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RESUMO 
 

 

ZUCOLOTTO, Rogério, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, março de 2013.  
CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO AQUOSO DE 

Phoenix roebelinii O’Brien. Orientadora: Fernanda Campos Rosetti Lessa. Co-
orientadora: Denise Coutinho Endringer. 
 

Notável desafio ao tratamento de doenças orais é a resistência de microrganismos 
aos antibióticos. A produção de fitomedicamentos torna-se necessária e atrativa, 
tendo em vista a produção de novos princípios ativos. A palmeira Phoenix, planta da 
família Arecaceae, é amplamente utilizada na medicina popular. Estudos para 
avaliar a atividade antimicrobiana oral e a ação citotóxica desse agente natural 
tornam-se importantes e promissores ao oferecer novas possibilidades terapêuticas. 
Realizou-se a identificação do extrato aquoso por cromatografia líquida acoplada a 
espectrometria de massa. As concentrações utilizadas foram diluídas em placa de 
96 poços (400µL/mL) em frações de 2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 mg/mL. O extrato foi testado 
sobre os micro-organismos Bacillus sp., Enterococcus faecalis e Streptococcus 
mutans e sua citotoxicidade avaliada nas células  MDPC-23 (odontoblástica),  HEP-
1C1C7 (tumorais de hepatoma murino) e MCF-7 (carcinoma de mama). Para isso 
utilizou-se o método colorimétrico do metiltetrazolium. Os valores finais obtidos 
foram submetidos à análise estatística empregando-se o test-t e Tukey. Os 
componentes encontrados no extrato da Phoenix roebelinii O’Brien foram o ácido 
gálico,  o ácido clorogênico e quercetina. Houve inibição do crescimento sobre todos 
os micro-organismos testados. As concentrações dos extratos aquosos a partir do 
folíolo e do caule inibiram as células de forma concentração dependente, 
apresentando ambos a IC50= 278,5± 16,71 µg/mL. O extrato de folíolo de Palmeira 
phoenix, na concentração de 1000 µg/mL, não foi considerado citotóxico frente à 
células odontoblastoides MDPC-23 (14,3±6,7% de inibição do crescimento) bem 
como para as célula carcinoma de mama MCF-7 (16,71 µg/mL). Nesta mesma 
concentração o extrato apresentou baixa citotoxicidade sobre as células hepatoma 
murino HEP-1C1C7 (21,7±12,5% de inibição do crescimento).  Esses resultados 
indicam a possibilidade de que o extrato aquoso de palmeira Phoenix e seus 
constituintes podem encontrar aplicação como agente antibacteriano e de um 
possível efeito quimiopreventivo. 
 
 
Palavras-chave: fitoterápico, micro-organismos orais, efeito citotóxico.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 
 

ZUCOLOTTO, Rogerio, M. Sc., University of Vila Velha - ES, march, 2013. 
Antimicrobial activity and cytotoxicity of extract aqueou of Phoenix roebelinii 
O’Brien. Professor for guidance: Fernanda Campos Rosetti Lessa. Professor co-
advisor: Denise Coutinho Endringer. 
 
 
 

Remarkable challenge of treatment of oral diseases is the microorganisms antibiotics 
resistance. The production of phytomedicines becomes necessary and attractive 
considering the production of new active principles. The Phoenix palm, Arecaceae 
plant family, is widely used in popular medicine. Studies to evaluate the antimicrobial 
oral activity and the cytotoxic action of this natural agent becomes important and 
promising offering new therapeutically possibilities. We performed the identification of 
aqueous extract through liquid chromatography coupled with mass spectrometric. 
The concentrations used were diluted on 96-well plate format (400µL/mL) in fractions 
of 2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 mg/mL. The extract was tested over microorganisms Bacillus 
sp., Enterococcus faecalis, and Streptococcus mutans and their cytotoxicity were 
evaluated in cell MDPC-23 (odontoblast), HEP-1C1C7 (murine hepatoma) e MCF-7 
(breast cancer). To do this, we used the metiltetrazolium colorimetric method. The 
final values obtained were submitted to statistical analysis employing the test-t and 
Tukey. The components found in Phoenix roebelinii O’Brien extract were the gallic 
acid, the chlorogenic acid, and quercetin. There was growth inhibition over all tested 
microorganism. The concentrations of aqueous extracts from leaflet and stalk 
inhibited the cells by dependent concentration, showing both IC50= 278,5± 16,71 
µg/mL. The Palm phoenix leaflet extract, in concentration of 1000 µg/mL, was not 
considered cytotoxic with the odontoblast MDPC-23 cells (14,3±6,7% of growth 
inhibition) as well as breast carcinoma MCF-7 cells (16,71 µg/mL). In this same 
concentration the extract shows low cytotoxic over murine hepatoma HEP-1C1C7 
cells (21,7±12,5% of growth inhibition). These results indicate the possibility that the 
palm Phoenix aqueous extract and their constituents can find an application as 
antibacterial agent and of a possible chemopreventive effect. 
 
 
 

Keywords: herbal medicine, oral microorganisms, cytotoxic effect. 



