001 (AGÊNCIA NACIONAL DE 

VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2001) conservantes são substâncias que apresentam a 

finalidade primária de preservar os produtos de danos e/ou deteriorações causados 

por microrganismos durante sua fabricação e estocagem, bem como proteger o 

consumidor de contaminação inadvertida durante o uso. 

O efeito antimicrobiano desejado pelo uso de um agente conservante é dirigido 

às células microbianas, ocorrendo um ou mais dos seguintes princípios gerais: 

desnaturação de enzimas e proteínas de membrana (álcoois); alteração química de 

enzimas e DNA (aldeídos); oxidação de enzimas e proteínas de membrana (ozônio, 

H20 2, compostos halogênicos); distúrbio da função da membrana (ácidos orgânicos) 

e destruição da membrana celular (álcoois e tensoativos) (IBARRA e JONHSON, 

2008). 

Devido ao fato de os agentes conservantes serem substâncias intrinsecamente 

tóxicas, a resolução mencionada acima também determina uma lista de substâncias 

e suas concentrações autorizadas para o uso na conservação de produtos. 

Atualmente, o conceito de "natural" tomou-se decisivo para o desenvolvimento de 

novos agentes ativos que sejam mais aceitos pelas estruturas biológicas em relação 

aos componentes sintéticos. No caso dos agentes conservantes, substâncias com 

propriedade antimicrobiana podem ser conseguidas com base nos mecanismos 

químicos de defesa da natureza. 

As fitoalexinas são substâncias produzidas pelas plantas para serem utilizadas 

na sua defesa contra bactérias e fungos. Numerosas fitoalexinas já foram 

identificadas, tais como, peróxido de hidrogênio, terpenóides, ácidos aromáticos, 
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ácidos graxos oxigenados, álcoois alifáticos e polióis; porém, muitos destes 

compostos não são adequados para o uso em cosméticos. Identificar agentes 

conservantes derivados da natureza é uma tarefa complexa, pois além da 

efetividade, eles devem ter um perfil toxicológico compatível e disponibilidade 

(IBARRA e JOHNSON, 2008). 

2.3. Atividade antimicrobiana 

2.3.1. Microrganismos padrões farmacêuticos 

Os microrganismos patogênicos de interesse no controle de qualidade de 

produtos farmacêuticos, cosméticos e alimentícios variam de acordo com as 

matérias-primas empregadas, o tipo de produto, a via de administração e as boas 

práticas de fabricação adotadas. Conforme consta nos códigos de farmácia, os 

principais microrganismos utilizados no teste de eficácia de conservantes de 

cosméticos são: Escherichia co/i, Staphy/ococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 

Burkho/deria cepacia, Candida a/bicans e Aspergillus niger. Assim, algumas 

características desses microrganismos serão descritas a seguir. 

Os bacilos Gram-negativos pertencentes à família Enterobacteriaceae são as 

bactérias isoladas com mais freqüência em amostras biológicas. Distribuídos 

amplamente na natureza, esses microrganismos são encontrados no solo, na água, 

nas plantas e no trato intestinal de seres humanos e animais. A E. colí é um bacilo 

Gram-negativo de origem entérica que pode originar-se de contaminação aquosa, 

estando transitoriamente associado à flora residente, dependendo dos hábitos de 

higiene. Clinicamente, este é um dos microrganismos mais comuns em septicemias 

e em choque induzido por endotoxinas. Geralmente, as infecções com esta bactéria 

acometem feridas, o trato urinário e os pulmões, podendo ocasionar quadros de 

pneumonia em pacientes imunossuprimidos e meningite em neonatos. Certas cepas 

podem causar enterite ou gastrenterite por mecanismos diferentes e síndromes 

distintas (KONEMAN et a/., 2001; PINTO, KANEKO e OHARA, 2003). 

As bactérias Gram-positivas, especialmente os cocos, também são 

microrganismos isolados com freqüência de amostras biológicas. Essas bactérias 

são amplamente distribuídas na natureza e como habitantes comensais da pele, 

mucosas e outros sítios corpóreos dos seres humanos e animais. O S. aureus é um 
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coco Gram-positivo pertencente à família Micrococcaceae e considerado um 

importante indicador de manipulação inadequada. Este microorganismo pode ser 

encontrado nas narinas anteriores de 20 a 40% nos adultos. Outros sítios de 

colonização incluem as pregas cutâneas, o períneo, as axilas e a vagina. Embora o 

S. aureus faça parte da microbiota humana normal, estando em condições 

apropriadas ele pode produzir infecções oportunistas. Os processos infecciosos 

variam desde infecções cutâneas crônicas relativamente benignas até infecções 

sistêmicas parcialmente fatais. As toxinas estafilocócicas são responsáveis pela 

necrose epidérmica tóxica e pela síndrome do choque tóxico. Algumas cepas podem 

produzir infecções alimentares, devido à elaboração de exotoxinas durante sua 

proliferação em alimentos (KONEMAN et aI., 2001). 

Os bacilos Gram-negativos aeróbios e não formadores de esporos pertencentes 

ao gênero Pseudomonas são os principais microrganismos encontrados em água 

purificada contaminada. Estes microrganismos apresentam necessidade nutricional 

reduzida, o que possibilita a multiplicação neste tipo de água. A P. aeruginosa é o 

pseudomonídeo mais isolado de amostras clínicas. As infecções com esta bactéria 

geralmente são observadas em sítios onde existe tendência ao acúmulo de 

umidade, como no trato urinário, no trato respiratório inferior e em quadros de úlcera 

córnea. Ela é também freqüentemente associada a infecções provocadas por 

produtos tópicos contaminados, como pomadas e colírios, sendo responsabilizada 

por casos de infecção ocular grave e até perda de visão (KALLlNGS et ai., 1966; 

WOLVEN e LEVEINSTEIN, 1969; COOKSON e MORGAN, 1972). 

A Burkholderia cepacia é um bacilo Gram-negativo não fermentador da lactose, 

anteriormente incluído no gênero Pseudomonas. O novo gênero, Burkholderia, foi 

definido em 1992, devido às características genéticas particulares desses 

microrganismos. Estudos taxonômicos da espécie B. cepacia determinaram que ela 

possui ao menos cinco subespécies, sendo assim denominada de complexo B. 

cepacia. Trata-se de um frtopatógeno associado à putrefação dos bulbos de cebola e 

isolado com freqüência de fontes d'água e superfícies úmidas. Pode causar 

infecções oportunistas ao homem, em particular naqueles pacientes com doença 

granulomatosa crônica e fibrocística, possuindo grande capacidade de se espalhar 

entre os pacientes e levar a bacteremia fatal. Alguns trabalhos mostram que essa 

bactéria já foi isolada de produtos cosméticos, soluções anti-sépticas, detergentes e 

líquidos endovenosos, provavelmente devido à contaminação da água de produção 
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industrial (SPELLER, STEPHENS e VIANT, 1971; BURNS e SAIMAN, 1991; 

KONEMAN et aI., 2001; SPEERT, 2001). 

A C. albicans é a levedura isolada com maior freqüência de amostras biológicas, 

sendo encontrada como um agente colonizador habitual da pele e mucosas 

humanas e animais. Em média, 25 a 30% dos indivíduos são portadores de C. 

albicans na cavidade oral, 50% no trato gastrintestinal e 30% das mulheres têm 

colonização vaginal em algum momento, o qual é particularmente prevalente durante 

a gravidez. Este é um microrganismo oportunista, podendo causar infecções na pele, 

boca, estômago e vagina. A produção de fosfolipase é o fator que provoca dano à 

célula epitelial. Além disso, as espécies de Candida são responsáveis por grande 

parte das infecções nosocomiais, onde a C. albicans é a mais freqüente, estando 

presente em 50 a 70% de todas as infecções invasivas. As infecções hospitalares 

com este agente se devem a diversos fatores, como o tratamento com 

antimicrobianos de amplo espectro e conseqüente desenvolvimento de resistência 

pelo fungo e o uso de procedimentos que apresentam risco de contaminação, como 

nutrição parenteral, cateteres intravenosos, entubação endotraqueal e outros. A 

maior freqüência ocorre em pacientes com predisposição de base, como em 

neonatos e em casos de patologia oncológica, quimioterapia, terapias 

imunossupressoras e pacientes submetidos a cirurgias de grande porte 

(CHAKRABARTI, NAVAK e TALWAR, 1991; KONEMAN et ai., 2001; ZARDO e 

MEZZARI,2004). 

Os aspergilos constituem um grupo de fungos filamentosos hialinos de 

crescimento rápido e que usualmente provocam infecções oportunistas em 

humanos. Estes fungos produzem conídios, estruturas amplamente distribuídas no 

solo, vegetais em decomposição e em uma variedade de matérias orgânicas. A. 

niger é um bolor comumente encontrado no meio ambiente e também um dos fungos 

mais isolados em pacientes hospitalizados. As doenças que podem ser causadas 

por este microrganismo são: queratite micótica, otomicose e infecções sinusais e 

respiratórias por inalação de pó contaminado com conídios (KONEMAN et aI., 2001). 
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2.3.2. Técnicas in vitro para a avaliação da atividade antimicrobiana 

Não existe um método padronizado para expressar os resultados de testes 

antimicrobianos de produtos naturais. As variações referentes à determinação da 

concentração mínima inibitória (MIC) de extratos de plantas podem ser atribuídas a 

inúmeros fatores, tais como a técnica empregada, a cepa do microrganismo, a 

origem da planta, a época da coleta, a utilização da planta fresca ou seca, a 

concentração testada, etc (OSTROSKY et aI., 2007). 

O teste de difusão em ágar, também chamado de difusão em placas, é um 

método aceito pelo FDA (Food and Drug Administration) e estabelecido como padrão 

pelo NCCLS (National Committe for ClinicaI Laboratory Standards). Trata-se de um 

método físico no qual o microrganismo é desafiado contra uma substância 

biologicamente ativa, empregando-se um meio de cultura sólido. Este método 

relaciona o tamanho da zona de inibição de crescimento do microrganismo com a 

concentração da substância ensaiada, em comparação com um controle positivo. Os 

microrganismos podem então ser classificados como sensíveis, moderadamente 

sensíveis e resistentes. A necessidade do emprego de microrganismos aeróbios ou 

aeróbios facultativos de crescimento rápido é uma limitação do teste de difusão 

(BARRY e THORNSBERRY, 1991; THORNSBERRY, 1991; COLLlNS, 1995; 

MADIGAN, MARTINKO e PARKER, 2000; PINTO, KANEKO e OHARA, 2003). 

Segundo Pinto, Kaneko e Ohara (2003), as técnicas utilizadas para aplicação das 

amostras no meio de cultura sólido podem ser: disco de papel, perfuração no ágar 

ou cilindros de aço inoxidável ou vidro. 

Nos estudos sobre a avaliação da atividade antimicrobiana de produtos naturais, 

o uso do disco de papel se mostrou ser a técnica mais comum, sendo descrita em 

diversos trabalhos (SHRIMALI et aI., 2001; TSHINBANGU et aI., 2002; BARBOUR et 

aI., 2004; JEEVAN RAM et aI., 2004; VORAVUTHIKUNCHAI et aI., 2004; 

SHUNYING et aI., 2005; TADEG et aI., 2005; SINGH et aI, 2005). 

