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RESUMO 
 

 
O presente trabalho teve como objetivos:  a) avaliar a atividade antimicrobiana 
dos extratos naturais de alecrim, bardana, romã e cavalinha, sobre oito cepas de 
micro-organismos multirresistentes de Acinetobacter baumanii em cultura 
planctônica, verificando a concentração inibitória mínima e concentração 
microbicida mínima (CIM e CMM); b) avaliar a atividade antibiofilme dos extratos 
que apresentaram atividade antimicrobiana em cultura planctônica sobre cepas 
multirresistentes de A. baumanii no tempo de 5 minutos; c) avaliar a 
citotoxicidade das concentrações mais efetivas dos extratos que apresentaram 
atividade antimicrobiana nos testes em cultura planctônica sobre queratinócitos, 
em ensaio da atividade mitocondrial celular pelo método MTT, no tempo de 5 
minutos. Para a determinação da CIM e CMM dos extratos utilizou-se o método 
de microdiluição em caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI), norma M27-A21 (CLSI, 2002) suplementada por M27-S4 (CLSI, 2012). 
Este teste foi realizado sobre 8 cepas clínicas de Acinetobacter baumanii e 4 
extratos, perfazendo 32 grupos experimentais (n=8). Os extratos que 
apresentaram ação bacteriostática ou bactericida nos testes anteriores foram 
avaliados sobre biofilmes monomicrobianos (8 cepas clínicas de Acinetobacter 
baumanii), no tempo de contato de cinco minutos. As concentrações dos 
extratos, que apresentaram ação anti-biofilme sobre as cepas bacterianas 
analisadas, foram submetidas à análise de citotoxicidade em queratinócitos 
humanos. A avaliação foi realizada por meio do teste colorimétrico MTT, que 
analisou a atividade mitocondrial celular, após contato dos extratos por 5 min. 
Os resultados foram analisados estatisticamente por ANOVA e Tukey Test, 
sendo considerada diferença estatística significativa quando p ≤ 0,05. O extrato 
de romã apresentou CIM e CMM para todas as cepas analisadas, em quanto o 
extrato de alecrim apresentou CIM e CMM para 6 cepas das 8 analisadas, ambos 
apresentaram redução de biofilme, entretanto, romã foi o que apresentou as 
maiores reduções para a maioria das cepas. O extrato de romã apresentou 
viabilidade celular superior a 80% na maioria das concentrações e o alecrim 
apresentou viabilidade celular para 5 concentrações das 8 analisadas. Com isso 
pode-se concluir que o extrato de romã apresentou um melhor resultado 
comparado aos outros extratos, pois demonstrou uma significativa atividade 
antimicrobiana e antibiofilme e ausência de toxicidade conforme tempo de 
aplicação e concentração utilizada contra as cepas clínicas multirresistentes de 
Acinetobacter baumanni, podendo ser considerado potencial agente terapêutico 
para o combate destes patógenos. 
 
Palavras-chave: Micro-organismos multirresistentes. Extratos de plantas. 
Acinetobacter baumanni



 

Yu RA. Antimicrobial activity and antibiofilm of different natural extracts on 
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ABSTRACT 

 

 

The objective of the present work was: a) to evaluate the antimicrobial activity of 
the natural extracts of rosemary, burdock, pomegranate and horsetail on eight 
strains of multidrug resistant Acinetobacter baumanii microorganisms in 
planktonic culture, verifying the minimum inhibitory concentration and minimum 
microbicidal concentration (MIC) and CMM); b) evaluate the antibiofilm activity of 
extracts that showed antimicrobial activity in planktonic culture on multi-resistant 
strains of A. baumanii within 5 minutes; c) to evaluate the cytotoxicity of the most 
effective concentrations of the extracts that showed antimicrobial activity in the 
tests in planktonic culture on keratinocytes, in an assay of cellular mitochondrial 
activity by the MTT method, in 5 minutes. For the determination of the minimum 
inhibitory (MIC) and minimum microbicidal (CMM) concentrations of the extracts, 
the broth microdilution method according to the Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI), standard M27-A21 (CLSI, 2002) supplemented by 
M27 was used. -S4 (CLSI, 2012). This test was performed on 8 clinical strains of 
Acinetobacter baumanii and 4 extracts, making 32 experimental groups (n = 8). 
The extracts that showed bacteriostatic or bactericidal action in the previous tests 
were evaluated on monomicrobial biofilms (8 clinical strains of Acinetobacter 
baumanii) at contact time of 5 minutes. The concentrations of the extracts, which 
showed anti-biofilm action on the bacterial strains analyzed, were submitted to 
cytotoxicity analysis in human kerotinocytes. The evaluation was performed by 
the MTT colorimetric test, which analyzed the mitochondrial cellular activity, after 
contact of the extracts for 5 min. The results were statistically analyzed by 
ANOVA and Tukey Test, being considered statistically significant difference when 
p ≤ 0.05. Pomegranate extract showed MIC and CMM for all strains analyzed, 
while rosemary extract showed MIC and CMM for 6 strains of the 8 analyzed, 
both showed reduced biofilm, however, pomegranate was the one that showed 
the greatest reductions for most of the strains. Pomegranate extract showed cell 
viability greater than 80% in most concentrations and rosemary showed cell 
viability for 5 concentrations of the 8 analyzed.Therefore it can be concluded that 
the pomegranate extract presented a better result compared to the other extracts, 
since it demonstrated a significant antimicrobial and antibiofilm activity and 
absence of toxicity according to the time of application and concentration used 
against the multidrug-resistant clinical strains of Acinetobacter baumanni, which 
can be considered a potential therapeutic agent to combat these pathogens. 

Keywords: Multiresistant microorganisms. Plant extracts. Acinetobacter 
baumannii. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A infecção relacionada a assistência à saúde é mais prevalente em 

Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), e é considerada um grave problema de 

saúde pública segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS). No Brasil, 

aproximadamente 10% dos pacientes hospitalizados infectam-se 

frequentemente em consequência de procedimentos invasivos ou de terapia 

imunossupressora (Candido et al., 2012). 