 

 

INTRODUÇÃO GERAL 
 

 

Espécies vegetais medicinais são consideradas um dos meios mais 

antigos empregados pelo homem para o tratamento de todos os tipos de 

enfermidades (OLIVEIRA & ARAÚJO, 2007). A Organização Mundial de Saúde 

(OMS) e igualmente a ANVISA reconhecem o uso de plantas medicinais como fonte 

terapêutica segura, desde que se realizem os ensaios químicos e farmacológicos de 

cada espécie em uso. Recentemente, o Ministério da Saúde tem apoiado pesquisas 

nessa área, visando avaliar as espécies vegetais utilizadas pela população, a fim de 

desenvolver medicamentos, como terapia alternativa e/ou complementar (BRASIL, 

2004; FEITOSA et al., 2004). 

Diversos trabalhos foram publicados, sinalizando os potenciais efeitos 

toxicológicos que esses produtos podem representar (Park et al., 2004; Marcus & 

Snodgrass, 2005). O equilíbrio entre os efeitos farmacológicos e toxicológicos de um 

composto é um requisito importante, quando se está verificando sua aplicabilidade 

como agente terapêutico (MELO et al., 2000).  

  A citotoxicidade é o conjunto de alterações na homeostase celular, que leva a 

uma série de modificações, que interferem na capacidade adaptativa das células, 

bem como na sua sobrevivência, reprodução e realização de suas funções 

metabólicas (NARDONE, 1977). Assim, testes de citotoxicidade in vitro são 

importantes para verificar a toxicidade de novos compostos nos estágios iniciais de 

desenvolvimento de fármacos (PUTNAM; BOMBICK; DOOLITTLE, 2002). 

Os ensaios de citotoxicidade podem ser desenvolvidos em várias 

metodologias: contagem celular, ensaios clonogênicos, medida de incorporação de 

nucleotídeos radiativos ou métodos colorimétricos (HENRIKSSON et al., 2006). 

Dentre os ensaios colorimétricos, destaca-se o MTT: (sais de tetrazolio), Brometo de 

3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio). Consiste no ensaio de proliferação 

celular que quantifica a habilidade das células viáveis reduzirem o sal amarelo de 

tetrazólio a cristais púrpuros de formazana, usando uma enzima mitocondrial, a 

desidrogenase succínica. O ensaio detecta células metabolicamente ativas e a 

leitura é feita em espectrofotômetro (MOSMANN, 1983). A absorbância é 

determinada a 540 ou 570nm em leitor de ELISA. 
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As plantas têm sido fonte importante de produtos biologicamente ativos, 

muitos dos quais se constituem em modelos para a síntese de um grande número 

de fármacos (SIMÕES et al., 2004). Dentre as plantas com potencial medicinal 

destaca-se a palmeira Phoenix que é amplamente utilizada na medicina tradicional 

para o tratamento de muitas doenças como distúrbios de memória, febre, 

inflamação, paralisia, perda de consciência, distúrbios do sistema nervoso 

(NADKARNI, 1975). 

A Phoenix roebelinii O’Brien, planta da família Arecaceae, é originária das 

regiões do norte do Laos e do Vietnã e áreas do Yunnam, no sudoeste da China 

(IOSSI et al., 2003). A espécie é popularmente conhecida pelo nome de tamareira-

anã e palmeira fênix, podendo atingir de 2 a 4 metros de altura, sendo utilizada na 

ornamentação de vasos, parques e jardins (Iossi et al., 2003). Trata-se de uma 

espécie de palmeira com grande valor ornamental e amplamente cultivada nos 

trópicos, nas regiões subtropicais e temperada amena (IOSSI et al., 2007). No Brasil 

sua comercialização ainda é muito restrita, embora em alguns países tal comércio 

seja mais difundido (IOSSI et al., 2007). Não foram encontrados dados da 

constituição química da Phoenix roebelinii O’Brien, porém outras espécies do gênero 

Phoenix têm sido pesquisadas, sendo isolados diversos polissacarídeos, em 

particular das sementes (ISHURD et al., 2003) e frutas da Phoenix dactylifera 

(ISHURD et al., 2002). 

Outras espécies do gênero Phoenix apresentaram ser rico em tanino 

(VAN VUUREN et al., 2009), que possui normalmente ação antimicrobiana frente 

aos gêneros Bacillus, Clostridium, Enterobacter e Staphylococcus, além de inibir o 

crescimento de fungos pertencentes aos gêneros Aspergillus, Betrytis, Candida e 

Trichoderma (OLIVEIRA et al., 2006). O mecanismo de ação antimicrobiana dos 

taninos explica-se por três hipóteses: 1) pressupõe-se que os taninos inibam 

enzimas bacterianas e fúngicas e/ou se complexam com os substratos dessas 

enzimas; 2) inclui a ação dos taninos sobre as membranas celulares dos 

microrganismos, modificando seu metabolismo; 3) fundamenta-se na complexação 

dos taninos com íons metálicos, diminuindo a disponibilidade daqueles que são 

essenciais para o metabolismo microbiano (LOGUERCIO et al., 2005). 