No entanto, conforme a literatura indica, o emprego das demais técnicas também 

se aplica à avaliação de produtos naturais (RAHUA et aI., 2000; OKEKE et aI., 2001; 

MOODY, ADEBIYI e ADENIYI, 2004; COELHO DE SOUZA et aI., 2004; OKOLl e 

IROEGBU, 2004). 

O método da diluição em meio líquido também pode ser utilizado para a 

avaliação de atividade antimicrobiana. Este método considera a relação entre a 
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proporção do crescimento microbiano e a concentração da substância ensaiada, por 

meio da medida da densidade óptica resultante da turbidez do caldo. Ele fornece 

resultados quantitativos e não é influenciado pela velocidade de crescimento dos 

microrganismos (THORNSBERRY, 1991; COLLlNS, 1995; PINTO, KANEKO e 

OHARA, 2003). 

A técnica da macrodiluição é considerada bastante laboriosa porque requer 

grande quantidade de meio líquido, tubos de ensaio, amostra, espaço e tempo. Além 

disso, gera uma grande quantidade de resíduos (SAHM e WASHINGTON, 1991; 

ZGODA e PORTER, 2001). 

A avaliação da atividade antimicrobiana de extratos vegetais empregando uma 

técnica de microdiluição foi desenvolvida inicialmente por Eloff (1998). Em 

comparação com a macrodiluição, esta técnica apresenta uma série de vantagens, 

como o uso de pequena quantidade de meio de cultura e amostra, sensibilidade, 

reprodutibilidade e robustez. No entanto, esta técnica tem como inconveniente a 

adesão de células microbianas na base do poço da microplaca, além das 

desvantagens inerentes ao método de diluição, ou seja, interferência da coloração 

da amostra e ocorrência de precipitação ou complexação de substâncias da amostra 

quando em contato com o meio de cultura. Assim, algumas adaptações da técnica 

da microdiluição e o emprego de controles estão sendo utilizados com êxito por 

alguns pesquisadores (KHAN e KATIYAR, 2000; SIMIÉ et a/., 2004; SUFFREDINI et 

a/., 2004; RAHMAN eta/., 2005; DUPONT eta/., 2006). 

2.3.3. Condições experimentais para a avaliação da atividade 

antimicrobiana in vitro 

Os métodos de difusão em placas e de diluição em meios líquidos podem estar 

sujeitos à influência de diversos fatores, havendo a necessidade de uma 

padronização rigorosa das condições experimentais e de execução do teste 

(MADIGAN, MARTINKO e PARKER, 2000). 

Primeiramente, os meios destinados para a cultura dos microrganismos devem 

proporcionar um crescimento adequado e não conter substâncias antagônicas à 

atividade antimicrobiana em estudo (PINTO, KANEKO e OHARA, 2003). 

O meio MüI/er Hinton (MH) mostrou ser o mais utilizado na maioria dos estudos 

sobre susceptibilidade de bactérias a produtos naturais (JETTY e IYENGAR, 2000; 
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CHATTOPAOHYAY et a/., 2001 e 2002; FERESIN et a/., 2001; SCAZZOCCHIO et 

a/., 2001; CARVALHO et a/., 2002; CORTEZ et a/., 2002; HAMILL et a/., 2003; 

CHANORASEKARAM e VENKATESALU, 2004). 

Na avaliação da atividade de extratos naturais contra fungos, os meios de cultura 

comumente empregados são: ágar Sabouraud dextrose (SOA) e caldo Sabouraud 

dextrose (SOB) (MEHMOOD et a/., 1999; IROBI e ADEDAYO, 1999; RAJANI et a/., 

2002); ágar batata dextrose (PDA) (KARAMAN et a/., 2003); Bacto Yeast 

Morph%gy Agar (RABANAL et a/., 2002) e caldo de levedura (ZGODA e PORTER, 

2001). 

O pH do meio é um importante parâmetro do sistema, devendo ser compatível 

com o crescimento microbiano e com a atividade e a estabilidade das amostras. 

Além disso, as condições de disponibilidade de gás também podem influenciar na 

multiplicação, conforme o metabolismo do microrganismo desafia nte , ou seja, 

aeróbico, anaeróbico ou facultativo (LI-CHANG, YUE-WEN e CHENG-CHUN, 2005; 

OSTROSKY,2007). 

A preparação do inóculo deve ser feita a partir de quatro ou cinco colônias da 

cultura do microrganismo, evitando-se a seleção de uma cepa variante atípica. Após 

o crescimento em caldo nutriente, este deve ser diluído de acordo com a escala 

McFarland. Alternativamente, o inóculo pode ser ajustado fotometricamente ou por 

diluição padronizada, se a densidade das culturas for razoavelmente constante. A 

padronização da quantidade do inóculo deverá ser estabelecida para cada método 

desenvolvido. No teste de susceptibilidade do Staphy/ococcus à meticilina, por 

exemplo, esse padrão deve ser de 106 UFC no método de difusão em placas e de 

105 UFC no início do período de incubação de meios líquidos (SAHM e 

WASHINGTON 11,1991; COLLlNS, 1995; SUTTON, 2006). 

Um quimioterápico padrão deve ser empregado como controle positivo do teste e 

o solvente utilizado para a dissolução da amostra não poderá inibir o crescimento do 

microrganismo, devendo ser considerado como o controle negativo do teste 

(ANDREWS, 2001; MACGOWAN e WISE, 2001). 

Por fim, a temperatura de incubação deve ser feita a 35-37 °C para o crescimento 

de bactérias e a 25-27 °C para o crescimento dos fungos. No método de difusão, as 

placas devem ser incubadas em estufa com temperatura homogênea. Para a técnica 

da macrodiluição, as condições de crescimento devem ser semelhantes em todos os 

tubos de ensaio, devendo-se empregar temperatura e agitação constantes 
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(COLLlNS, 1995; KARAMAN et aI., 2003; SPRINGFIELD et aI., 2003; 

CHANDRASEKARAN e VENKATESALU, 2004). 

2.4. Atividade tóxica e métodos in vitro para a sua avaliação 

Nos últimos anos, os protestos contra o uso de animais de laboratório em 

estudos toxicológicos foram mais significativos e intensos. As pressões, tanto 

humanas quanto econômicas para a substituição dos testes in vivo levaram ao 

desenvolvimento acentuado de novas metodologias, como o emprego de culturas de 

células e de tecidos, ensaios químicos e físicos, tecidos simulados, fluídos 

corpóreos, organismos inferiores, simulações em computador e modelos mecânicos 

e matemáticos (FRESHNEY, 2000; PINTO, KANEKO e OHARA, 2003). 

A realização de ensaios alternativos na avaliação da segurança de produtos 

farmacêuticos e cosméticos é muito mais abrangente do que a simples substituição 

do uso de animais. Ela inclui também como importantes questões a redução da 

quantidade de animais nos protocolos experimentais e o refinamento das técnicas, a 

fim de minimizar o sofrimento. Estes princípios estão baseados no conceito dos 3R's 

.replacement, reduction and refine - definido por William Russell e Rex Burch, em 

1959 (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2003). 

Os métodos in vitro oferecem uma série de vantagens. Eles podem ser utilizados 

em estágios iniciais do desenvolvimento de fármacos, requerem uma pequena 

quantidade de amostra e reduzem drasticamente o uso de animais de laboratório. 

Para muitos casos, o emprego de culturas primárias de células humanas de 

diferentes Ólgãos-alvo pode prover uma informação direta sobre os efeitos 

potenciais, o que pode ser relevante cientificamente (DOYLE e GRIFFITHS, 2000). 

O monitoramento dos efeitos sistêmicos e fisiológicos in vitro é difícil, visto que a 

toxicidade é um evento muito complexo. Assim, a maioria desses testes determina 

os efeitos em nível celular. As definições de citotoxicidade variam dependendo da 

natureza do estudo e do efeito resultante, podendo ser uma alteração no 

metabolismo celular ou a morte da célula (FRESHNEY, 2000). 

Os experimentos sobre a citotoxicidade são delineados para determinar a 

máxima concentração não tóxica (MNTC) de um fármaco, isto é, a concentração 

mais elevada que é compatível com a sobrevivência celular. Os dados de toxicidade 
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são expressos como IC10 e ICso, ou seja, a concentração que causa 10 e 50% de 

morte celular (DOYLE e GRIFFITHS, 2000). 

A qualidade e a especificidade dos dados gerados pelos modelos in vitro 

dependem de diversos fatores, como o uso de um sistema biológico que reproduza o 

comportamento metabólico do órgão envolvido com o efeito do xenobiótico; a 

escolha de parâmetros apropriados para avaliar o efeito tóxico in vitro e o correto 

delineamento experimental que resulte em dados que possam predizer os efeitos 

potenciais in vivo (CASTELL e GÓMEZ-LECHÓN, 1992; CASTELL et aI., 1997). 

Segundo Majmudar e Smith (1998), populações celulares relativamente bem 

definidas de queratinócitos, melanócitos, células de Langerhans, fibroblastos e 

sebócitos podem ser isoladas da pele humana e utilizadas para testes de atividade 

biológica de vários compostos medicamentosos e cosméticos. Os fibroblastos são as 

células mais populosas da derme e largamente utilizadas em cultura celular, devido 

à alta capacidade de crescimento e vigor, quando comparadas com outras 

linhagens. Eles possuem formato alongado e terminações pontiagudas, tendo como 

principal função a síntese das proteínas da matriz celular (colágeno, fibronectina, 

elastina e proteoglicanas), bem como das enzimas de degradação dessas proteínas 

(colagenase, elastase e outras metaloproteinases). 

Os parâmetros mais utilizados para detectar a citotoxicidade consistem na 

análise da célula quanto à morfologia, viabilidade, adesão, proliferação, prejuízo na 

membrana, absorção ou incorporação no material genético e efeitos metabólicos 

(DOYLE e GRIFFITHS, 2000). 

Os testes de viabilidade celular fomecem informações quanto a respostas 

imediatas ou curtas, tais como alterações na permeabilidade da membrana ou 

perturbações em um caminho metabólico específico e medem a proporção de 

células viáveis após o procedimento traumático. A ruptura da integridade da 

membrana é determinada pela entrada de um corante ao qual a célula é geralmente 

impermeável, como o trypan blue, ou a liberação de um corante normalmente 

adquirido e retido por células viáveis, como o neutral red (FRESHNEY, 2000). 

A alteração na permeabilidade da membrana celular também pode levar a um 

extravasamento de enzimas citoplasmáticas ao meio de cultura, constituindo um 

parâmetro de primeira escolha para uma avaliação rápida e sensível da 

citotoxicidade. Os testes empregando sais tetrazólio, como MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazólio), por exemplo, baseiam-se 
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na conversão destes sais pela enzima mitocondrial succinato-desidrogenase - com o 

requerimento de NADH celular - em produtos coloridos. Esses testes são os mais 

usados para a avaliação da toxicidade em células. Assim, o princípio da técnica 

empregando o sal MTS é a biorredução deste sal pelas enzimas desidrogenases das 

células ainda ativas, em um produto denominado formazana, que é solúvel no meio 

de cultura e absorve fortemente a 490 nm. Portanto, a quantidade de formazana 

detectada é diretamente proporcional ao número de células vivas em cultura 

(DOYLE e GRIFFITHS, 2000; PROMEGA CORPORATION, 2001). 