A microbiota associada às infecções oportunistas e quadros sépticos em 

pacientes atendidos em UTIs é complexa e a boca pode desempenhar o papel 

de importante reservatório de micro-organismos oportunistas, em particular os 

membros da família Enterobacteriaceae, Pseusomonas sp., Acinetobacter sp. e 

Moraxella sp (Gaetti-Jardim et al., 2011), que apresentam rápida disseminação 

e resistência a diversos agentes antimicrobianos amplamente utilizados na área 

médica e odontológica (Kusahara et al., 2012), e podem estar envolvidos em 

quadros infecciosos periodontais, e infecções graves em pacientes mantidos em 

UTI (Pérez-Chaparro et al., 2014; Sopena et al., 2014).  

A família Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e A. baumannii vêm 

ganhando destaque na literatura sobre a microbiota periodontal (Zhuang et al., 

2014), principalmente em países em desenvolvimento, onde os pacientes 

apresentam maior prevalência dessas espécies, o que pode estar associado ao 

maior emprego de antimicrobianos nessas populações, selecionando espécies 

microbianas menos susceptíveis a esses agentes ou deficiência de saneamento 

básico (Botero et al., 2007). Em função de sua elevada ocorrência na saliva, que 

muito provavelmente reflete a contaminação do biofilme microbiano e das 

mucosas, possivelmente constitua o veículo de disseminação desses micro-

organismos (Gaetti-Jardim et al., 2013). 

O Centro para Controle e Prevenção de Doenças – CDC/EUA estima 

que, anualmente, pelo menos dois milhões de doenças e 23.000 mortes são 

causadas por bactérias resistentes aos antibióticos nos Estados Unidos (Anvisa, 

2017). Estas Infecções podem ser causadas por bactérias multirresistentes tais 

como os estafilococos resistentes à meticilina, enterobactérias e Pseudomonas. 
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A correta identificação do micro-organismo causador pode fornecer alguma 

indicação em relação à sua fonte, todavia, certos patógenos têm significado 

especial porque podem causar grandes surtos em todo hospital (Queiroz et al., 

2012; Kannappan et al., 2019). Pacientes que tem longa permanência hospitalar, 

uso prévio de antibiótico, severidade das doenças de base (hipertensão arterial 

severa, diabete, infecção dos rins, nefrites,  doenças hereditárias, pedra nos rins, 

obstruções), deficiência imunológica, queimaduras graves e cirurgia extensa, 

possuem alto risco para infecção ou colonização por bacilos Gram-negativos em 

função das altas taxas de resistência aos antimicrobianos de última geração 

disponíveis para o tratamento de infecções causadas por essas bactérias 

(MacVane, 2017; Anvisa, 2017).  

Os bacilos Gram-negativos multirresistentes são classificados em dois 

grandes grupos, o grupo dos Bacilos Gram-negativos não fermentadores de 

glicose geralmente relacionados a infecções do trato respiratório. São 

representados, principalmente, por cepas de Pseudomonas aeruginosa e 

Acinetobacter spp. (Martins, Barth, 2013; El Chakhtoura et al., 2018). 

A relação entre esses bacilos Gram-negativos e as enfermidades 

periodontais vem sendo realçada, principalmente para A. baumannii, sendo que 

tais patógenos apresentam amplo arsenal de virulência capaz de agredir os 

tecidos periodontais do hospedeiro, como enzimas proteolíticas, exotoxinas e 

endotoxina, além de grande capacidade de aderência, capacidade de invasão 

celular e resistência aos antimicrobianos (Antipa et al., 2014).  Muitas UTIs 

brasileiras convivem com cepas de Pseudomonas e Acinetobacter resistentes a 

todos os antimicrobianos disponíveis, representando um alto custo no tratamento 

dos pacientes infectados (Oliveira et al., 2019).  

Os principais agentes do grupo de bacilos Gram-negativos 

fermentadores de glicose são: Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella 

spp., Serratia spp., Citrobacter spp., Proteus spp. e outros. Estão envolvidos em 

quase todas as infecções adquiridas em UTI, particularmente infecções 

respiratórias e infecções urinárias. São relatadas em muitos hospitais taxas de 

resistência elevada à quinolonas, beta-lactâmicos e aminoglicosídeos, em geral, 

por produção de beta-lactamases (Xiao, Hu, 2017). 
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Os micro-organismos Gram-negativos multirresistentes mais 

comumente encontrados na UTI do Hospital Particular de referência para este 

estudo em São José dos Campos, São Paulo, de Julho de 2015 a Junho de 2019 

foram: Klebsiella pneumoniae (41,4%), Pseudomonas aeruginosa (10%), 

Escherichia coli (8,4%),  Acinetobacter baumannii (4,2%), Enterobacter 

aerogenes e Klebsiella oxytoca (ambos com 2,8%) e Moraxella spp (1,4%). 

Nesse estudo pretende-se avaliar fundamentalmente cepas 

multirresistentes de Acinetobacter baumannii, por ser um dos principais 

causadores destas infecções em UTIs brasileiras, segundo lista de micro-

organismos críticos divulgada pela Organização Mundial da Saúde 

Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenêmicos está em primeiro lugar 

na prioridade crítica para novos antibióticos, por ser uma bactéria que pode 

causar infecções graves e frequentemente mortais, como infecções da corrente 

sanguínea e pneumonia (OMS, consulta em 25/06/2019). Acinetobacter 

baumannii é o patógeno humano mais relevante do género Acinetobacter, 

provoca infecções oportunistas, afetando mais frequentemente as vias 

respiratórias e o trato urinário, podendo causar pneumonias severas e infecções 

urinárias (ITU) de difícil controle, estando associada a uma elevada taxa (30%) 

de mortalidade (Chen et al., 2005).  

As contaminações por cepas multirresistentes de Acinetobacter 

baumannii são um problema comum nos hospitais das regiões mais 

desenvolvidas do mundo, com destaque para a América do Norte e a Europa. 