Polissacarídeos, como as hemiceluloses, foram encontradas na Phoenix 

dactylifera. A hemicelulose, um carboidrato insolúvel, é constituída de vários tipos de 

unidades de açucares como manose, arabinose, galactose e glicose (ISHURD et al., 

2003). 
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Estudos in vitro realizados por Vayalil (2002) mostraram que o extrato 

aquoso do fruto da palmeira é um potente eliminador de radicais superóxido e 

hidroxila, além de ser inibidor da peroxidação lipídica induzida pelo ferro e a 

oxidação de proteína no cérebro homogeneizado de rato de forma concentração 

dependente. A atividade antioxidante observada foi atribuída à presença dos 

compostos fenólicos, antocianinas, flavonóides glicosilados e procianidinas (ABDUL 

& ALLAITH, 2008; AL FARSI et al., 2005). 

Segundo Al-Daihan & Bhat, (2012), os extratos de frutas, folhas, 

sementes e cascas da tamareira mostram atividade antibacteriana. Os extratos das 

frutas e folhas revelaram melhor atividade que os extratos das sementes e cascas. 

Elevada atividade contra Staphylococcus aureus foi observada nos extratos de 

acetona a partir da fruta. O extrato metanólico da folha apresentou maior atividade 

contra Escherichia coli. 

A análise da atividade antimicrobiana de extratos de plantas é uma 

ferramenta importante na busca de novos compostos com potencial aplicação 

terapêutica. Há a necessidade contínua para o desenvolvimento de novas drogas 

antimicrobianas, pois o aumento do número de bactérias resistentes aos 

medicamentos já não é acompanhado por descobertas de novas drogas para o 

tratamento de infecções (WHITMAN, 2008). 

Baseado no exposto, pode-se afirmar que estudos para avaliar a atividade 

antimicrobiana de extratos e frações de Phoenix roebelinii O’Brien frente a 

microrganismos orais, assim como a ação citotóxica desse agente natural, tornam-se 

importantes e promissores ao oferecer nova possibilidade terapêutica baseada na 

fitoterapia. 

Esse estudo objetiva avaliar o efeito citotóxico e a atividade 

antimicrobiana de extrato Phoenix roebelinii O’Brien. 
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Resumo 

 

ZUCOLOTTO, Rogério, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, março de 2013.  

CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO AQUOSO 

DE Phoenix roebelinii O’Brien. Orientadora: Fernanda Campos Rosetti Lessa. Co-

orientadora: Denise Coutinho Endringer. 

 

 

Notável desafio ao tratamento de doenças orais é a resistência de micro-organismos aos 

antibióticos. A produção de fitomedicamentos torna-se promissora, tendo em vista novos 

princípios ativos. A palmeira Phoenix (Arecaceae) é amplamente utilizada na medicina 

popular. Estudos para avaliar a atividade antimicrobiana oral e a ação citotóxica desse agente 

são importantes ao oferecer novas possibilidades terapêuticas. Realizou-se a identificação do 

extrato aquoso por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa. As 

concentrações do extrato foram em frações de 2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 mg/mL, sendo testadas 

sobre Bacillus sp., Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans e a citotoxicidade avaliada 

nas células  MDPC-23 (odontoblástica),  HEP-1C1C7 (tumorais de hepatoma murino) e 

MCF-7 (carcinoma de mama). Utilizou-se o método colorimétrico do metiltetrazolium. Os 

valores foram submetidos à análise estatística com test-t e Tukey. Os componentes 

encontrados na Phoenix roebelinii O’Brien foram quercetina, ácidos gálico e clorogênico. 

Houve inibição do crescimento sobre os micro-organismos testados. As concentrações dos 

extratos aquosos do folíolo e do caule inibiram as células de forma concentração dependente, 

apresentando ambos IC50= 278,5±16,71 µg/mL. O extrato de folíolo, na concentração de 1000 

µg/mL, não foi considerado citotóxico frente às células MDPC-23 (14,3±6,7% de inibição do 

crescimento) e MCF-7 (16,71 µg/mL). Nesta mesma concentração o extrato apresentou baixa 

citotoxicidade sobre as células HEP-1C1C7 (21,7±12,5% de inibição do crescimento).  Esses 

resultados indicam que extrato aquoso da palmeira Phoenix e seus constituintes podem ter 

aplicação como agente antibacteriano e ter um possível efeito quimiopreventivo. 

 

Unitermos: fitoterápico, micro-organismos orais, efeito citotóxico. 
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Abstract 

 
 

ZUCOLOTTO, Rogerio, M. Sc., University of Vila Velha - ES, march, 2013. 
Antimicrobial activity and cytotoxicity of extract aqueou of Phoenix roebelinii 
O’Brien. Professor for guidance: Fernanda Campos Rosetti Lessa. Professor co-
advisor: Denise Coutinho Endringer. 
 