Embora os testes de toxicidade in vitro ainda não possam substituir 

completamente os testes in vivo, eles podem fornecer informações úteis quanto aos 

aspectos que influenciam o crescimento ou a sobrevivência celular. Além disso, 

estudos mostram a existência de uma correlação entre a toxicidade aguda in vitro e 

in vivo, a qual possibilita estimar as doses iniciais para os testes in vivo, diminuindo 

consideravelmente o número de animais (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 

2001; LOPES, 2003). 

2.5. Atividade antioxidante 

2.5.1. Radicais livres e substâncias antioxidantes 

Toda espécie química que apresenta em sua estrutura um ou mais elétrons 

desemparelhados possui alta reatividade e é definida como radical livre. Na 

natureza, o oxigênio no estado fundamental (02) e o óxido de nitrogênio (NO) são 

importantes substâncias capazes de gerar radicais livres. O superóxido (02--), o 

peróxido de hidrogênio (H20 2) e o radical hidroxila (OH-) são espécies reativas do 

oxigênio (ROS) que podem ser originadas por absorção de energia, transferência de 

elétrons ou redução unieletrônica do oxigênio à água. O peróxido de hidrogênio 

apresenta uma alta capacidade de atravessar as membranas celulares. Quando este 

composto recebe um elétron em sua estrutura, origina o radical hidroxila, que é uma 

das espécies radicalares mais reativas que existem. Para se estabilizarem, os 

radicais livres devem doar ou receber elétrons de outra molécula, tornando esta 

última uma espécie que também possui as características de um radical livre 

(CHEESEMAN e SLATTER, 1996; ROVER JUNIOR et aI., 2001). 
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Fisiologicamente, as espécies reativas de oxigênio (ROS) e de nitrogênio (RNS) 

possuem um importante papel como mediadores da manutenção do equilíbrio redox 

e da homeostase, podendo atuar como moléculas transdutoras de sinais e 

moduladoras do tônus vascular, da pressão de oxigênio e da produção de 

eritropoetina. A formação de radicais livres é inevitável durante o processo de 

respiração dos organismos aeróbicos. Sob condições normais, essas moléculas são 

efetivamente eliminadas por sistemas enzimáticos (superóxido dismutase, 

peroxidases, glutationa e metaloproteínas) e fatores não enzimáticos (albumina, 

ácido úrico, bilirrubina e certos grupos de vitaminas). Quando o equilíbrio pró­

oxidantes/antioxidantes é deslocado no sentido dos pró-oxidantes, danos oxidativos 

pOdem ocorrer. Por serem muito instáveis, os radicais livres reagem rapidamente 

com outros grupos de substâncias do organismo, podendo prejudicar células e 

tecidos. Os lipídeos da membrana celular, as proteínas e o material genético são as 

biomoléculas mais atingidas (SOMOGYI et aI., 2007). 

Os radicais livres também podem ser produzidos por fontes exógenas como 

fumaça, radiações ionizantes, solventes orgânicos e pesticidas. Além de fazerem 

parte do processo de envelhecimento do corpo, uma série de doenças, como 

aterosclerose, diabetes, artrite, AIDS, câncer, entre outras, podem estar 

relacionadas aos danos causados pelo excesso de radicais livres no organismo. 

Estudos mostram que os mecanismos endógenos de defesa podem ser auxiliados 

favoravelmente com a introdução de antioxidantes na dieta (BRENNA e 

PAGLlARINI, 2001; YILDIRIM, MAVI, KARA, 2001). 

Já os danos oxidativos a matérias-primas industriais são relevantes para a 

manutenção da qualidade dos produtos, principalmente os alimentos, medicamentos 

e cosméticos. Nestes casos, a reação de oxidação de ácidos graxos é a mais 

importante, visto que as gorduras são insumos largamente empregados na 

formulação desses produtos. Esta reação pode ocorrer através de mecanismos via 

enzimática ou não enzimática, levando a deterioração dos lipídeos. A reação direta 

de uma molécula de lipídeo com uma molécula de oxigênio resulta na auto­

oxidação, que pode ser dividida em três fases: iniciação, propagação e terminal. 

Neste sentido, substâncias com ação antioxidante são freqüentemente empregadas 

como coadjuvantes de formulações, dentre elas, o tocoferol (vitamina E), o ácido 

ascórbico (vitamina C), os carotenóides, o butil-hidróxi-tolueno (BHT), o butil-hidroxi­

anisol (BHA), as butilhidroquinonas terciárias (T-BHQ) e o ácido cítrico (BOBBIO e 
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BOBBIO, 1992; FENNEMA, 1993; RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1996; 

ADEGOKE, 1998; BIRCH et aI., 2001). 

Antioxidantes são compostos naturais ou sintéticos que podem retardar ou inibir 

a oxidação, evitando o início ou a propagação das reações em cadeia. O interesse 

pelos antioxidantes naturais teve início na década de 80, diante do potencial 

carcinogênico e da comprovação dos efeitos maléficos causados por doses elevadas 

das substâncias sintéticas. Evidências científicas mostram que a propriedade 

antioxidante de especiarias e vegetais se deve principalmente aos fenólicos, pois 

eles possuem a capacidade de óxido-redução, quelação do oxigênio triplete e 

singlete ou decomposição dos peróxidos (ANTUNES e CANHOS, 1984; SIMÃO, 

1985; POKORNY, 1991; DURÁN e PADILLA, 1993; BRENNA e PAGLlARINI, 2001; 

ZHENG e WANG, 2001; DOMINGUEZ et aI., 2005). 

Os f1avonóides são substâncias polifenólicas de origem natural que determinam 

os perfis sensoriais de frutas e vegetais. Mais de 6000 estruturas químicas diferentes 

dessas substâncias já foram identificadas. A classe das antocianinas é formada por 

compostos de coloração que varia do vermelho ao azul e ela inclui os pigmentos 

denominados antocianidinas. A classe das antoxantonas apresenta compostos de 

tonalidades amarelas e ela inclui os seguintes pigmentos: f1avonas, flavonóis, 

f1avononas, chalconas, auronas, isoflavonas, leucoantocianinas, proantocianinas e 

catequinas. Diversas pesquisas associam a capacidade desta classe fitoquímica em 

proteger o organismo contra doenças do envelhecimento. Sob o ponto de vista 

nutricional, os flavonóides são reconhecidamente agentes antioxidantes que podem 

ser capazes de inibir a oxidação de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) e de 

reduzir significativamente as tendências a doenças trombóticas (RAUHA et aI. 2000; 

BURDA e OLESZEK, 2001; BURNS, et aI. 2001; KOO e SUHAILA, 2001; SLUIS et 

aI., 2001; VINSON et aI., 2001; WANG e ZHENG, 2001; AHERNE e O'BRIEN, 2002; 

CORDENUNSI et ai., 2002; SELLAPAN, AKOH e KREWER, 2002). 

Além dos compostos fenólicos, diversos extratos e moléculas extraídas da 

natureza já foram avaliados quanto à capacidade antioxidante. Gholizadeh et aI. 

(2004) mostraram pela primeira vez uma forte propriedade antioxidante de uma 

proteína antiviral de origem vegetal. O estudo de Ekanayake, Lee e Lee (2004), 

pode ser um exemplo sobre a investigação dessa propriedade em fontes animais, 

visto que ele mostra a capacidade antioxidante de substâncias derivadas de 

espécies marinhas. 



32 

2.5.2. Técnicas in vitro para a avaliação da atividade antioxidante 

Os sistemas in vitro comumente utilizados para a avaliação da atividade 

antioxidante apresentam como vantagens o custo, a rapidez e a facilidade de 

execução, quando comparados com os sistemas in vivo. No entanto, para realizar 

um estudo criterioso sobre o potencial antioxidante de uma determinada substância 

sem o uso de animais, existe a necessidade de execução de variados tipos de 

protocolos in vitro. Nestes protocolos, o radical peroxílico é um composto 

freqüentemente empregado, por ser um componente chave da auto-oxidação e 

facilmente produzido pela decomposição de azo-compostos (MACDONALD-WICKS. 

WOOD e GARG. 2006; MELLO e KUBOTA, 2007). 

O radical livre DPPH (1, 1-difenil-2-picril-hidrazila) também é um dos mais 

utilizados em testes in vitro que visam uma avaliação preliminar do potencial 

antioxidante. Conforme mostrado na reação a seguir, o radical DPPH (DPPHe
) pode 

ser estabilizado por uma substância (A), que é doadora de hidrogênio (AH): 

DPPHe + AH ~ DPPH-H + Ae 

Como resultado, a alteração da cor violeta característica do radical livre para a 

cor amarela do radical estável resulta na diminuição da medida da absorbância em 

comprimento de onda de 517 nm. Portanto, o consumo de DPPH representa um 

índice para estimar a capacidade antioxidante de uma substância capaz de capturar 

os radicais livres presentes no meio (SÁNCHEZ-MORENO et ai., 1998; ESPíN et ai., 

2000; MENSOR et ai., 2001). 
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Além deste teste, muitas outras técnicas in vitro podem ser utilizadas para a 

avaliação da atividade antioxidante, combinando inúmeros sistemas e métodos de 

detecção. Os Quadros 6 e 7 apresentam alguns trabalhos que podem exemplificar 

esta vasta literatura: 

Sistema 

ácido hipocforoso, peróxido de hidrogênio, 

superóxido, óxido nítrico, hidroxila 

DPPH (1, 1-difenil-2-picril-hidrazila) 

beta-carotenolácido linoleico 

difusão do beta-caroteno em ágar 

ABTS [2,2-azinobis (3-etillbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico )] 

TBA (ácido tiobarbitúrico) 

ORAC (Oxygen Radical Absorption Capacity) 

AIOR (Antioxidant Inhibition of Oxygen Radicais) 

TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant 

Parameter) 

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) 

células eucarióticas submetidas a stress 

oxidativo 

Referência 

Vellosa (2007) 

Koleva et aI. (2002); Taskova et ai. (2003); 

Ekanayake, Lee e Lee (2004); Silva et ai. (2005); 

Duarte-Almeída et aI. (2006); Sharififar et aI. 

(2007) 

Koleva et ai. (2002); Warnant et aI. (2004); 

Reddy, Urooj e Kumar (2005); Duarte-Almeida et 

ai. (2006) 

Dorman et ai. (2000) 

Yu et ai. (2002) 

Dorman et aI. (2000) 

Macdonald-Wicks, Wood e Garg (2006) 

Ozyurt, Demirata e Apak (2007) 

Somogyi et aI. (2007) 

Ou et aI. (2002); Gholizadeh et aI. (2004) 

Silva et aI. (2005) 

Quadro 6. Sistemas in vitro que podem ser utilizados para a avaliação da atividade 
antioxidante 



Método de detecção 

colorimetria e espectrofotometria 

quimioluminescência 

fluorescência 

amperometria 

biosensores 

eletroforese 

cromatografia líquida de alta eficiência 

cromatografia gasosa 

ressonância elétron spin 

/' UlbLiO;-E:CA " 
Fal.u,cia-úe .1e Ciêncl?s Ff1f11 ,acelJl:C2 "; 

'JIII ')cr:i ldllde de São Paulo 

Referência 
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Koleva et aI. (2002); Taskova et aI. (2003); 

Ekanayake, Lee e Lee (2004); Warnant et aI. 