Causam nos seres humanos uma ampla variedade de quadros infecciosos, 

razão pela qual a bactéria é considerada um importante agente 

patogénico afetando feridos, nomeadamente os feridos de guerra e vítimas 

de politraumatismo, nos quais provoca infecções graves, frequentemente fatais, 

entre elas a fasciite necrosante (Charnot-Katsika et al., 2009;  Sullivan, Shields, 

Netzer, 2010). Em um estudo realizado em um hospital particular da Romênia o 

micro-organismo mais comumente isolado foi o Acinetobacter baumannii (22,2% 

no geral), isolado especialmente do trato respiratório e resistente a todos os 

antibióticos β-lactâmicos, incluindo carbapenêmicos (Zaha et al., 2019). 

A forma mais comum de entrada de A. baumannii no corpo humano é 

através de feridas abertas, sendo que em ambiente hospitalar as vias mais 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Pat%C3%B3geno
https://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Acinetobacter
https://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica_do_Norte
https://pt.wikipedia.org/wiki/Europa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Agente_patog%C3%A9nico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Agente_patog%C3%A9nico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Politraumatismo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fasciite_necrosante
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comuns são os cateteres,  sondas nasogástricas e  tubos orotraqueais utilizados 

na intubação endotraqueal de pacientes. Sendo um patógeno oportunista, em 

geral infecta apenas indivíduos com sistema imunológico comprometido, tais 

como feridos com gravidade, idosos, crianças e portadores de doenças que 

deprimem o sistema imunológico (como a AIDS) (Patrice Nordmann et al., 2019).  

A simples infestação não apresenta riscos particulares, já que 

a colonização não provoca morbidez em indivíduos que não estejam doentes. 

Por essa razão, profissionais de saúde e visitantes portadores assintomáticos da 

bactéria podem promover inadvertidamente a sua disseminação, provocando a 

infestação de hospitais, centros de saúde e outras estruturas frequentadas por 

indivíduos susceptíveis, o que faz da iatrogenia o mecanismo mais frequente de 

infecção (Silberman,2017). 

A primeira linha de tratamento é em geral a aplicação de um antibiótico 

do grupo dos carbapenêmicos, nomeadamente imipenem, embora a resistência 

a esse grupo de antibióticos seja cada vez mais comum, complicando assim seu 

tratamento. Outras opções de tratamento incluem ministrar polimixinas, 

tigeciclina ou aminoglicosídeos (Bassetti et al., 2008, Carvalho et al., 2015, 

Vijayakumar et al., 2019).  

O espectro de sensibilidade a antibióticos de cepas isoladas difere de 

acordo com os departamentos do hospital, os próprios hospitais e os países. 

Discrepâncias também existem em termo de uso de antibióticos e dosagem. A 

utilização de antimicrobianos em UTIs é muito maior em comparação as 

enfermarias médicas e cirúrgicas (Rocío et al., 2019) . 

Algumas medidas de prevenção são recomendadas, como: identificar 

precocemente o paciente colonizado ou com infecção, identificação do 

isolamento por meio de placa ilustrativa, higienização das mãos, usar avental 

limpo, respeitar as medidas de isolamento de contato preconizadas pela 

comissão do serviço de controle de infecção relacionada a assistência à saúde 

hospitalar (SCIRAS), dentre outras (CDC, acesso em 06/09/2016). Entretanto, 

apesar de todos os cuidados adotados, a prevalência destas infecções vem 

aumentando, seu tratamento é dispendioso podendo agravar substancialmente 

os custos das unidades de saúde contaminadas e fazer crescer 

significativamente as taxas de morbidade e mortalidade entre os pacientes 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Cateter
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sonda_nasog%C3%A1strica
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Tubo_traqueal&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Intuba%C3%A7%C3%A3o_endotraqueal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Imunodefici%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_imunit%C3%A1rio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Coloniza%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Morbilidade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Iatrogenia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbapenem
https://pt.wikipedia.org/wiki/Imipenem
javascript:void(0);
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atendidos nas suas instalações. A antibioticoterapia tem sido, em muitas das 

vezes, ineficaz. Neste contexto a utilização de fitoterápicos para a prevenção 

destas infecções e, eventualmente, como coadjuvantes no tratamento, pode ter 

um importante papel. 

O conhecimento histórico do uso de plantas medicinais demonstra ao 

longo da história da humanidade que, pela própria necessidade do homem, elas 

foram um dos primeiros recursos terapêuticos disponíveis, inclusive sendo 

utilizadas na arte de embalsamar cadáveres pelos antigos egípcios (Fluit et al., 

2000). Tais plantas constituem uma imensa fonte de compostos de ampla 

atividade biológica e a utilização delas, principalmente no tratamento de doenças 

infecciosas, representa uma grande contribuição para a descoberta de novos 

agentes terapêuticos no combate de micro-organismos multirresistentes 

(Oliveira et al., 2002; Cheesman et al., 2017). 

Vários extratos vêm sendo testados na forma farmacêutica, colutório 

para bochecho, e foi a partir de estudos científicos, iniciados com conhecimento 

popular, que pôde-se comprovar a eficácia clínica do uso de colutórios, que são 

soluções de aplicação local na cavidade bucal e na porção superior da laringe 

que contêm frequentemente substâncias antissépticas e que não devem ser 

engolidas (Marinho, Araujo, 2007; Vinagre, 2011). 

A busca por novos fitoterápicos capazes de erradicar micro-organismos 

causadores de infecção está em ascensão, e os fitoterápicos conferem 

benefícios à saúde por apresentarem possibilidades de tratamento menos 

agressivos ao organismo e tendo sua ação potencializada, pois um mesmo 

fitofármaco pode possuir princípios ativos com atribuições diferentes (Vinagre, 

2011). 

Um estudo piloto realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa 

avaliou a atividade antimicrobiana de oito diferentes tipos de extratos glicólicos, 

sendo eles: Gymnema sylvestre, Hamamelis virginiana L, Juglans regia L, 

Persea americana, Pfaffia paniculata K, Rosmarinus officinalis L, 

Stryphnodendron barbatiman e Thymus vulgaris. Segundo resultados obtidos 

nesse estudo, os extratos glicólicos de Persea americana (extrato de abacateiro) 

e Hamamelis virginiana (extrato de hamamélis) obtiveram melhor ação 
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antimicrobiana contra a cepa-padrão e três cepas clínicas multirresistentes de K. 

pneumoniae (Paula-Ramos et al., 2016). 