 

 

Remarkable challenge of treatment of oral diseases is the microorganisms antibiotics 

resistance. The production of phytomedicines becomes promising, considering new active 

principles. The Phoenix palm (Arecaceae) is widely used in popular medicine. Studies to 

evaluate the antimicrobial oral activity and the cytotoxic action of this natural agent are 

important offering new therapeutically possibilities. We performed the identification of 

aqueous extract through liquid chromatography coupled with mass spectrometric. The extract 

concentrations were in fractions of 2,0; 1,0; 0,5, and 0,25 mg/mL, being tested over Bacillus 

sp., Enterococcus faecalis, and Streptococcus mutans and the cytotoxicity evaluated in cells  

MDPC-23 (odontoblast),  HEP-1C1C7 (murine hepatoma), and MCF-7 (breast cancer). We 

used the metiltetrazolium colorimetric method. The values obtained were submitted to 

statistical analysis employing the test-t and Tukey. The components found in Phoenix 

roebelinii O’Brien were quercetin, gallic acid, and chlorogenic acid. There was growth 

inhibition over microorganisms tested. The concentrations of aqueous extracts of leaflet and 

stalk inhibited the cells by dependent concentration, showing both IC50= 278,5± 16,71 

µg/mL. The leaflet extract, in concentration of 1000 µg/mL, was not considered cytotoxic 

with the cells MDPC-23 (14,3±6,7% of growth inhibition) and MCF-7 (16,71 µg/mL). In this 

same concentration the extract shows low cytotoxic over HEP-1C1C7 cells (21,7±12,5% of 

growth inhibition). These results indicate that the palm Phoenix and their constituents can find 

an application as antibacterial agent and of a possible chemopreventive effect. 

 

 

Keywords: herbal medicine, oral microorganisms, cytotoxic effect. 
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2.1 Introdução 

 

Pesquisas sobre atividade antimicrobiana, modo de ação e uso potencial dos óleos 

essenciais de plantas tem ganhado importância para produção de novos fármacos. Segundo 

Novais et al. (2003), os vegetais são uma excelente fonte de novas drogas antimicrobianas, 

tendo em vista que a diversidade molecular de produtos naturais é muito superior àquela 

derivada dos processos de síntese química.  

Ainda pouco se sabe sobre a eficácia de plantas medicinais empregadas em 

formulação para tratamentos de doenças orais. Com a finalidade de auxiliar no tratamento 

dessas enfermidades muitos agentes químicos com ação antimicrobiana vêm sendo estudados, 

mas a eficácia de plantas com essa finalidade ainda são bem raros, havendo a necessidade de 

intensificar os estudos de plantas que tenham efeito antimicrobiano em microrganismos orais 

(Nascimento et al., 2000). Um grande desafio ao tratamento de doenças orais é a resistência 

de certos microrganismos a diversos antibióticos, por exemplo, o Enterococcus faecalis, 

justificando a importância de estudos que possam contribuir com novos antimicrobianos 

alternativos que sejam eficazes (Paradella et al., 2007; Pereira et al., 2008). 

As espécies vegetais constituem uma fonte efetiva para a descoberta e o 

desenvolvimento de fármacos empregados na terapia moderna (Fabricant & Farnsworth, 

2001; Newman et al., 2003; Butler, 2005; Ella et al., 2007). Comprovando a importância da 

pesquisa por agentes ativos, a partir de fontes naturais, no período de 1981 a 2006, 1010 

novos fármacos foram aprovados para uso nos EUA pelo FDA (Food and Drug 

Administration), desses 28,3% são produtos naturais ou derivados e 10,7% produtos sintéticos 

miméticos de produtos naturais (Newman & Cragg, 2007).  

A produção de fitomedicamentos a partir de plantas cultivadas torna-se necessária 

e atrativa tendo em vista a produção dos princípios ativos de interesse. A Phoenix roebelinii 

O’Brien, planta da família Arecaceae, popularmente conhecida pelo nome de tamareira-anã e 
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palmeira fênix, utilizada na ornamentação de vasos, parques e jardins (Iossi et al., 2003) é 

uma espécie de palmeira com grande valor ornamental e amplamente cultivada nos trópicos, 

nas regiões subtropicais e temperadas amenas (Iossi et al., 2007). Não foram encontrados 

dados da constituição química da Phoenix roebelinii O’Brien, porém outras espécies do 

gênero Phoenix têm sido pesquisadas (Ishurd et al., 2002; Ishurd et al., 2003).  

O interesse popular e institucional vem crescendo no sentido de fortalecer a 

fitoterapia e para que posteriormente possa ser proposta uma utilização do extrato de Phoenix 

roebelinii O’Brien em animais torna-se fundamental realizar também testes citotóxicos.  

Baseado no exposto pode-se afirmar que estudos para avaliar a atividade 

antimicrobiana de extratos e frações de Phoenix roebelinii O’Brien frente a microrganismos 

orais, assim como a ação citotóxica desse agente natural, tornam-se importantes e promissores 

para que possa ser oferecida uma nova possibilidade terapêutica baseada em fitoterápicos. 

Esse estudo objetiva avaliar o efeito citotóxico e a atividade antimicrobiana de 

extrato Phoenix roebelinii O’Brien. 

 

2.2 Material e Métodos 

 

Material vegetal 

Foram coletados folhas e caule da espécie Phoenix roebelenii O’Brien. 