(2004); Reddy, Urooj e Kumar, (2005); Silva et 

aI. (2005); Duarte-Almeida et aI. (2006) 

Osamu at aI. (1997); Georgetti at aI. (2003) 

Macdonald-Wicks, Wood e Garg (2006) 

Milardovic, Ivekovic e Grabaric (2006) 

Me"o e Kubota (2007) 

Grippa at aI. (2000) 

Grippa at aI. (2000); Chandrasekar at aI. (2006) 

Koleva at aI. (2002) 

Sche"er at aI. (1990); Yu at aI. (2002) 

Quadro 7. Métodos de detecção que podem ser utilizados nos ensaios de avaliação 
da atividade antioxidante 
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3. OBJETIVOS 

o trabalho teve como objetivo a avaliação da atividade antimicrobiana e da 

citotoxicidade de extratos de sementes e de partes aéreas da Senna occidenfalis L. 

(Link), visando sua utilização em preparações tópicas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Material 

A espécie vegetal Senna occidenfalis L. (Link) foi procedente da cultura 

experimental do Instituto Biológico, São Paulo/SP e utilizada como objeto de estudo 

deste trabalho. A espécie foi autenticada pela Dr.a Inês Cordeiro, com o depósito da 

exsicata testemunha ou voucher SP-363817 no Herbário Maria Eneida Fidalgo, do 

Instituto de Botânica, São Paulo/SP. 

4.2. Métodos 

4.2.1. Obtenção dos extratos de Senna occidentalis 

4.2.1.1. Extração hidroalcoólica de partes aéreas e de sementes de 

Senna occidentalis 

o extrato hidroalcoólico das partes aéreas (folhas, caules, flores e frutos jovens) 

e o extrato hidroalcoólico das sementes de S. occidenfalis foram obtidos em 

condições semelhantes e de acordo com as indicações da segunda edição da 

Farmacopéia Brasileira (1959) e de Prista, Alves e Morgado (1983). Como mostram 

os esquemas das Figuras 1 e 2, as partes aéreas foram submetidas à secagem em 

estufa com circulação de ar em condições padronizadas de 40°C, por um dia, e as 

sementes foram submetidas a secagem ao ar, em temperatura ambiente, por cerca 

de 20 dias. Depois de secas, as drogas vegetais foram trituradas separadamente em 

um moinho de facas e martelo (Power Swifch), tamisadas em malha de 5 mm e 

então maceradas por 4h em etanol 75% (v/v), na proporção de uma parte da droga 

para três de solvente. Após a maceração, realizou-se uma percolação lenta do 

solvente, até o esgotamento total, o qual foi monitorado por cromatografia em 

camada delgada (CCD), de acordo com o item 4.2.2.1. Finalizada a extração com o 

solvente, o álcool foi eliminado por rotaevaporação a 40°C e a água foi eliminada 

por liofilização. O extrato hidroalcoólico de partes aéreas (EHPA) e o extrato 

hidroalcoólico das sementes (EHS) foram pesados e guardados em um 

dessecador. 
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4.2.1.2. Extração de proteínas das sementes de Senna occidenfalis 

o resíduo de sementes resultante da percolação com a mistura hidroalcoólica 

(item 4.2.1.1) foi submetido à secagem ao ar e utilizado para a extração de 

proteínas, segundo Deutscher (1990) e Hebert et alo (1983). Como mostra o 

esquema da Figura 2, as sementes foram trituradas em almofariz com o emprego de 

nitrogênio líquido e depois em um triturador (Sorva/I) com o emprego de tampão 

fosfato (PBS) 0,2 M, pH 7,3. As sementes foram então submetidas à maceração 

over night (ON) em solução tampão, a temperatura de 4 °c e sob agitação, 

empregando-se uma proporção de uma parte da droga para nove partes de PBS. 

Após a maceração, o extrato bruto aquoso de sementes (EBaq) foi filtrado 

diversas vezes, empregando-se gaze, papel de filtro e filtração a vácuo, até a 

obtenção de uma solução límpida. Depois, realizou-se o fracionamento de proteínas 

empregando a técnica de precipitação com sulfato de amônio [(NH4hS04; 132, 14 

g/mol), a 25%, 50% e 75% (p/v) de saturação, temperatura ambiente e agitação 

constante. Os precipitados foram separados por centrifugação a 10000 rpm e 4°C, 

por 15 min e então ressuspendidos em água destilada, originando três frações 

protéicas: fração 25% (FP25), fração 50% (FP50) e fração 75% (FP75). As frações 

protéicas foram dialisadas (membrana Spectralpor MW 3,5 kDa) contra água 

destilada a 4°C, até a eliminação total do sulfato de amônio. A eliminação do sal foi 

monitorada pelo teste qualitativo utilizando solução de BaCI2 a 10% (p/v). Uma 

alíquota do extrato bruto aquoso de sementes e as três frações protéicas foram 

liofilizadas. O material liofilizado foi pesado e guardado a - 20°C. 
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4.2.2. Caracterização fisico-química dos extratos de Senna occidentalis 

4.2.2.1. Cromatografia em camada delgada (CCO) dos extratos 

hidroalcoólicos 

Foi utilizada como fase estacionária uma placa de vidro de 20 x 15 cm preparada 

com 0,3 mm de espessura de sílica gel 60 (Merck) e como fase móvel uma mistura 

de solventes contendo acetato de etila, metanol e água (10: 1,35: 1). O extrato 

hidroalcoólico de partes aéreas (10 mglmL de metanol), o extrato hidroalcoólico de 

sementes (10 mglmL de metanol) e os padrões 1,8 - hidroxiantraquinona (1 mg/mL 

de éter) e quercetina (1 mg/mL de acetato de etila) foram aplicados com capilar. 

Após uma corrida ascendente de 12,5 cm, foi realizada a detecção em luz UV (365 

nm) e revelações com KOH 0,1N e NP 1% (plv) em etanol (WAGNER e BLADT, 

1996). 

4.2.2.2. Determinação do conteúdo protéico do extrato bruto aquoso 

e das frações de sementes de Senna occidenfalis 

O extrato bruto aquoso, a fração 25%, a fração 50% e a fração 75% de sementes 

de S. occidentalis foram diluídos adequadamente em tampão fosfato (PBS) e o 

conteúdo protéico dos mesmos foi estimado pelo método de Lowry modificado. As 

leituras de absorbância foram feitas no espectrofotômetro 8328 Microna/, 

empregando comprimento de onda de 660 nm. Os teores protéicos das amostras 

foram calculados em comparação com uma solução padrão de albumina bovina 

sérica (BSA) 1 mg/mL (DEUTSCHER,1990). 

4.2.2.3. Teste de hemaglutinação do extrato bruto aquoso e das 

frações de sementes de Senna occidenfalis 

Os componentes protéicos extraídos das sementes de S. occidentalis foram 

avaliados quanto à capacidade de aglutinar células sanguíneas. Foram empregados 

eritrócitos humanos do tipo O, de acordo com o protocolo previamente aprovado 

pelo Comitê de Ética do Instituto _Biológico (Anexo). O sangue foi adequadamente 

extraído por via venosa e colocado em tubo contendo heparina. As hemácias foram 

separadas do plasma por centrifugação a 3000 rpm, por 15 min e lavadas três vezes 
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utilizando solução fisiológica (solução salina; NaCI 0,85%) e centrifugação a 3000 

rpm por 10 mino O ensaio foi realizado em microplaca de hemaglutinação com 96 

poços, segundo Pinto FCR et aI. (2005). O padrão de lectina purificada de Dioclea 

grandiflora (2,35 mg/mL de solução fisiológica) foi utilizado como controle positivo e 

a solução fisiológica foi utilizada como controle negativo. As amostras (extrato bruto 

aquoso, fração protéica 25%, fração protéica 50% e fração protéica 75% de 

sementes de S. occidentalis) foram adequadamente diluídas em solução fisiológica. 

Foram aplicados nos poços 50 JlL de cada amostra e controle. Uma diluição seriada 

foi realizada em solução fisiológica, na razão de dois. Ao final, 50 JlL de suspensão 

de hemácias a 1% (v/v) em PBS foram adicionados em todos os poços. 

4.2.3. Screening da atividade antimicrobiana dos extratos de Senna 

occidenfalis 

Para a avaliação da atividade antimicrobiana foi utilizado o método de diluição 

em meio líquido, adaptado para o uso de microplacas, segundo Eloff (1998). Foram 

empregados microrganismos padrões preconizados em cosméticos, segundo os 

compêndios oficiais de Farmácia (JAPANESE PHARMACOPOEIA, 2001; 

COSMETIC, TOILETRY ANO FRAGRANCE ASSOCIATION, 2001; BRITISH 

PHARMACOPOEIA, 1999; UNITEO STATES PHARMACOPOEIA, 2005). Os 

procedimentos foram realizados com técnicas assépticas e materiais esterilizados 

por calor seco e calor úmido. 

4.2.3.1. Microrganismos 

As cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Candida albicans (ATCC 10231) e 

Aspergillus niger (ATCC 16404) foram adquiridas do Laboratório de Materiais de 

Referência do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (INCQS) da 

Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) ou da Seção de Coleção de Culturas do 

Instituto Adolfo Lutz. A partir de cada cepa foram realizados no máximo seis 

repiques, renovados mensalmente. Foram empregadas apenas culturas recentes 

para a realização dos ensaios. 
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4.2.3.2. Meios de cultura e condições de incubação 

Para o cultivo das bactérias foram utilizados caldo caseína soja (TSB), caldo 

Mueller Hinton (MH) e ágar caseína soja (TSA) e incubação a 35-37 DC por 24 h. 

Para o cultivo dos fungos foram utilizados caldo Sabouraud dextrose (SOB) e ágar 

Sabouraud dextrose (SOA) e incubação a 25 DC por 48h. 

4.2.3.3. Preparo e avaliação da viabilidade do inóculo 

Após procedimento adequado de reidratação da cultura liofilizada, o 

microrganismo foi reativado em meio líquido e repicado em meio sólido inclinado 

(s/ant). A massa celular referente à fase logarítmica foi recolhida em solução 

fisiológica. No caso do A. niger, esta etapa foi auxiliada pelo emprego de pérolas de 

vidro e Tween 80 (polisorbato 80) a 0,1% (v/v). A suspensão-mãe do microrganismo­

teste foi padronizada por contagem do número de colônias, utilizando-se o método 

de diluições decimais seriadas e plaqueamento pour p/ate. Para o ensaio de 

avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos de S. occidentalis (item 4.2.3.6), 

a suspensão microbiana foi diluída adequadamente, de modo a obter um inóculo de 

aproximadamente 104 UFC/200 JJL. A viabilidade do microrganismo foi confirmada 

por plaqueamento de diluição adequada do inóculo ao final de cada experimento. 

4.2.3.4. Controles positivos 

Foram empregadas soluções previamente validadas de padrões secundários de 

cloranfenicol, amicacina e nistatina, na concentração de 1 mg/mL. 