Contudo, como são muitas as possibilidades terapêuticas dos extratos 

naturais, torna-se de grande interesse estudar seus efeitos antimicrobianos 

sobre o Acinetobacter baumanni que assumiu o primeiro lugar de micro-

organismo crítico na tabela da OMS em busca de novos fármacos. Alguns 

extratos naturais de interesse para esse estudo são: Equisetum arvense L., 

Rosmarinus officinalis L., Arctium lappa L., Punica granatum L.  

Equisetum arvense L, a cavalinha ou rabo de cavalo comum, é uma 

planta perene herbácea, equisetopsida, nativa em todas as regiões árticas e 

temperadas do hemisfério norte. Sua utilização vem da época de Cristo. Plínio 

(77 dC) já se referia a sua capacidade hemostática. Na idade média foi utilizada 

como cicatrizante e anti-inflamatório, tanto para uso interno como externo. No 

século XVIII, Hoffmann a preconizava para uso em pacientes com “pedra nos 

rins”. Remineralizante (utilizado em consolidações de fraturas e doenças 

reumáticas), diurético poupador de potássio, hipotensor, hemostático (reduz 

hemorragias), anti-inflamatório e cicatrizante (Alonso, 1998). Sua 

composição química é formada por grande quantidade de silício e quantidades 

menores de cálcio, ferro, magnésio, tanino, sódio, ácido caféico, ácido fenol-

carboxílico, ácido gálico, ácido palmítico, ácido silícico, apigenina, equisetonina, 

espermidina, glicosídeos flavônicos, luteolina, nicotina, sacarídeos, sais de 

potássio, saponinas, taninos, tiaminase. É adaptada a solos úmidos e por ser 

agressiva e persistente, deve–se cuidar para que não se torne uma erva daninha 

(Lorenzi, 2017). 

Um estudo clínico realizado em uma clínica especializada em urologia 

na República Eslovaca, demonstrou que, tratamento de 12 semanas com uma 

mistura de extrato da semente da cavalinha foi altamente eficaz na incontinência 

urinária de esforço com eventos adversos mínimos demonstrando assim que 

mais estudos podem ser necessários para determinar a eficácia deste 

fitoterápico em outras populações (Gazová et al., 2018). 

Rosmarinus officinalis L, o alecrim, foi uma das primeiras ervas utilizadas 

com finalidade medicinal. Na tradição popular européia, era usado para espantar 

o demônio e proteger contra pragas, além de preservar e temperar a carne. Nas 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sil%C3%ADcio
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1lcio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ferro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Magn%C3%A9sio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tanino
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Solo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Erva_daninha
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civilizações antigas, o alecrim era considerado uma planta sagrada que podia 

trazer paz tanto aos vivos quanto aos mortos. Na época da peste, era levado em 

bolsas e no pescoço como proteção. O alecrim é uma erva aromática comum na 

região do Mediterrâneo ocorrendo preferencialmente em solos de origem 

calcária. Devido ao seu aroma característico, os romanos designavam-no como 

rosmarinus, que em latim significa orvalho do mar (Lawless, 2014). O Alecrim 

estimula a circulação e atua como um tônico para o sistema nervoso, a pele, o 

coração, fígado e visícula biliar. Refrescante, antisséptico e antibacteriano é 

também diurético e purificador de uso geral. Tem propriedades antidepressivas 

e antifúngicas. Previne e reduz espasmos, alivia a flatulência e regula a digestão. 

Elimina o catarro e a dor. A nível emocional, o óleo alivia a exaustão mental e 

ajuda na clareza da mente (Oliveira et al.,2017). 

Arctium lappa L., a bardana é uma planta originária da Eurásia e 

difundida na América. Prolifera em baldios, bermas de caminhos, e próxima de 

zonas habitadas. A fama da bardana vem de muito tempo: os gregos a utilizavam 

como medicamento, e na Idade Média era incluída em várias formulações 

destinadas à cura. Algumas referências sugerem que o seu nome 

científico Arctium lappa deriva do grego "arctos" (urso) e "lambanô" (eu tomo), 

em alusão ao aspecto peludo que apresenta (Koskoka et al., 2002). Valorizada 

como medicinal desde a antiguidade, a bardana nunca teve essa fama 

contestada. Todas as partes da planta eram usadas de alguma forma 

como medicamento: as folhas, por exemplo, eram bem amassadas e aplicadas 

em cataplasmas para tratar inúmeras doenças de pele, em razão de sua ação 

bactericida. O uso atualmente tem respaldo científico: estudos comprovam as 

suas propriedades antissépticas. Também foram bem difundidos seus poderes 

contra picadas de insetos e aranhas por sua propriedade de acalmar a dor (ação 

anestésica) e evitar a tumefação do local (ação anti-inflamatória) (Dou et al., 

2009; Bavia et al., 2019). 

Punica granatum L., a romã, contém alcalóides como 

a pelieterina e isopelieterina; e os taninos gálicos. São famosas as romãs 

da Provença, de Malta, da Espanha, da Itália. O seu cultivo é realizado em mais 

de 100 países do mundo. Dos países do Mediterrâneo, atravessou o Atlântico e 

acabou aportando no Brasil (Oliveira et al., 2006)..  

https://pt.wikipedia.org/wiki/Gregos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Idade_M%C3%A9dia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Medicamento
https://pt.wikipedia.org/wiki/Folha_(bot%C3%A2nica)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Emplastro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pele
https://pt.wikipedia.org/wiki/Inseto
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aranha
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dor
https://pt.wikipedia.org/wiki/Alcal%C3%B3ides
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Pelieterina&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Isopelieterina&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Taninos
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=G%C3%A1licos&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Proven%C3%A7a
https://pt.wikipedia.org/wiki/Malta
https://pt.wikipedia.org/wiki/Espanha
https://pt.wikipedia.org/wiki/It%C3%A1lia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mediterr%C3%A2neo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Atl%C3%A2ntico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
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Estudos publicados em artigos apontam atividades antimicrobiana e anti-

inflamatória na odontologia e em especialidades médicas (Werkman, 2008). Na 

Índia, um estudo realizado com a mistura de extrato de romã, em infecções de 

feridas causadas por diferentes micro-organismos multirresistentes, entre eles 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, 

Enterococcus spp, Staphylococcus aureus, Enterobacter spp e Acinetobacter 

spp, demonstrou ter potencial de atividade antimicrobiana contra essas cepas 

predominantes de feridas sépticas o que torna relevante testar esse extrato em 

micro-organismos de outras regiões (Pallavali et al., 2019). 