Inicialmente, realizou-se a triagem do material coletado, e submetido à secagem em estufa 

ventilada, a 40
o
C, por 72 h. Este material foi armazenado em freezer -20 °C, no laboratório de 

Obtenção e Análise de Produtos Naturais da UVV, e foi empregado nesta pesquisa. 

 

Obtenção do extrato aquoso de Phoenix roebelenii O’Brien 

O preparo das amostras (do extrato aquoso de folíolos e de caule - Phoenix 

roebelenii O’Brien) para utilização in vitro foi realizado no laboratório de Biologia Molecular 
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e Cultura de Células, Biopráticas - Universidade Vila Velha. Para os ensaios in vitro, as 

amostras foram solubilizadas em DMSO, na concentração de 4,0 mg/mL, constituindo esta a 

solução estoque. Essa solução foi mantida a -20 C até o momento de uso, sendo então diluída 

em placa de 96 poços (400L/mL) em frações de 2,0 mg/mL, 1,0 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 

mg/mL.  

 

Identificação dos extratos por Cromatografia Líquida acoplada a espectrometria de 

massas (LC/MS/MS).  

Foi empregado cromatógrafo líquido acoplado a espectrometria de massas (HPLC 

Agilent 1200 equipado com API 3200 - Applied Biosystems) com triplo quadrupolo para as 

análises. Todas as separações foram realizadas em uma coluna Agilent Eclipse C18 (150 mm 

x 4,6 mm, 5mm) a 35 ºC. A fase móvel foi composta por (A) solução aquosa de ácido fórmico 

(0,05%, v/v) e (B) acetonitrila (0,3 mL/min) usando uma eluição em gradiente de 10-60% de 

B em 0-8 min, 60-90% de B 8-12 min, 90-10% B por 12-15 min e o tempo de reequilíbrio foi 

de 6 min. A pressão de nebulizador do MS foi de 50 psi. A temperatura do gás foi de 650ºC e 

voltagem capilar foi de 5500 V.  

A identificação dos constituintes químicos das amostras por LC/MS/MS foi 

realizada conforme descrito por Zhu et al., (2012), com modificações. Resumidamente, as 

amostras foram diluídas em metanol grau HPLC (Sigma Alrich, St Louis; 1 mg/mL) e 

filtradas. As substâncias foram identificadas por comparação do tempo de retenção e o 

espectro com as soluções padrões. A quantificação foi realizada por curva externa com 7 

pontos, para as substâncias padrão x,y,z (faixa de concentração). Os limites de detecção e de 

quantificação foram determinados pelo ruído de sinal, 3 e 5 vezes, respectivamente (Tabela-

01). 
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Ensaio Microbiológico  

O extrato aquoso de palmeira Phoenix foi testado sobre os micro-organismos 

Bacillus sp., Enterococcus faecalis ATCC n° 10231 e Streptococcus mutans ATCC 25175; 

adquiridos no Laboratório de Microbiologia do Complexo Biopráticas da Universidade Vila 

Velha. Foram cultivados em placa de Petri contendo o meio BHI-Agar (Himedia®) em capela 

de fluxo laminar para evitar contaminações das colônias. Em seguida os micro-organismos 

foram incubados em estufa a 37°C durante 48 horas.  

Para a obtenção de um inóculo 10
8 

UFC/mL do microrganismo, depois de 

incubado por 48 h, o mesmo foi capturado da placa de Petri com o auxílio de uma haste 

metálica esterilizada e, diluído inicialmente em salina. Três alíquotas de 100 µL do 

microrganismo diluído em salina foram transferidas para uma placa de 96 poços de fundo 

chato para determinar a concentração exata do inóculo, levado para leitura de absorbância em 

leitor de ELISA. Em seguida, o micro-organismo foi diluído em meio B.H.I. – Ágar e 100 µL 

do inóculo foram semeados na placa de 96 poços e incubados a 37°C em estufa durante 24 

horas.  

Após esse período, foram adicionados 100 µL das diferentes concentrações dos 

extratos à placa, sendo incubados por mais 12 horas. No grupo controle positivo foram 

adicionados apenas 100 µL do inóculo adicionados mais 100 µL de BHI-Agar e no grupo 

controle negativo foram adicionados 100 µL de hipoclorito de sódio 3%.  

Após o tempo de 72 horas de exposição dos micro-organismos às diferentes 

concentrações do extrato aquoso de Palmeira Phoenix e às soluções controles, adicionou-se 

uma solução contendo 25 µL de MTT (5mg/mL). Após 4 horas de incubação, adicionou-se 50 

µL de uma solução de isopropanol acidificado em HCl a 0,04M. A atividade antimicrobiana 

foi avaliada de maneira proporcional à absorbância determinada a 570nm em leitor de ELISA 

(Leitora Automática De Microplacas de 96 Poços - Mod. Tp Reader –ThermoPlate).  

http://www.hexasystens.com.br/fabricante.asp?Fab=89
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Os valores finais obtidos para cada grupo experimental e controle foram 

submetidos à análise estatística.  