4.2.3.5. Amostras 

As soluções-estoque do extrato hidroalcoólico de partes aéreas e do extrato 

hidroalcoólico de sementes de S. occidentalis foram preparadas na concentração de 

60 mg/ml de dimetilsulfóxido/metanol (OMSO/MeOH ou O/M). As soluções-estoque 

do extrato bruto aquoso, fração protéica 25%, fração protéica 50% e fração protéica 

75% de sementes de S. occidenta/is foram preparadas na concentração de 20 

mg/ml de PBS. Os solventes utilizados foram previamente validados. 
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4.2.3.6. Ensaio da concentração mínima inibitória (Mie) 

Para a realização deste ensaio foi empregada a técnica de diluição em meios 

líquidos adaptada para microplacas de 96 poços, segundo Eloff (1998), sendo 

analisadas réplicas das amostras e controles em uma mesma microplaca. Os 

volumes de aplicação do inóculo, amostras e controles foram previamente validados, 

sendo o volume final de cada poço de 200 J.1L. O teste incluiu os seguintes controles: 

esterilidade do meio (200 J.1l de meio de cultura); crescimento microbiano (200 J.1l de 

meio de cultura inoculado); negativo (10-20 J.1l do diluente da amostra e 180-190 J.1l 

de meio de cultura inoculado); positivo (10-20 J.1l de antibiótico e 180-190 J.1l de 

meio de cultura inoculado) e cor da amostra (10-20 J.1l do extrato e 180-190 J.1l de 

meio de cultura). As soluções-estoque dos extratos foram adequadamente diluídas 

de modo que fossem testadas amostras com concentrações de 0,05 a 0,4% (p/v). 

Os microrganismos-teste foram desafiados utilizando-se 10-20 J.1l de cada amostra e 

180-190 J.1l de meio de cultura inoculado. Após a incubação, a microplaca foi 

submetida à agitação, seguida da leitura espectrofotométrica em leitor de ELISA com 

medida da absorbância em comprimento de onda de 630 nm. 

4.2.4. Avaliação da atividade citotóxica dos extratos hidroalcoólicos de 

Senna occidentalis 

Os ensaios para a avaliação da citotoxicidade foram realizados de acordo com o 

protocolo previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (Anexo). Foram utilizados 

técnicas assépticas e materiais esterilizados por filtração, calor seco, calor úmido, 

radiação ou óxido de etileno, de acordo com a natureza de cada um. 

4.2.4.1. Linhagem celular 

Empregou-se uma linhagem de fibroblastos NIH-3T3, obtida de pele de 

camundongos Balb/C. As células foram cultivadas em meio de cultura 010, ou seja, 

meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (OMEM) contendo 10% de soro bovino, 

além de penicilina-estreptomicina (50 UI/rnl) e glutamina (4 mM). 
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4.2.4.2. Amostras 

As soluções-estoque dos extratos foram preparadas na concentração de 300 

mg/mL de DMSO/MeOH. Para a realização do ensaio (item 4.2.4.3), essas soluções 

foram filtradas em membrana 0,45 ~m e diluídas adequadamente em meio de 

cultura, de maneira que a concentração final de DMSO/MeOH não interferisse na 

viabilidade celular e fossem obtidas as seguintes concentrações-teste: 60,0; 30,0; 

15,0; 7,5; 3,75; 1,9; 0,9 e 0,05 mg/mL. 

4.2.4.3. Teste de viabilidade celular empregando MTS 

Os ensaios foram realizados segundo os manuais da NATIONAL INSTITUTES 

OF HEAL TH (2001) e PROMEGA (2001). As culturas celulares semiconfluentes, 

acondicionadas em solução criopreservante (-50°C), foram submetidas à 

tripsinização e semeadas na microplaca de 96 poços, em uma densidade de 

aproximadamente 104 células/120 ~L de meio 010 em cada poço. As microplacas 

foram incubadas por 24 h, a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade relativa, para o 

desenvolvimento e adesão celular. Depois disso, o meio de cultura de todos os 

poços foi retirado e 1 00 ~L de meio de cultura novo foram adicionados nos poços 

referentes ao controle de viabilidade celular 100%. Nos demais poços, foram 

colocados 1 00 ~L de cada diluição das amostras, em réplicas. Após incubação por 

24 h, nas condições já mencionadas, certas replicatas-teste foram retiradas, sendo 

os poços em que estavam lavados três vezes com solução fisiológica e completados 

com 1 00 ~L de meio de cultura. Outras replicatas-teste permaneceram mais 24 h em 

incubação, ou seja, ficaram 48 h em contato com as células. Após este período, o 

conteúdo de todos os poços foi retirado da microplaca e estes foram lavados três 

vezes com solução fisiológica. Depois, foram colocados em cada um dos poços 100 

~L de meio de cultura e 20 ~L de solução MTS/PMS/D10. A placa foi incubada por 2 

h, a 37°C, 5% de C02 e 95% de umidade relativa. Finalmente, foi feita a leitura 

espectrofotométrica em leitor de ELISA, com medida de absorbância em 

comprimento de onda de 490 nm . . 
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4.2.5. Avaliação da atividade antioxidante dos extratos de Senna 

occidentalis pelo método do seqüestro do radical OPPH 

Os ensaios foram realizados segundo Bondet, Brand-Williams e Berset (1997), 

com adaptação para o uso de microplacas de 96 poços e leitor de ELISA. As 

soluções-estoque do extrato hidroalcoólico de partes aéreas e do extrato 

hidroalcoólico de sementes de S. occidentalis foram preparadas na concentração de 

20 mg/mL de DMSOlMeOH (dimetilsulfóxido/metanol). As soluções do extrato bruto 

aquoso, fração protéica 25%, fração protéica 50% e fração protéica 75% de 

sementes de S. occidentalis foram preparadas na concentração de 10 mg/mL de 

solução fisiológica. Para a realização do ensaio, todas as soluções-estoque foram 

diluídas dez vezes em água destilada. Um padrão de trolox-C (6-hidróxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-ácido carboxílico; 250,29 g/mol) solubilizado em metanol foi 

empregado como controle positivo do ensaio, na concentração correspondente ao 

seqüestro de 50% do radical livre (EC50), conforme uma curva-padrão. O volume de 

aplicação das amostras e do padrão foi de 100 J.1L, em quadruplicata. A solução de 

1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH; 394,32 g/mol) foi preparada em metanol, na 

concentração de 300 J.1M, sendo utilizada 100 J.1L desta solução em todos os poços. 

Nos poços reservados para o controle de 100% de radical livre, foram colocados 200 

J.1L da solução de DPPH, em quintuplicata (absorbância de 0,5 a 0,6). Após agitação, 

a microplaca permaneceu 1 h em ambiente escuro e com temperatura de 

aproximadamente 15°C. Finalmente, a microplaca foi submetida à leitura 

espectrofotométrica em leitor de ELISA, com medida da absorbância em 

comprimento de onda de 515 nm. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A extração hidroalcoólica de partes aéreas de S. occidentalis, em sua maior parte 

composta de folhas, apresentou um rendimento de 0,23 g de extrato/g de droga 

vegetal e a de sementes 0,12 g de extrato/g de droga vegetal (Tabela I). Neste caso, 

a extração de partes aéreas necessitou de praticamente o dobro de solvente para 

esgotar a droga, quando comparada com a extração de sementes, sendo obtido, 

proporcionalmente, quase o dobro de extrato hidroalcoólico de partes aéreas. As 

características organolépticas e visuais dos extratos foram: fragmentos de coloração 

verde escuro (partes aéreas) ou marrom escuro (sementes), brilhantes, 

higroscópicos e com odor característico. 

Os extratos hidroalcoólicos de S. occidentalis foram caracterizados quanto à 

presença de antraquinonas e flavonóides, substâncias que são muito freqüentes no 

gênero Cassia, segundo Viegas Jr. (2006). Embora a concentração de 

antraquinonas glicosiladas não tenha sido detectável no extrato hidroalcoólico de 

partes aéreas por CCD (Tabela I), antraquinonas livres podem estar presentes em 

fração apoiar, o que não foi verificado no atual trabalho. De fato, a presença dessa 

classe de componentes em folhas já foi mostrada por Ogunkunle e Ladejobi (2006). 

Assim, as diferenças de resultado podem ser explicadas por fatores relacionados à 

origem da planta e por variações nos métodos de extração e caracterização 

fitoquímica. Além disso, é preciso considerar que o conteúdo de antraquinonas é 

bem maior nas sementes do que nas folhas e nas raízes, conforme foi mostrado por 

Rai e Shok (1983). Os componentes antraquinônicos se mostraram presentes no 

extrato hidroalcoólico de sementes, sendo observado o aparecimento de uma 

mancha ou spot de Rf 9 em, com cor amarela após detecção por luz UV e cor rosa 

após a revelação com hidróxido de potássio; características essas comparáveis ao 

padrão de antraquinona empregado. A presença de antraquinonas em sementes de 

S. occidentalis foi anteriormente mostrada por Shah e Shinde (1969), Kean et aI. 

(1971), Haraguchi et ai. (1998) e AI-Warhi, AI-Hazimi e Hussain (2003). 

O extrato hidroalcoólico de partes aéreas e o extrato hidroalcoólico de sementes 

apresentaram flavonóides em suas composições (Tabela I), havendo o 

aparecimento de uma mancha ou spot de Rf 3,7 em e cor amarela após a revelação 

com NP, comparável ao padrão de flavonóide empregado, além de outras manchas 

fluorescentes indicativas de componentes flavonoídicos. Não foram encontrados 



47 

dados na literatura que demonstrem a predominância de flavonóides em sementes 

de S. occidentalis. Já a presença desses componentes em folhas foi mostrada por 

Anton e Duquénois (1968), Tiwari e Singh (1977), Hatano et aI. (1999), Purwar et aI. 

(2003), Ogunkunle e Ladejobi (2006). 

O extrato hidroalcoólico de sementes e o extrato hidroalcoólico de partes aéreas 

não foram submetidos ao fracionamento dos metabólitos secundários (frações de 

hexano, clorofórmio, acetato de etila e butanol), devido à possibilidade de ocorrência 

de atividade antimicrobiana pela sinergia de mais de um componente químico 

presente no extrato total, o que pode também favorecer o perfil toxicológico do 

insumo vegetal. Foi considerada também a relação custo e benefício, sendo o 

extrato bruto uma escolha mais adequada do que as suas frações no 

desenvolvimento de produtos. 

Tabela I - Rendimento da extração hidroalcoólica de partes de S.occidentalis e 
caracterização fitoquímica dos extratos 

Parte Quantidade Volume Massa de Rendimento 
da percolado liofilizado (g de extratolg de Antraquinona Flavonóide 

planta (g) (L) (g) droga vegetal) 

Partes 145,24 2,57 34,00 0,23 (-) (+) aéreas a 

Sementes 156,26 1,30 19,32 0,12 (+) (+) 

a) as partes aéreas foram compostas de: 0,65 9 de flores; 2,65 9 de frutos jovens; 8,56g de caules e 133,38 9 de 
folhas e pecíolos 
(+) presença; (-) ausência 

Por ser um órgão de reserva das plantas, as sementes constituem um material 

muito rico em proteínas, especialmente as sementes de leguminosas. Trabalhos 

anteriores já demonstraram estudos iniciais sobre as atividades biológicas de 

proteínas e toxinas peptídicas extraídas de sementes de S. occidentalis 

(LOMBARDO et aI., 2003, 2004a, 2004b, PINTO FCR et aI., 2005, FRANÇA et aI., 

2005). 