O uso de plantas com finalidade terapêutica é significativo, dados da 

Organização Mundial de Saúde (Brasil, 2006) mostram que cerca de 85% da 

população mundial usou alguma planta na busca de alívio de alguma 

sintomatologia dolorosa ou desagradável (Oliveira et al., 2006). Desse total, 

somente 30% deu-se por indicação médica. O estudo de plantas medicinais tem 

recebido incentivos da Organização Mundial da Saúde. Segundo Yonath (2019) 

“se não criarmos novos antibióticos as pessoas morrerão aos 50 ou 60 anos, 

como antes”.  

A disseminação de Acinetobacter baumannii resistente aos 

carbapenêmicos levou a um grande problema de saúde mundial. Por isso, é 

importante encontrar um ou mais extratos de plantas que tenha ação 

antimicrobiana sabendo a dose que é eficaz para fazer a inibição da bactéria 

sem ser tóxico para o organismo humano em associação para poder ser utilizado 

como ferramenta de tratamento confiável e rápido para combater cepas 

multirresistentes de Acinetobacter baumannii e permitir uma recuperação bem-

sucedida ao paciente. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de plantas frente a cepas 

multirresistentes de Acinetobacter baumannii. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 

a) avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos naturais de romã, 

alecrim, bardana e cavalinha. sobre cepas de micro-organismos 

multirresistentes de Acinetobacter baumanii em cultura planctônica, 

verificando a concentração inibitória mínima e concentração microbicida 

mínima (CIM e CMM);  

b) avaliar a atividade antibiofilme dos extratos que apresentaram 

atividade antimicrobiana em cultura planctônica sobre cepas 

multirresistentes de A. baumanii no tempo de 5 minutos; 

c) avaliar a citotoxicidade das concentrações mais efetivas dos extratos 

que apresentaram atividade antimicrobiana nos testes em cultura 

planctônica sobre queratinócitos, em ensaio da atividade mitocondrial 

celular pelo método MTT, no tempo de 5 minutos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Foram adquiridos os extratos glicólicos de Arctium lappa (Bardana), 

Equisetum arvense (Cavalinha), Punica granatum (Romã) e Rosmarinus 

officinalis (alecrim) (Mapric, São Paulo, SP), com os devidos laudos e 

especificações (Anexos A,B,C e D) atestando a veracidade das espécies 

vegetais.  

O extrato de bardana foi formulado a partir da raiz da planta; enquanto o 

extrato de cavalinha foi obtido a partir do caule e parte áreas da planta; já o 

extrato de romã foi formulado a partir da casca da árvore; e por fim o extrato de 

alecrim foi obtido a partir das folhas da erva. Todos os extratos foram obtidos na 

concentração de 200 mg/mL em propilenoglicol. 

 

 

3.1 Avaliação da atividade antimicrobiana do extrato 

 

 

3.1.1 Cepas 

 

 

As oito cepas multirresistentes de Acinetobacter Baumannii utilizadas no 

presente trabalho, são provenientes da coleção de cepas do Laboratório 

particular que presta serviço a um Hospital particular de São José dos Campos, 

SP, utilizado como referência nesse estudo. O perfil de resistência de cada uma 

das cepas esta presente no quadro 1. Tanto a identificação como o antibiograma 

das cepas foram realizados pelo sistema semi-automatizado MicroSCAN 4. 

Trata-se de um método de microdiluição em caldo com reações bioquímicas e 

leitura óptica das placas. Para exclusão de contaminação das cepas, as mesmas 

foram semeadas em ágar MacConkey (bioMérieux Brasil) e incubadas por 24 h 

em estufa bacteriológica a 37°C. Passado o período de incubação foi verificada 

a coloração e morfologia das colônias além da coloração do meio de cultura, 

onde A. baumannii apresentou colônias levemente rosadas normalmente 
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cremosas mas que podem eventualmente ter aspecto mucoide, como mostra a 

figura 1. 

 

 

Quadro 1 – Perfil de resistência dos isolados clínicos de Acinetobacter baumannii 

frente a antimicrobianos convencionais 

 

Antimicrobianos convencionais Acinetobacter baumani 

(cepas: H718, H557, H652, HC656, 

H571, H6004, H6005 e H6006) 

Amicacina Sensível (S) ou Resistente (R) 

Amp/Subactam S ou R 

Cefepime S ou R 

Cefoxitina S ou R 

Ceftazidima S ou R 

Ciprofloxacina S ou R 

Cloranfenicol S ou R 

Gentamicina S ou R 

Meropenem Resistente (todas as cepas) 

Imipenem Resistente (todas as cepas) 

Ertapenem Resistente (todas as cepas) 

Sulfazotrim S ou R 

Tetraciclina S ou R 

Legenda: Dados fornecidos pelo sistema MicroSCAN 4, provenientes do laboratório 
Particular, São José dos Campos – SP.  
Fonte: Elaborado pelo autor.  
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Figura 1 – Cepa de Acinetobacter baumannii semeada em ágar MacConkey para 

exclusão de contaminação 

 

Legenda: Na figura, observa-se colônias levemente rosadas e cremosas.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 
3.1.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e 

Concentração Microbicida Mínima (CMM) para os micro-organismos 

aeróbios 

 

 

Para a determinação da CIM foi utilizado o método de microdiluição em 

caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), norma M7-A6 

(2012).  Para isso as bactérias foram reativadas do congelamento a -80°C, em 

ágar Brain Hearth Infusion (Himedia, Mumbai, Índia) com incubação de 

24h/37ºC. Após reativação das cepas foi realizado a preparação do inóculo, onde 

colônias isoladas foram transferidas para um tubo contendo solução fisiológica 

estéril (NaCl 0,9%), posteriormente foi realizado o ajuste da turbidez desta 

solução, padronizando a solução em espectrofotômetro, densidade óptica de 

625 nm (nanómetros),  na concentração de 106 UFC/mL  (unidades formadoras 

de colônia por mililitro) em espectrofotômetro (Micronal, São Paulo, Brasil). 