 

Ensaio de Citotoxicidade 

Linhagem de células tumoral de hepatoma murino Hepa-1c1c7, odontoblástica 

MDPC- 23 e de carcinoma de mama MCF-7 foram cultivadas em meio Dulbecco Modified 

Eagle Medium (DMEM) (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, 

Cultilab, Campinas, SP), 100 IU/mL e 100µg/mL, respectivamente, de penicilina e 

estreptomicina, e 2 mmol/L de glutamina (Gibco, Grand Island, NY, USA) em uma atmosfera 

umedecida contendo CO2 a 5% e na temperatura de 37C. 

As diferentes concentrações do extrato aquoso de Palmeira Phoenix foram 

preparadas diluindo-as em meio de cultura DMEM completo. O meio de cultura DMEM puro 

foi utilizado como controle negativo, sendo que a solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

na concentração de 3% foi empregada como controle positivo. O experimento foi realizado 

em triplicata.   

As células (30.000 células/cm
2
) foram cultivadas em placas de acrílico 

esterilizadas com 96 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, USA), em uma 

atmosfera umedecida contendo 5% de CO2, na temperatura de 37
o
C e pelo período de 24 

horas. Após este período, o meio de cultura foi aspirado e um volume de 10µL das diferentes 

concentrações do extrato de Palmeira Phoenix e as soluções controles foi introduzido em cada 

compartimento, sendo então mantidas em incubadora pelo período de 48 horas.  

A atividade metabólica celular foi avaliada utilizando o teste colorimétrico do 

metiltetrazólio (MTT assay), por meio da demonstração citoquímica da desidrogenase 

succínica (SDH), que representa taxa de respiração mitocondrial das células (Mosmann, 

1983). O MTT é um sal hidrossolúvel de cor amarela, que é reduzido por células vivas em 

formazana, de cor violeta e insolúvel numa solução aquosa. Este teste mede a atividade da 
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enzima desidrogenase succínica (SDH) presente nas mitocôndrias das células viáveis, que 

convertem o sal de MTT via agentes celulares redutores, para formazana que se deposita na 

célula. A quantidade formada de formazana é proporcional à atividade enzimática mensurada 

após sua diluição. A viabilidade celular foi avaliada de maneira proporcional à absorbância 

determinada a 570 nm em leitor de ELISA (Leitora Automática De Microplacas de 96 Poços - 

Mod. Tp Reader –ThermoPlate). Para a padronização da leitura, os dois compartimentos 

iniciais dos recipientes foram preenchidos com 100 L da solução de isopropanol acidificado, 

para se determinar o valor correspondente à passagem total da luz, ou seja, ao valor máximo 

para a redução do metabolismo celular.  

Os valores finais obtidos para cada grupo experimental e controle foram 

submetidos à análise estatística. Em seguida, calculou-se, em porcentagem, o efeito inibitório 

dos diferentes grupos estudados sobre a atividade mitocondrial das células.  

 

Análise estatística 

Os parâmetros avaliados foram submetidos à análise estatística empregando-se o 

teste de Tukey (StatisticalPackage Social Science versão 11.5 - SPSS 11.5 e Prism 3.0-Graph 

Pad Software, Inc., USA). A significância estatística para os valores médios de porcentagem 

de inibição dos extratos foram determinados pelo test-t de Student. As diferenças foram 

consideradas significativas para p < 0,05.    

 

2.3 Resultados 

 

A análise de Cromatografia Líquida acoplada à espectrometria de massas 

(LC/MS/MS) testou as seguintes substancias: Ácido gálico, ácido cafeico, ácido clorogênico, 

ácido rosmarinico, apigenina e quercetina. Foi revelada a presença de três compostos, sendo o 

acido gálico o de maior ocorrência (144,32±1,93 µg/mL) seguido do acido clorogênico 

http://www.hexasystens.com.br/fabricante.asp?Fab=89
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(29,77±0,02 µg/mL) e quercetina (5,05 µg/mL). O ácido gálico foi encontrado na folha e 

caule e a quercetina somente nas folhas, conforme descrito na Tabela 02. 

 

Atividade antimicrobiana 

Os resultados deste trabalho demonstraram a atividade antimicrobiana após o 

tratamento com extratos da Phoenix roebelenii O’Brien sobre Streptococcus mutans (SM), 

Bacillus sp. (Ba) e Enterococcus faecalis (EC) (Figura 01). 

A inibição do crescimento de S.mutans apresentou-se progressiva, de acordo com 

o grau de concentração do extrato aquoso da planta em estudo. Houve aumento proporcional 

das inibições do crescimento à medida que a concentração do extrato aumentava.  

 

Ensaio de Citotoxicidade 

Os resultados foram expressos na concentração que inibe 50% do crescimento do 

controle, após o período de incubação (IC50). Os valores foram estimados a partir de um 

gráfico de log10 da concentração dos extratos da palmeira Phoenix em µg/mL versos a 

percentagem de células inibidas. Os resultados mostraram que as concentrações dos extratos 

aquosos a partir do folíolo (Figura 02) e do caule (Figura 03) inibiram a célula de forma 

concentração-dependente, apresentando ambos a IC50=278,5± 16,71 µg/mL, ou seja, a 

percentagem de inibição de crescimento aumentava proporcionalmente ao aumento da 

concentração do extrato. 