No presente trabalho, a extração de proteínas das sementes de S. occidenfalis 

foi realizada com a droga vegetal submetida à extração hidroalcoólica, tendo em 

vista a eliminação prévia de substâncias interferentes, como pigmentos e 

carboidratos, pela percolação com etanol (Figura 2). 
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Partindo-se de 20 9 de sementes obteve-se aproximadamente 300 mL de extrato 

bruto aquoso, com coloração amarela e límpida, o qual foi utilizado para o 

fracionamento de proteínas e peptídeos (Tabela 11). 

De acordo com a Tabela 11, as concentrações protéicas estimadas pelo método 

de Lowry, em equivalentes de 1 mg de BSAlmL foram: 0,58 mg/mL (extrato bruto 

aquoso); 0,39 mg/mL (Fração 25%); 0,21 mg/mL (Fração 50%) e 1,29 mg/mL 

(Fração 75%). A fração 25% e a fração 75% mostraram conter maior quantidade de 

componentes protéicos do que a fração 50%, sugerindo que a maioria das proteínas 

presentes nas sementes de S. occidenfalis tem característica pouco polar 

(hidrofóbicas, com pouca água de solvatação) ou muito polares (hidrofílicas, com 

muita água de solvatação). Antes de iniciar o fracionamento, uma alíquota de 20 mL 

do extrato bruto aquoso foi liofilizada, resultando em 529,30 mg. As três frações 

obtidas do extrato bruto aquoso foram dialisadas e liofilizadas, resultando nas 

seguintes massas: 1002,40 mg (Fração 25%); 665,20 mg (Fração 50%) e 207,70 mg 

(Fração 75%). O material liofilizado se apresentou com aspecto de isopor, leve e 

esbranquiçado. Os rendimentos da extração em mg de proteínalg de semente, 

foram: 8,7 (extrato bruto); 2,24 (Fração 25%); 0,83 (Fração 50%) e 2,13 (Fração 

75%). Assim, verificou-se a ocorrência de perdas protéicas durante o fracionamento, 

pois o rendimento das três frações (5,2 mg de proteínalg de semente) corresponde a 

59,77% das proteínas totais do extrato bruto. Com base nestes resultados foram 

calculadas as seguintes porcentagens de proteínas totais em relação às massas de 

liofilizado de cada amostra: 2,85% (extrato bruto aquoso); 4,47% (Fração 25%); 

2,49% (Fração 50%) e 20,5% (Fração 75%). 

Tabela 11 - Rendimento da extração de proteínas de sementes de S. occidenfalis 

Amostra Volume Concentração Massa de Rendimento protéico 
protéica liofilizado (mg de proteínalg de 

fmq fms/mqa fms! semente} 
Extrato bruto 300,00 0,58 529,30 6 8,70 c 

aguoso 
Fração 25% 115,00 0,39 1002,40 2,24 
Fração 50% 79,00 0,21 665,20 0,83 
Fração 75% 33,00 1,29 207,70 2,13 

a) valores estimados pelo método de Lowry em equivalentes de BSA 1 mglmL 
b) valor referente a uma alíquota de 20 mL 
c) valor calculado em relação ao volume total de 300 mL 
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o extrato bruto aquoso de sementes de S. occidentalis e suas frações protéicas 

foram caracterizados quanto à presença de lectinas pelo teste de hemaglutinação. 

Lectinas são proteínas ou glicoproteínas de origem não imune que interagem de 

maneira reversível e específica com carboidratos da parede celular de eritrócitos, 

provocando a aglutinação dos mesmos (LEHNINGER, 1991; KENNEDY et ai., 1995; 

LORIS et ai., 1998). A maioria das lectinas de origem vegetal, ou fltohemaglutininas, 

são obtidas de sementes de leguminosas e constituem cerca de 10% das proteínas 

totais (RABIJNS, 2000; LORIS, 2002; SHARON e LlS, 2004; ALENCAR et ai., 2005). 

Diversos trabalhos indicam que elas são proteínas de defesa das plantas contra 

animais herbívoros, insetos e fungos (CAVADA et ai., 2001; SANTOS, PEIXOTO e 

COELHO, 2004). A propriedade hemaglutinante de lectinas de leguminosas é 

considerada como um fator antinutricional que pode ser deletério ou tóxico aos 

homens e animais (LlENER et ai., 1994; PINTO LS et ai., 2005). Além de funções 

fisiológicas importantes, as lectinas também despertam grande interesse 

biotecnológico, podendo ser muito úteis na área da pesquisa e desenvolvimento. A 

aplicação dessas moléculas como ferramentas para diagnósticos médicos é muito 

relevante, devido à capacidade de ligação a certas células do sangue e 

transportadores celulares especializados (RINI, 1995; ADAMS, 1996). 

De acordo com a triagem realizada por Pinto FCR et aI. (2005), os componentes 

protéicos de sementes de S. occidentalis demonstraram ter especificidade para o 

antígeno O, ou seja, pelas cadeias de açúcar fucose de hemácias O, além de outros 

tipos sanguíneos. No presente trabalho, o sangue humano tipo O foi escolhido para 

o teste das amostras em estudo. 

A Tabela 111 mostra os resultados do teste de hemaglutinação do extrato bruto 

aquoso, fração protéica 25%, fração protéica 50% e fração protéica 75% de 

sementes de S. occidentalis. Os resultados positivos para a presença de lectinas 

corroboram com o trabalho anterior de Pinto FCR et aI. (2005). Como esperado, as 

frações protéicas apresentaram maior atividade que o extrato bruto aquoso, sendo 

isto um indicativo de que o fracionamento do extrato bruto tenha levado à 

concentração de proteínas da classe das lectinas nas frações. A fração 50% 

necessitou de menor quantidade de proteínas (5,25 J.lg) para causar aglutinação das 

células, quando comparada com o extrato bruto aquoso (14,50 J.l9), a fração 25% 

(9,75 J.lg) e a fração 75% (8,06 J.l9). Portanto, a fração 50% apresentou maior 
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potência hemaglutinante (0,19 UH/f.lg) em relação ao extrato bruto aquoso (0,07 

UH/f.lg), a fração 25% (0,10 UH/f.lg) e a fração 75% (0,12 f.lg). Verificou-se que as 

frações 25% e 75% foram cerca de duas vezes menos potentes que a fração 50% e 

que todas as amostras foram aproximadamente 40 vezes menos potentes que a 

lectina padrão, já que esta última é uma proteína purificada. 

Tabela 111 - Atividade hemaglutinante do extrato bruto aquoso e das frações 
protéicas de sementes de S. occidentalis, empregando hemácias humanas tipo O 

Amostra Concentração Título Quantidade Potência 
protéica hemaglutinante hemaglutinante 

inicial blg) (UH/50J,1l) b (~g) (UH/~g) 

Extrato bruto aquoso 14,50 1 14,50 0,07 

Fração 25% 9,75 1 9,75 0,10 

Fração 50% 5,25 1 5,25 0,19 

Fração 75% 16,12 2 8,06 0,12 

Lectina padrão a 5,87 16 0,37 2,73 

a) padrão de lectina purificada de Dioclea grandiflora (2,35 mglmL de salina) 
b) inverso da maior diluição da amostra capaz de aglutinar eritrócitos, expresso como unidade hemaglutinante 

(UH) em 50 J-lL 

No estudo sobre a atividade antimicrobiana dos extratos de S. occidentalis 

realizou-se primeiramente a avaliação dos controles negativos do teste, ou seja, das 

concentrações dos diluentes das amostras (item 4.2.3.5 de Material e Métodos), de 

modo que não houvesse interferência significativa no crescimento de S. aureus 

(Figura 3), E. coli (Figura 4), P. aeruginosa (Figura 5), C. albicans (Figura 6) e A. 

niger (Figura 7). Neste caso, considerou-se como adequado uma recuperação maior 

ou igual a 80% da população microbiana, a qual foi padronizada em uma carga de 

104 UFC/poço. Além disso, cada microrganismo foi avaliado quanto à sensibilidade 

ao antibiótico padrão, a fim de validar o controle positivo do teste (Figuras 3 a 7). 

Uma recuperação adequada dos microrganismos foi obtida frente aos diluentes 

D/M (volume de aplicação 10 f.lL) e PBS (volume de aplicação 20 f.lL), que variou de 

80,2% (E.coli frente ao PBS - Figura 4) a 124,32% (S. aureus frente ao PBS -

Figura 3) e esse protocolo foi então validado. Já o emprego de 20 f.lL do sistema de 

solventes D/M não foi adequado-, pois resultou em um decaimento de S. aureus 

(Figura 3), P. aeruginosa (Figura 4) e C. albicans (Figura 5) em 30,5%, 24,25% e 

39,11 % respectivamente e, portanto, em recuperações menores que 80% da 
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população microbiana. Avaliações preliminares utilizando mais que 1 % de Tween 80 

(polisorbato 80) ou PEG como agentes coadjuvantes na dispersão do extrato 

também causaram toxicidade às cepas, assim, estes não foram utilizados no preparo 

das amostras-teste. 

As soluções dos antibióticos cloranfenicol (S. aureus - Figura 3 e E. co/; - Figura 

4), amicacina (P. aeruginosa - Figura 5) e nistatina (C. albicans - Figura 6 e A. niger 

- Figura 7) na concentração de 10 IJg/poço foram eficazes na redução da população 

microbiana, sendo observado o crescimento máximo de 9,45% de A. niger, bolor 

altamente resistente (Figura 7). 
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Figura 3. Recuperação de S. aureus frente aos diluentes das amostras 
e padrão de antibiótico 

Condições experimentais - microplaca de 96 poços; volume final de cada poço: 200 ~L; 
inóculo: Staphylococcus aureus 104 UFC/poço; meio de cultura: caldo Müeller Hinton; amostras 
e volumes de aplicação: DMSOlMeOH 10 ~L (DIM 10), DMSO/MeOH 20 ~L (D/M 20), PBS 20 
IJL (PBS 20); antibiótico padrão e volume de aplicação: cloranfenicol (1 mglmL) 10 IJL; 
incubação: 37 ·C por 24 h; comprimento de onda de detecção: 660 nm. 
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Figura 4. Recuperação de E. coli frente aos diluentes das amostras e 
padrão de antibiótico 

Condições experimentais - microplaca de 96 poços; volume final de cada poço: 200 IJL; inóculo: 
Escherichia co/i 104 UFC/poço; meio de cultura: caldo Müeller Hinton; amostras e volumes de 
aplicação: DMSOlMeOH 10 IJL (DIM 10), DMSOlMeOH 20 IJL (DIM 20), PBS 20 IJL (PBS 20); 
antibiótico padrão e volume de aplicação: cloranfenicol (1 mglmL) 10 IJL; incubação: 37 DC por 24 
h; comprimento de onda de detecção: 660 nm. 
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Figura 5. Recuperação de P. aeruginosa frente aos diluentes das 
amostras e padrão de antibiótico 