O teste foi realizado em microplacas de 96 poços (TPP, Trasadingen, 

Suíça), onde foram adicionados 100 μL do caldo Mueller Hinton (Himedia, 

Mumbai, India) em 10 poços por grupo teste. Após adição do meio de cultura, foi 

realizada a diluição dos extratos, para isso foram adicionados 100 μL dos 
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extratos apenas no primeiro poço da microplaca de cada grupo teste, de onde 

foi iniciada uma série de diluições (1:2) até a décima diluição. Todos os grupos 

experimentais foram testados em duplicata para cada cepa e extrato.  

Após o preparo das diluições do extrato, foram adicionados os inóculos 

padronizados, inserindo 100 μL da suspensão de micro-organismo em cada 

poço da microplaca de 96 poços. A placa foi incubada em estufa bacteriológica 

por 24h/37°C, posteriormente foi realizada a determinação da CIM, sendo o poço 

com a menor concentração do extrato que não apresentou turvação, como 

mostra a figura 2.  

 

 

Figura 2 – Microplaca de 96 poços para determinação da CIM 

 

Legenda: Círculos vermelhos indicam o poço com menor concentração do extrato que 
não apresentaram turvação.   
Fonte: Elaborado pelo autor.  

 

 

Para que a CMM dos extratos fosse determinada, foram semeados 10 

μL da CIM, bem como 10 μL de uma concentração acima e de uma concentração 

abaixo dela em ágar Brain Heart Infusion Brot (BHI). Após 48h de incubação, a 

CMM foi determinada na menor concentração semeada que não apresentou  

crescimento de colônias, como mostra a figura 3.  
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Figura 3 – Placas após semeadura e incubação para verificação da concentração 

microbicida mínima (CMM) 

 

Legenda: Traços em branco (números de 6 a 8) indicam o crescimento do micro-
organismo nas respectivas concentrações do extrato aplicado a microplaca de 96 poços; 
os números de 1 a 5 representam as concentrações do extrato em que não houve 
crescimento das colônias, sendo 1 = 100 mg/mL, 2 = 50 mg/mL,  3 = 25 mg/mL, 4 = 12,5 
mg/mL e 5 = 6,25 mg/mL.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

3.1.3 Avaliação da atividade antimicrobiana do extrato sobre biofilmes 

monotípicos 

 

 

A atividade antimicrobiana sobre biofilmes se baseou na triagem 

promovida pelo teste de microdiluicao em caldo, onde dois extratos 

demonstraram valores de CIM e CMM, sendo eles R. officinalis (alecrim) e P. 

granatum (Romã), assim os dois extratos foram aplicados em diferentes 

concentrações sobre os biofilmes.  

Para a montagem dos biofilmes foram adicionados em placas de 

microtitulação de 96 poços (TPP, Suiça) 200 μL/poço de suspensões 

microbianas padronizadas em espectrofotômetro. Para isso, colônias das 

respectivas cepas foram diluídas em Caldo Brain Hearth Infusion (Himedia, 

Mumbai, India), posteriormente a padronização foi realizada utilizando o 

comprimento de onda de 625 nm obtendo a densidade óptica de 0,080 (+- 0,010) 

(Micronal B-582, São Paulo, Brasil) resultando na concentração de 107 UFC/mL. 

Após a placa foi incubada em estufa bacteriológica por 48h, com a substituição 
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do meio de cultivo em 24h, em seguida as placas foram encaminhadas para 

aplicação dos tratamentos.  

 

 

3.1.3.1 Tratamento  

 

 

Passado o período de formação de cada biofilme (8 cepas), este foi 

colocado em contato com os extratos separadamente, pelo período de 5 min, e 

3 concentrações microbicidas pré-determinadas (CMM) e superiores, totalizando 

48 grupos. Como controle foi utilizado o próprio meio de cultura (BHI). 

Posteriormente a aplicação dos extratos os biofilmes foram lavados com solução 

salina estéril 0,9%, para remoção das células bacterianas afetadas pelo 

tratamento, em seguida foram encaminhados para os testes de mensuração. A 

mensuração dos biofilmes foi através do teste de MTT, evidenciando a atividade 

metabólica dos micro-organismos. Foram realizados 2 experimentos 

independentes, com 6 repetições cada, totalizando n=12 para cada grupo 

experimental.  

 

 

3.1.3.2 Atividade metabólica dos micro-organismos pelo teste de MTT  

 

 

Após submetido aos respectivos tratamentos o biofilme foi preparado 

para o teste de MTT, para isso foram adicionados 100 μL/poço da solução de 

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), composta 

por 5 miligramas diluídas em 10mL de caldo BHI, em seguida a placa foi 

incubada ao abrigo da luz por 1 hora em estufa a 37ºC, passado o período de  

incubação a solução foi descartada seguido pela adição de 100 μL de 

Dimetilsufóxido (DMSO).  A placa foi novamente incubada em estufa a 37ºC por 

10 minutos e colocada no Shaker sobe agitação constante por 10 minutos. A 

placa foi lida em leitora de microplaca em 570 nm, e as densidades ópticas foram 

convertidas, por meio da fórmula abaixo, em percentual de atividade metabólica 

das células do micro-organismo:  
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% Atividade metabólica = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo 

Controle)  

 

 

3.1.3.3 Cultivo celular  

 

 

A cultura de Queratinócitos Humanos (HaCat), provenientes do Banco 

de Células do Rio de Janeiro - Associação Técnico Científica Paul Ehrlich 

(APABCAM – RJ), foi cultivada em meio de Eagle modificado por Dulbecco 

(DMEM - LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB) (Invitrogen, Nova York, EUA) e mantidas em frascos de cultivo 

celular (TPP, Suíça), incubadas em estufa à temperatura de 37°C, em umidade 

atmosférica e com 5% de CO2.  