 

2.4 Discussão 

 

Nas últimas décadas, numerosas publicações têm descrito a grande importância 

que os produtos naturais possuem no desenvolvimento de novos fármacos (Gilani & Rahman, 

2005; Patwardhan, 2005).  



 

26 

 

Numerosas plantas e seus metabólitos secundários isolados são relatados com 

propriedades antimicrobianas (Ali & Qaiser, 2009; Qadrie et al., 2009; Nisar et al., 2010;. 

Khan et al., 2011; Samiullah et al., 2011). Perveen et al., (2011) descreveram a atividade 

antimicrobiana de extratos de folhas e caroços de três variedade de Phoenix dactylifera frente 

a sete espécies de micro-organismos, sendo que os extratos metanólico e de acetona 

mostraram boa atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Shigellaflexeneri, Staphylococcusaureus e Streptococcus 

pyogenes, e o mesmo não pôde ser observado sobre o Enterococcus faecalis. No entanto, o 

extrato aquoso apresentou pouco efeito sobre todas as espécies bacterianas testadas. 

Os fitoquímicos derivados da raiz, caule, folhas, frutos, flores e sementes de 

plantas medicinais incluem compostos fenólicos, óleos essenciais, proteínas e antioxidantes, 

juntos, eles trabalham como agentes de biocontrole (Cragg et al., 1996). O potencial de 

inibição de extratos de plantas contra o crescimento de micro-organismos foi atribuída à 

presença de antioxidantes (Cutter, 2000; Puupponen et al., 2001). Tem sido relatado que todas 

as partes da palmeira, incluindo sementes e folhas, contêm hidratos de carbono, alcalóides, 

esteróides, vitaminas, flavonóides e taninos. O perfil fenólico da planta revelou a presença de 

ácidos, principalmente, o cinâmico, glicósidos de flavonóides, flavonóides, quatro ácidos 

fenólicos livres e nove ácidos fenólicos ligados (Dowson, 1982; Mosa et al., 1986; Ziouti et 

al., 1996; Eong, 2006; Biglari et al., 2008). 

Os óleos essenciais podem apresentar atividade citotóxica, geralmente sem serem 

mutagênicos, em vários organismos (Bakkali et al., 2008; Stammati et al., 1999). Uma vez 

que a citotoxicidade diferencial é também uma característica útil para potenciais agentes 

antitumorais, a atividade citotóxica do extrato de palmeira Phoenix foi avaliada em linhagem 

de células tumorais de hepatoma, odontoblástica e de carcinoma de mama por ensaio MTT 

baseado na viabilidade celular. 
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A inibição do crescimento para a linhagem carcinoma de mama MCF-7 foi 

concentração-dependente, no entanto a concentração inibitória média (IC50) foi maior que 

1000 µg/mL sendo considerado de baixa citotoxicidade (figura 03). 

Na concentração de 1000 µg/mL, o extrato de folíolo de Palmeira fênix não foi 

considerado citotóxico frente à linhagem de células odontoblastóides MDPC-23 (14,3±6,7% 

de inibição do crescimento). As células odontoblastóides MDPC-23 representam uma das 

linhagens celulares mais apropriadas para avaliação dos efeitos citotóxicos de diferentes 

produtos utilizados na odontologia (Macdougall et al., 1995). 

Na concentração de 1000 µg/mL, o extrato de folíolo de Palmeira fênix 

apresentou baixa citotoxicidade frente à linhagem celular de hepatoma murino HEP-1C1C7 

(21,7±12,5% de inibição do crescimento), não sendo possível calcular sua IC50. 

O extrato aquoso não apresentou potencial antitumoral por expressar baixa 

citotoxicidade. O Instituto Nacional de Câncer dos Estados Unidos (NCI) em seu programa de 

triagem de drogas anticâncer considera forte atividade antineoplásica, valores de IC50 menor 

ou igual a 4,0 µg/mL (Suffness & Pezzuto, 1991). A baixa atividade citotóxica dos extratos de 

palmeira Phoenix, observada nas linhagens testadas, encontra um paralelo com trabalhos que 

relataram que o flavonóide quercetina demonstrou ser inativa em linhagem de células da 

nasofaringe (KB) (IC50 = 295,8µM) (delRayo-Camacho et al., 2002). 

Não foram encontrados na literatura, dados da constituição química da Phoenix 

roebelenii O’Brien, porém outras espécies do gênero  têm sido pesquisados, sendo isolados 

diversos polissacarídeos, em particular das sementes (Ishurd et al., 2003) e frutas da Phoenix 

dactylifera (Ishurd et al., 2002). Estudos demonstraram a presença de importantes compostos 

químicos como ácidos cinâmicos, glicosídeos e flavonóides na palmeira Phoenix 

(Seelig,1974; Biglari,2008). 