Condições experimentais - microplaca de 96 poços; volume final de cada poço: 200 IJL; inóculo: 
Pseudomonas aeruginosa 104 UFC/poço; meio de cuHura: Müeller Hinton; amostras e volumes de 
aplicação: DMSO/MeOH 10 IJL (DIM10), DMSO/MeOH 20 IJL (DIM 20), PBS 20 IJL (PBS 20); 
antibiótico padrão e volume de aplicação: amicacina (1 mg/mL) 10 IJL; incubação: 37 DC por 24 h; 
comprimento de onda de detecção: 660 nm. 
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Figura 6. Recuperação de C. albicans frente aos diluentes das amostras 
e padrão de antibiótico 

Condições experimentais - microplaca de 96 poços; volume final de cada poço: 200 ~L; inóculo: 
Candida albicans 104 UFC/poço; meio de cultura: SOB; amostras e volumes de aplicação: 
DMSO/MeOH 10 ~L (OIM 10), DMSOlMeOH 20 ~L (DIM 20), PBS 20 ~L (PBS 20); antibiótico 
padrão e volume de aplicação: nistatina (1 mglmL) 10 ~L; incubação: 25°C por 48 h; comprimento 
de onda de detecção: 660 nm. 
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Figura 7. Recuperação de A. niger frente aos diluentes das amostras e 
padrão de antibiótico 

Condições experimentais - microplaca de 96 poços; volume final de cada poço: 200 ~L; inóculo: 
Aspergi/lus niger 104 UFC/poço; meio de cultura: SOB; amostras e volumes de aplicação: 
DMSO/MeOH 10 ~L (OIM 10), DMSOlMeOH 20 ~L (OIM 20), PBS 20 ~L (PBS 20); antibiótico 
padrão e volume de aplicação: nistatina (1 mglmL) 10 ~L; incubação: 25°C por 48 h; comprimento 
de onda de detecção: 660 nm. 
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Após a validação dos controles negativo e positivo do ensaio de atividade 

antimicrobiana, os extratos de S. occidentalis foram avaliados quanto à propriedade 

inibitória de bactérias e fungos, considerando a possibilidade de aplicação dos 

mesmos como agente conservante ou substância ativa de formulações tópicas. 

Segundo Pinto, Kaneko e Ohara (2003), os conservantes sintéticos de 

formulações farmacêuticas e cosméticas são usados em concentrações reduzidas, 

para que não ocorra interferência na estabilidade física e físico-química do produto. 

Essas concentrações variam de 0,01 a 1%, dependendo da classe a que pertence o 

agente conservante. 

Além de considerarmos a faixa de concentração usual dos conservantes, esta 

também se limitou à solubilidade máxima dos extratos no solvente adequado. As 

amostras foram testadas em concentrações crescentes até no máximo 0,4% (p/v). A 

Tabela IV mostra os resultados das mínimas concentrações inibitórias, sendo de 

0,1% (p/v) para o extrato bruto aquoso de sementes, fração protéica 25%, fração 

protéica 50% e fração protéica 75% e de 0,3% (p/v) para os extratos hidroalcoólicos 

de sementes e de partes aéreas. 

A maioria das lectinas de plantas possui especificidade por carboidratos simples 

ou complexos, através de interações hidrofóbicas reversíveis entre um domínio não 

catalítico da proteína e resíduos de monossacarídeos (KENNEDY et aI., 1995; 

PEUMANS e VAN DAMME, 1995; LORIS et ai., 1998; DWEK e BUTTERS, 2002). A 

fim de evitar a interação das lectinas extraídas das sementes de S. occidentalís 

(Tabela 111) com a glicose presente no meio e uma conseqüente inibição da atividade 

biológica, o meio de cultura utilizado nos ensaios com bactérias foi substituído pelo 

caldo Müeller Hinton (MH) ao invés do caldo caseína soja (TSB). O caldo MH 

contém como fonte de carboidrato o amido, enquanto o caldo TSB a glicose, açúcar 

pelo qual as amostras demonstraram ter especificidade de ligação em avaliações 

prévias. 

O extrato bruto aquoso de sementes levou a redução da população de S. aureus 

e E. calí em 42% e 32%, respectivamente. Dentre as suas frações protéicas, 

somente a fração 75% demonstrou atividade, reduzindo a população de E. colí em 

46% (Tabela IV). Este resultado sugere a seletividade de componentes de natureza 

protéica e com características hidrofílicas na inibição de uma bactéria Gram­

negativa. De fato, a composição da parede celular microbiana é um fator 

determinante no mecanismo de ação de substâncias com ação antimicrobiana. 
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o extrato hidroalcoólico de sementes inibiu o crescimento de S aureus (47%), E. 

coli (35%) e P. aeruginosa (78%), enquanto o extrato hidroalcoólico de partes aéreas 

inibiu o crescimento de S.aureus (52%) e P. aeruginosa (59%). Assim, foi verificado 

que a E. coli não apresentou sensibilidade frente a componentes extraídos das 

partes aéreas da planta, diferentemente do que foi observado para as amostras 

obtidas das sementes (extrato bruto aquoso de sementes, fração protéica 75% e 

extrato hidroalcoólico de sementes). Quanto aos fungos, nenhuma das amostras 

apresentou atividade satisfatória contra C. albicans e somente os extratos 

hidroalcoólicos de sementes e de partes aéreas foram ativos contra A. niger (Tabela 

IV). 

Os resultados mostram que os extratos hidroalcoólicos (EHS e EHPA) 

apresentaram um maior espectro de ação em relação ao extrato aquoso e suas 

frações (Ebaq, FP25, FP50 e FP75). Estes últimos não demonstraram atividade 

antimicrobiana relevante, mesmo utilizando um protocolo de extração diferente do 

descrito em Lombardo et aI. (2004a). Em alguns casos, maiores concentrações das 

frações protéicas propiciaram o crescimento microbiano e a explicação para isso 

pode ser a presença de componentes úteis ao metabolismo dos microrganismos, 

como por exemplo, os carboidratos, os quais são muito ricos nas sementes e 

também solúveis em extrações aquosas. Isto indica, apesar de demandar maior 

período de tempo e resultar em baixos rendimentos, a necessidade de purificação 

das frações para uma avaliação criteriosa da atividade antimicrobiana de 

componentes protéicos isolados. As divergências observadas entre o presente 

trabalho e o trabalho anterior podem ser devidas às diferenças na técnica e critérios 

de avaliação adotados. 

O melhor potencial antimicrobiano foi demonstrado pelo extrato hidroalcoólico de 

sementes de S. occidentalis, principalmente contra a P. aeruginosa, cuja redução de 

crescimento foi em 78% (Tabela IV). A P. aeruginosa é um microrganismo de grande 

interesse na indústria farmacêutica e cosmética, podendo ser responsável por 

graves conseqüências à estabilidade do produto e à segurança do consumidor. De 

acordo com Marcondes (2002), o gênero Pseudomonas foi detectado como o 

principal contaminante das águas utilizadas na produção de cosméticos e 

formulações magistrais, seguido do grupo de coliformes. 

É importante ressaltar que os dados de Mie não prevêem a influência das 

matérias-primas na formulação, muitas das quais apresentam multifuncionalidade, 
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como, por exemplo, o monoestearato de glicerila. Este tensoativo possui 

propriedades anfifílicas e atua primariamente como hidratante e emoliente para a 

pele, mas também apresenta uma excelente performance microbiológica, podendo 

agir de maneira efetiva na preservação da formulação. Do outro lado, é preciso 

considerar as barreiras fisico-químicas que a substância antimicrobiana irá enfrentar 

na formulação, tais como solubilidade e migração para a fase óleo. Assim, a 

formulação sempre deverá ser avaliada quanto à sua eficácia e no caso de um 

sistema conservante, realizar o teste de desafio ou Challenge Test (IBARRA e 

JOHNSON, 2008). 

Tabela IV - Atividade antimicrobiana dos extratos de S. occidentalis 

Inibição da carga microbiana de 104 UFC (%) 
I '-_ ~~" ___ ........ 

Amostra Concentração 
da amostra em S. aureus E.coli P.aeruginosa C.albicans A. niger 

% (plv) 

Extrato bruto 
aquoso de ,I 0,1 fI 42 32 
sementes 

Fração 25% 0,1 

Fração 50% II 0,1 
:L-

Fração 75% 0,1 46 

Extrato 
hidroalcoólico de 0,3 il 47 35 II 78 

sementes 
Extrato 

hidroalcoólico de 0,3 52 59 +/-
partes aéreas 

(-) = inibição menor que 20% e considerada não relevante 
(+/-) = inibição moderada em avaliação qualitativa 
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o extrato hidroalcoólico de sementes e o extrato hidroalcoólico de partes aéreas 

de S. occidentalís foram os que apresentaram melhor eficácia antimicrobiana, em 

comparação com o extrato bruto aquoso e suas três frações protéicas (Tabela IV). 

Por isso, eles foram os selecionados para uma avaliação in vitro da toxicidade, 

visando à verificação preliminar da segurança desses extratos como possíveis 

insumos de formulações tópicas. 

Como mostrado na Figura 8, todas as concentrações do extrato hidroalcoólico de 

partes aéreas de S. occidentalis (0,05 a 6,00 % plv) causaram a morte da população 

de células, logo nas primeiras 24 h de tempo de contato da amostra com a cultura 

celular. Diferentemente, o extrato hidroalcoólico de sementes levou a um decaimento 

da viabilidade celular que foi proporcional ao aumento da concentração da amostra, 

após um período de 24 h de tempo de contato e este perfil de decaimento 

permaneceu semelhante após 48 h de tempo de contato. Os resultados sugeriram 

que uma concentração maior que 0,38% (plv) do extrato hidroalcoólico de sementes 

pode ser considerada tóxica a fibroblastos, visto que a viabilidade celular passa a ser 

menor que 50% (le50). 

Assim, os resultados deste experimento foram um indicativo de que o extrato 

hidroalcoólico de sementes de S. occidenfalís não apresenta toxicidade na 

concentração de interesse (0,3% p/v - Tabela IV), quando em contato com uma 

cultura de fibroblastos. Uma avaliação mais detalhada da toxicidade das amostras é 

necessária, principalmente em relação ao extrato hidroalcoólico de partes aéreas, 

que se mostrou altamente tóxico, mas em condições que podem ser consideradas 

bastantes drásticas. Em se tratando de possível incorporação do extrato em 

formulações cosméticas, é preciso considerar que o contato do produto com a pele 

ocorrerá inicialmente no estrato córneo; tecido queratinizado e de proteção formado 

por células mais resistentes que os fibroblastos e que melhor mimetizam as 

condições para as substâncias que são aplicadas topicamente. 
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Figura 8. Atividade tóxica dos extratos hidroalcoólicos de 
S. occidenfalis para fibroblastos 

Condições experimentais - microplaca de 96 poços; volume final de cada poço: 120 J.lL; 
inóculo: NIH-3T3 104 células/poço; meio de cultura: 010; amostras: extrato hidroalcoólico de 
sementes (EHS) e extrato hidroalcoólico de partes aéreas (EHPA); volume de aplicação das 
amostras: 100 J.lL; concentrações das amostras (mgl100 J.lL): 0.05, 0.09, 0.19, 0.38, 0.75, 1.5, 
3.0 e 6.0; incubação: 37°C, 5% C02, 95% UR por 24 e 48 h; reagente e volume de aplicação: 
MTS/PMS/010, 20 IJL, tempo de reação: 2 h; comprimento de onda de detecção: 490 nm. 
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Os extratos de S. occidenfalis (Ebaq, FP25, FP50, FP75, EHS e EHPA) também 

foram avaliados preliminarmente quanto à capacidade antioxidante, 

complementando este estudo. De acordo com a literatura, diversos trabalhos 

enfatizam a pesquisa de novos antioxidantes de origem natural, sendo esta 

propriedade principalmente atribuída aos compostos fenólicos extraídos de espécies 

vegetais. As substâncias antioxidantes podem ter grande utilidade no 

desenvolvimento de novos fármacos, alimentos funcionais ou coadjuvantes de 

formulações farmacêuticas, cosméticas e alimentícias. 