O meio de cultura foi trocado a cada 48 h e após obtenção do estágio de 

subconfluência das células, caracterizado pela ocupação de mais de 70% do 

frasco, as células foram encaminhadas ao teste de toxicidade celular. Para tanto, 

a monocamada de células foi desagregada do assoalho do frasco de cultura com 

auxílio da enzima tripsina (Sigma-Aldrich, EUA), após as mesmas foram 

centrifugadas por 5 min à 3000 rpm, e resuspendidas em meio de cultivo. Foi 

aplicado o teste de exclusão com azul de Trypan, para ser quantificado o número 

de células viáveis.  

Para a avaliação da citotoxicidade 4 x 104 células/mL foram transferidas 

para os poços de microplacas de 96 poços, onde foram nutridas com meio 

DMEM suplementado com soro fetal bovino e incubadas por 24 horas para a 

aderência celular. Após, as células foram submetidas a aplicação de 10 

diferentes concentrações dos extratos de P. granatum e R. officinalis pelo tempo 

de contato de 5 minutos. Como controle foi utilizado o próprio meio de cultivo 

celular. Após os tratamentos as células foram encaminhadas ao teste de MTT.  
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3.1.3.4 Teste de MTT 

 

 

A avaliação da citotoxicidade dos extratos foi realizada por meio do teste 

colorimétrico de MTT, que analisou a atividade mitocondrial celular, para isso 

foram adicionados 200 µL da solução de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide) em cada poço da microplaca, seguido pela 

incubação ao abrigo da luz por 1 hora em estufa a 37ºC. Passado o período, a 

solução foi retirada e foram adicionados 200 µL de Dimetilsufóxido (DMSO), a 

placa foi novamente incubada em estufa a 37ºC por 10 minutos e colocada no 

Shaker sobe agitação constante por 10 minutos. Após a placa foi lida em leitora 

de microplaca em 570 nm e as densidades ópticas obtidas serão convertidas por 

meio da fórmula:  

 

% Viabilidade = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle). 

 

 

3.2 Análise estatística  

  

  

Os dados foram analisados por meio do software GraphPad Prism 5.0, 

onde foram submetidos ao teste de normalidade, cujos dados obtiveram 

distribuição normal e foram analisados pelo método ANOVA complementado 

pelo Teste de Tukey, com nível de significância de 5% (p≤0.05).  
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4 RESULTADO 

 

 

4.1 Atividade antimicrobiana pelo teste de microdiluição em caldo (CIM e 

CMM) 

 

 

O extrato de Rosmarinus officinalis L. (extrato de alecrim) teve ação 

antimicrobiana em 6 cepas clínicas de Acinetobacter baumanni das 8 cepas 

avaliadas. Para as cepas de Acinetobacter baumannii H718 e H557 apresentou 

CIM de 25 mg/mL, para a cepa H652, H6004, H6005 e H6006 foi de 12,5 mg/mL. 

Esse extrato apresentou CMM de 50 mg/mL para a cepa H718, CMM de 25 

mg/mL para a cepa H557 e para as cepas H652, H6004, H6005 e H6006 foi de 

12,5 mg/mL (Tabela 1).  

O extrato de Arctium lappa L. (extrato de bardana) teve ação 

antimicrobiana em 5 cepas clínicas de A. baumanni das 8 cepas avaliadas. Para 

as cepas de Acinetobacter baumannii H718, H6004, H6005 e H6006 apresentou 

CIM de 50 mg/mL e para a cepa H557 foi de 25 mg/mL. Esse extrato apresentou 

CMM de 50 mg/mL para as cepas H718, H557, H6004, H6005 e H6006 (Tabela 

2).  

O extrato de Equisetum arvense L. (extrato de cavalinha) teve ação 

antimicrobiana em 6 cepas clínicas de Acinetobacter baumanni das 8 cepas 

avaliadas. Para as cepas de Acinetobacter baumannii H571, HC656, H6004, 

H6005 e H6006 apresentou CIM de 50 mg/mL e para a cepa H652 foi de 25 

mg/mL. Esse extrato apresentou CMM de 50 mg/mL para as cepas H6005 e 

H6006 (Tabela 3).  

O extrato de Punica granatum L. (extrato de romã) teve ação 

antimicrobiana nas 8 cepas clínicas de Acinetobacter baumanni das 8 cepas 

avaliadas. Para as cepas de Acinetobacter baumannii H718, H557, H652, H656, 

H6004, H6005 e H6006 apresentou CIM de 3,12 mg/mL e para a cepa H571 foi 

de 0,78 mg/mL. Esse extrato apresentou CMM de 3,12 mg/mL para as cepas 

H718, H557, H6004, H6005 e H6006, CMM de 12,5 mg/mL para a cepa H652, 

CMM de 6,12 mg/mL para a cepa HC656 e para a cepa H571 foi de 0,78 mg/mL 

(Tabela 4).  
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Tabela 1 – Resultados do teste de microdiluição com o extrato de alecrim para  

8 cepas clínicas multirresistentes de Acinetobacter baumannii, determinando 

CIM e CMM 

 

CEPA CIM CMM 

H718 25 mg/mL 50 mg/mL 

H557 25 mg/mL 25 mg/mL 

H652 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL 

HC656 Ausente Ausente 

H571 Ausente Ausente 

H6004 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL 

H6005 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL 

H6006 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL 

Legenda: CIM = Concentração inibitória mínima; CMM = Concentração microbicida 
mínima 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 2 – Resultados do teste de microdiluição com o extrato de bardana para 

8 cepas clínicas multirresistentes de Acinetobacter baumannii, determinando 

CIM e CMM 

 