A análise de Cromatografia Líquida acoplada à espectrometria de massas 

(LC/MS/MS) revelou a presença do acido gálico (AG) em maior quantidade (144,32±1,93 
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µg/mL). Estudos recentes demonstraram que o ácido gálico apresenta várias propriedades 

terapêuticas, incluindo atividades antidiarreicas (Namkung et al., 2010), antifúngica, 

antibacteriana, anti-inflamatória, antiviral, antioxidante e antineoplásica (Fiuza et al., 2004; 

Sameermahmood et al., 2010), podendo ser responsável pelo efeito antimicrobiano 

encontrado no estudo. 

Por outro lado, a ação citotóxica do AG foi comprovada em varias linhagens 

tumoral e em fibroblastos renais – morfofisiologicamente análogos às células estreladas 

hepáticas (CEH), porém o mesmo não foi observado quando administrado em outras 

linhagens celulares normais como queratinócitos, células endoteliais e hepatócitos, 

demonstrando nenhuma ou muito baixa atividade citotóxica (Phan et al., 2003; Chuang et al., 

2010). Além de não ser citotóxico aos hepatócitos, foi atribuído ao AG importante papel de 

proteção hepatocelular (Hsu & Yen, 2007). 

O ácido clorogênico (CGA) em concentrações específicas mostrou ser eficaz na 

destruição das células cancerosas do pulmão, sem afetar fibroblastos normais, apoiando 

descobertas anteriores de que o CGA deva também ser investigado como agente 

anticancerígeno (Morón et al., 2012). 

Dentre os compostos fenólicos com potencial terapêutico, destaca-se o 3,4,5-acido 

trihidroxibenzóico, ou ácido gálico (AG), que é encontrado amplamente distribuído em 

plantas. O AG pode ser detectado como molécula livre ou como um dos componentes 

químico de outros ativos fenólicos, como os taninos (Hemingway et al., 1999). O AG e seus 

derivados também estão presentes em cascas de carvalho, uvas e folhas de chá como um dos 

principais componentes fenólicos (Ow & Stupans, 2003). Estudos recentes demonstraram que 

o AG apresenta várias propriedades terapêuticas, como antidiarreicas (Namkung et al., 2010), 

antifúngica, antibacteriana, anti-inflamatória, antiviral, antioxidante e antineoplásica (Fiuza et 

al., 2004; Sameermahmood et al., 2010). 
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Os resultados desse estudo demonstraram atividade antimicrobiana de extratos 

aquoso de Phoenix roebelenii O’Brien sobre Streptococcus mutans, Bacillus sp. e 

Enterococcus faecalis, provavelmente atribuída à presença na constituição química de taninos 

e fenóis. Esses resultados divergem de dados citados por Al-Daihan & Bhat (2012), extratos 

mostraram atividade antibacteriana. Al-Daihan & Bhat (2012) citam que os extratos 

metanólico e de acetona de frutas, folha, sementes e cascas de tamareira (Phoenix 

dactylifera), são mais eficazes que os extratos aquosos. Na literatura não foi encontrado 

trabalhos relacionado ao efeito antimicrobiano de extrato aquoso oriundo da Phoenix 

roebelinii O’Brien o que amplia as informações científicas para esta espécie e instiga novas 

pesquisas. 

 

2.5 Conclusão 

O extrato aquoso de palmeira Phoenix mostrou-se eficaz frente aos micro-organismos 

orais Bacillus sp., Enterococcus faecalis  e Streptococcus mutans e as concentrações dos 

extratos aquosos (folíolo e caule) inibiram as células hepatoma murino Hepa-1c1c7, 

odontoblástóides MDPC- 23 e carcinoma de mama MCF-7  de forma concentração-

dependente, apresentando ambos IC50= 278,5± 16,71 µg/mL.  

 Esses resultados indicam a possibilidade do extrato da Phoenix serem aplicados como 

agente antibacteriano e quimiopreventivo, demonstrando a necessidade de estudos adicionais. 
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Figura 01: Efeito antimicrobiano após tratamento com extratos de palmeira Phoenix. 
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Figura 02: Curva de IC50 MCF-7 para PF folíolos. 
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Figura 03: Curva de IC50 MCF-7 para PF caule. 
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St 

Linear range 

(µg/ml) 

LD 

(µg/ml) 

LQP 

(µg/ml) 

Fer 1,1-0,0172 0.00216 0.0172 

Caf 0,5-0.00781 0.0026 0.0078 

Ros 2.6-0.04063 0.0382 0.0406 

Gal 9.2-0.14375 0.0030 0.1438 

Api 0.2875-0.00449 0.0025 0.0045 

Que 0.03125-2 0.0117 0.0313 

 

Tabela 01: Substâncias identificadas por comparação do tempo de retenção e o espectro com 

as soluções padrões.  

 

Substância PF Folha PF caule PF aquoso 

Ac gálico 143,65±0,85 143,28±1,59 144,32±1,93 

Ac cafeico - - - 

Ac clorogênico - - 29,77±0,02 

Ac Rosmarinico - - - 

Apigenina - - - 

Quercetina 5,05±? 4,09±? - 

 

Tabela 02: Composição Química por (LC/MS/MS) dos extratos de Phoenix roebelenii 

O’Brien. 
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