A Figura 9 mostra a curva-padrão obtida para o fr%x-C, antioxidante utilizado 

como referência na avaliação da atividade das amostras. Nas condições do ensaio, 

foi determinado que a EC50 do padrão, ou seja, a concentração necessária de frolox­

C para o decaimento de 50% do radical livre DPPH, foi 25,3 f.1M, o que equivale a 

6,3 jJg/mL. 
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Os resultados sobre a capacidade de seqüestro do radical DPPH por 

componentes presentes nos extratos de S. occidentalis estão na Figura 10. As 

maiores porcentagens de decaimento do radical livre foram obtidas pela fração 

protéica 25% (52,43%), fração protéica 75% (51,09%), extrato hidroalcoólico de 

sementes (54,54%) e extrato hidroalcoólico de partes aéreas (69,25%). Contudo, 

essas amostras foram ativas nas concentrações de 1000 e 2000 IJg/mL, o que 

corresponde à cerca de 160 e 320 vezes mais que a do padrão, indicando assim, 

uma baixa potência antioxidante. 

Finalizando, é sugerida uma avaliação de menores concentrações das amostras, 

visto que pode ter ocorrido uma ação prá-oxidante, além de uma purificação das 

mesmas, a fim de eliminar substâncias interferentes e possibilitar uma avaliação 

mais criteriosa do potencial antioxidante dos componentes químicos. A presença de 

grande quantidade de pigmentos nos extratos, principalmente nos hidroalcoólicos, 

pode ter interferido na absorção de luz no comprimento de onda empregado, 

representando um fator limitante da técnica. Desse modo, novos protocolos devem 

ser conduzidos, e também estudos mais aprofundados utilizando métodos 

complementares. 
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Figura 10. Seqüestro de radicais DPPH pelos extratos protéicos e
hidroalcoólicos de S. occidenfaJis

Condições experimentais - microplaca de 96 poços; volume final de cada poço: 2oo~L; volume
de aplicação do padrão e das amostras: 100 ~L; padrão: trolox-C (0,62 ~g/1 00 ~L); amostras:
extrato bruto aquoso de sementes (EBaq), fração protéica 25% (FP25), fração protéica 50%
(FP50), fração protéica 75% (FP75), extrato hidroalcoólico de sementes (EHS) e extrato
hidroalcoólico de partes aéreas (EHPA); concentrações das amostras: 100 ~g/100 ~L (Ebaq,
FP25, FP50 e FP75) e 200 ~g/100 ~L (EHS e EHPA): radical livre e volume de aplicação: DPPH
(300 ~M), 100 ~L; tempo de reação: 1 h; comprimento de onda de detecção: 515 nm.
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Frente ao exposto, este trabalho pode mostrar que a Senna occidenfalis L. (Link) 

é uma espécie com notável potencial farmacológico e importância na descoberta de 

novos produtos naturais aplicáveis ao desenvolvimento de produtos farmacêuticos e 

cosméticos. Em relação à pesquisa realizada neste projeto, são ressaltadas as 

constatações a seguir sumarizadas, as quais poderão conduzir a novas perspectivas 

no estudo dessa planta: 

• os extratos aquosos e hidroalcoólicos de partes da S. occidentalis constituem 

um material muito rico em substâncias frtoquímicas biologicamente ativas, tais 

como proteínas, peptídeos e pigmentos fenólicos; 

• o extrato aquoso de sementes da S. occidentalis e suas frações demonstraram 

conter componentes protéicos que podem pertencer à classe das lectinas, devido à 

atividade hemaglutinante, porém, essas frações não demonstraram atividade 

antimicrobiana e antioxidante relevantes, nas condições testadas; 

• o extrato hidroalcoólico de partes aéreas da S. occidentalis demonstrou conter 

componentes f1avonoídicos em sua composição, uma fraca atividade antioxidante, 

uma atividade antimicrobiana moderada e uma relevante atividade citotóxica, nas 

condições testadas; 

• o extrato hidroalcoólico de sementes da S. occidentalis demonstrou conter 

componentes antraquinônicos e f1avonoídicos em sua composição, uma fraca 

atividade antioxidante, um forte potencial antimicrobiano e citotoxicidade adequada, 

nas condições testadas. 
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6. CONCLUSÃO 

o extrato hidroalcoólico de sementes a 0,3% (p/v) apresentou potencial 

antimicrobiano e toxicidade adequados, podendo ser um candidato para o uso em 

sistemas conservantes de preparações tópicas. Particularmente, esse extrato 

apresentou uma relevante atividade inibitória de Pseudomonas aeruginosa, 

sugerindo-se também, a possibilidade de uso deste extrato como princípio ativo 

natural de formulações de medicamentos específicos. 
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ANEXOS 

• Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa; 

• Informações para os membros da Banca Julgadora. 



S
E

C
R

E
TA

R
IA

 D
E 

A
G

R
IC

U
LT

U
R

A
 E

 A
B

A
S

T
EC

IM
E

N
TO

 
A

G
êN

C
IA

 P
A

U
LI

S
TA

 D
E 

TE
C

N
O

LO
G

IA
 D

O
S 

A
G

R
O

N
E

G
Ó

C
IO

S
 

IN
ST

IT
U

TO
 B

IO
LÓ

G
IC

O
 

C
O

M
IS

S
A

o 
D

E 
É

TI
C

A 
N

A 
EX

PE
R

IM
E

N
TA

Ç
ÃO

 A
N

IM
AL

 -
CE
TE
A~
/B
 

C
E

R
TI

FI
C

A
D

O
 

C
er

tif
ic

am
os

 q
ue

 o
 P

ro
to

co
lo

 n
O 

69
/0

8,
 

so
br

e 
o 

P
ro

je
to

: 
A

va
lia

çê
o 

da
 a

tiv
id

ad
e 

an
tlm

lc
ro

b
ia

na
 e

 d
a 

ci
to

to
xl

cl
da

de
 d

e 
ex

tra
to

s 

aq
uo

so
s 

e 
hl

dr
oé

lc
06

1ic
os

 d
e 

Se
nn

a 
oc

id
en

ta
lis

 L
, 

(L
ln

k)
, 

so
b 

a 
re

sp
on

sa
bi

lid
ad

e 
de

 M
ár

ci
a 

Lo
m

ba
rd

o 
es

tá
 d

e 
ac

or
do

 c
om

 o
s 

pr
ln

cf
pl

os
 É

tic
os

 n
a 

E
xp

er
im

en
ta

çã
o 

A
ni

m
ai

 a
do

ta
do

s 
pe

lo
 C

ol
ég

io
 B

ra
si

le
iro

 d
e 

E
xp

er
im

en
ta

çã
o 

A
ni

m
ai

 (
C

O
B

E
A

), 

P
ro

to
co

lo
 a

pr
ov

ad
o 

pe
la

 C
E
T
E
A
~

/B
 e

m
 1

7 
de

 s
et

em
br

o 
de

 2
00

8
, 

Sã
o 

Pa
ul

o,
 1

7 
de

 s
et

em
br

o 
de

 2
00

8
, 

í / 
... 

-, .
... ~
 

j 
A

 
'\

 
tv

"
· 

,,"
' 

(t
.:

..
..

..
.-
~
 ....

..
 \1..

. .
•
 _ 

D
ra

, 
Ve

ra
 C

ec
ili

a 
A

nn
es

 F
er

re
ira

 
C

oo
rd

en
ad

or
a 

da
 C
E
T
E
A
~

/B
 

'
1 ... 

~
i\

 
~

. 
:'t

 r
u 

<n
 

'-
o.:

 
o

; 
0

1 

'" 
o 

fii 
1i;

 
o.

. 
?í

 
C

 
(t

) 
5:i

 
J 

(
f
)
 

V
l 
~
 

~I
 
~
 

m
 

"J
l3

G
 

S
. 
~
 

» 
o 

n 
.. ' .-- n Cl
J 

<
r 



UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

05508-900 - Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - São Paulo - Brasil. 

lima. Sra . 
Profa. Ora. Va!entina Porta 
Coordenadora do CEP/FCF 

São Paulo, 27 de abril de 2006 

Prezada Senhora, 

Vimos , por meio desta, solicitar a possibilidade de alteração do título do 

projeto de pesquisa intitulado Avaliação da atividade antimicrobiana e da citoxicidade de 

extratos de folhas de Rubus rosaefolius Sm. visando sua aplicação como conservante em 

cosméticos (CEP IFCF/USP n0229)' para Avaliação da atividade antimicrobiana e da 

citoxicidade de extratos de vegetais Visando a aplicação como conservante. 

Justificamos a solicitação, pois pretendemos estudar os extratos de folhas da 

Lippia sa/viaefo/ia Chamo e extratos da semente de Senna occidentalis com os mesmos 

métodos e grupo de pesquisadores envolvidos no referido projeto. 

Informamos quê estamos enviando, em anexo, o projeto com as 

modificações pretendidas. 

Agradecemos antecipadamente e colocamo-nos à disposição para quaisquer 

esclarecimentos que se fizerem necessários. 

Atenciosamente, 

_ .. ~\ ~- ~ ~ ,., 
'- >', ' "" \,, '\ .... \ '-..J' ~ 

Profa. Dra. Telmã1VtarY Kaneko 



Ofício CEP nO 32/2008 

IImo(a). Sr(a). 
Prota. Ora. Teima Mary Kaneko 
FBF 

Prezado(a) Senhor(a), 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

Comitê de Ética em Pesquisa - CEP 

São Paulo, 04 de abril de 2008. 

Vimos informar que o Comitê de Ética em Pesquisa da 

FCF/USP, em reunião realizada em 31 de julho de 2006, APROVOU a alteração do 

título do projeto "Aval iação da atividade antimicrobiana e da citoxicidade de extratos 

de folhas de Rubus rosaefolius Sm. visando sua aplicação como conservante em 

cosméticos"(P-229) apresentado por Vossa Senhoria, para "Avaliação da atividade 

antimicrobiana e da citoxicidade de extratos vegetais visando sua aplicação 

como conservantes" 

Atenciosamente, 

/::...:_;;.. i~- ,-< :),~~ <-.w. (-
Profa . Dra. Elvira Maria Guerra Shinohara 

Coordenadora do Comitê de Ética em Pesquisa 
FCF/USP 

Av. Prof. L ineu Prestes. nO 580, Bloco -13 A - Cidade Universitária - CEP 05508-900 - São Paulo - SP 
Fone I Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: cepfcf@usp.br 
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