CEPA CIM CMM 

H718 50 mg/mL 50 mg/mL 

H557 25 mg/mL 50 mg/mL 

H652 Ausente Ausente 

HC656 Ausente Ausente 

H571 Ausente Ausente 

H6004 50 mg/mL 50 mg/mL 

H6005 50 mg/mL 50 mg/mL 

H6006 50 mg/mL 50 mg/mL 

Legenda: CIM = Concentração inibitória mínima; CMM = Concentração microbicida 
mínima 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 3 – Resultados do teste de microdiluição com o extrato de cavalinha para 

8 cepas clínicas multirresistentes de Acinetobacter baumannii, determinando 

CIM e CMM 

 

CEPA CIM CMM 

H718 Ausente Ausente 

H557 Ausente Ausente 

H652 25 mg/mL Ausente 

HC656 50 mg/mL Ausente 

H571 50 mg/mL Ausente 

H6004 50 mg/mL Ausente 

H6005 50 mg/mL 50 mg/mL 

H6006 50 mg/mL 50 mg/mL 

Legenda: CIM = Concentração inibitória mínima; CMM = Concentração microbicida 
mínima 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Tabela 4 – Resultados do teste de microdiluição com o extrato de romã para 8 

cepas clínicas multirresistentes de Acinetobacter baumannii, determinando CIM 

e CMM 

 

CEPA CIM CMM 

H718 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL 

H557 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL 

H652 3,12 mg/mL 12,5 mg/mL 

HC656 3,12 mg/mL 12,5 mg/mL 

H571 0,78 mg/mL 0,78 mg/mL 

H6004 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL 

H6005 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL 

H6006 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL 

Legenda: CIM = Concentração inibitória mínima; CMM = Concentração microbicida 
mínima 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
 

4.2 Atividade antibiofilme 

 

 

Com base nos resultados obtidos na cultura planctônica foram 

escolhidos os extratos de R. officinalis (alecrim) e P. granatum (romã) para 

continuidade dos testes antibiofilme nas concentrações determinadas a partir do 

resultado da CMM para a forma planctônica de cada cepa. Foram utilizadas 3 

concentrações microbicidas pré-determinadas (CMM) e superiores (Quadro 2).  
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Quadro 2 – Concentrações dos extratos utilizadas para tratamentos em biofilmes 

monotípicos de cepas clínicas multirresistentes de A. baumanni. 

 

Cepas de A. baumanni Concentração de 

extrato de R. 

officinalis (alecrim) 

Concentração de 

extrato de P. granatum 

(romã) 

H557, H571, H652, 

H718, H6004, H6005, 

H6006, H6565 

0,76 

mg/mL 

3,12 

mg/mL 

12,5 

mg/mL 

12,5 

mg/mL 

25 

mg/mL 

50 

mg/mL 

Fonte: Elaborado pelo autor.  
 
 

As porcentagens de redução de atividade metabólica em biofilmes 

monotípicos para cepas de A. baumannii podem ser observadas na Tabela 5. 

 

 

Tabela 5 – Redução da atividade metabólica de A. baumannii após tratamento 

de 5 min 

 

 
Legenda: Médias de redução da atividade metabólica apresentadas pelos biofilmes 
monotípicos de cepas clínicas multirresistentes de A. baumannii após o tratamento de 
5 min com os extratos glicólicos de alecrim e romã com concentrações previamente 
determinadas.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
 

Todas as cepas de A. baumannii apresentaram distribuição normal em 

seus dados, sendo analisadas pelo método ANOVA com teste de Tukey. 

Comparando os resultados de redução de atividade metabólica em 

biofilmes monotípicos de cepas clínicas de A. baumannii, é possível observar 
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que o extrato de alecrim apresentou reduções que variam entre 3,08% a 57,7%, 

apresentando maior redução para cinco cepas clínicas em relação ao controle 

(tabela 5). O extrato de romã apresentou reduções que variam entre 0,58% a 

94,9%, apresentando maior redução para sete cepas clínicas em relação ao 

controle (tabela 5). 

Ambos os extratos apresentaram redução de atividade metabólica em 

biofilme significativa para todas as cepas, com resultados estatisticamente 

diferentes do controle de crescimento (p≤0,05%) (Figuras 4, 5, 6, 7 8, 9, 10 e 11). 

Para a cepa H557, o tratamento com o extrato de alecrim na 

concentração de 3,12 mg/mL e com o extrato de romã na concentração de 50 

mg/mL apresentaram redução significativa em relação ao controle de 

crescimento (p≤0,05%), sendo que o extrato de romã na concentração de 50 

mg/mL apresentou uma redução significativamente maior do que a cepa de 

alecrim em relação ao controle (p>0,05%) (Figura 4). 

O extrato de romã apresentou redução de atividade metabólica maior do 

que o controle para a cepa H571 em todas as diferentes concentrações, sendo 

semelhantes entre si nas concentrações de 12,5 mg/mL e 25 mg/mL, e superior 

a elas em comparação ao controle na concentração de 50 mg/mL (p≤0,05%), no 

entanto, o extrato de alecrim demonstrou significativa redução para a cepa H571 

em relação ao controle de crescimento para duas concentrações (3,12 mg/mL e 

0,76 mg/mL) semelhantes entre si e superiores ao controle (p≤0,05%) (Figura 5). 

O extrato de alecrim apresentou redução significativa do biofilme para a 

cepa H652 em comparação ao controle de crescimento em duas concentrações 

(12,5 mg/mL e 3,12 mg/mL) semelhantes entre si e significativas em relação ao 

controle (p≤0,05%), sendo que para o extrato de romã a redução foi semelhante 

ao extrato de alecrim e ao controle na concentração de 25 mg/mL (p>0,05%) e 

apresentou redução significativa em comparação ao controle na concentração 

de 50 mg/mL (p>0,05%) não apresentando redução na concentração de 12,5 

mg/mL em relação ao controle (p>0,05%),  (Figuras 6). 

Ambos os extratos reduziram significativamente a atividade metabólica 

da cepa H718 sendo semelhantes entre si, com exceção a concentração de 50 

mg/mL do extrato de romã que apresentou uma redução maior e significativa em 

comparação ao controle e as demais concentrações de ambos os extratos 

(p>0,05%) (Figura 7). 
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O extrato de romã apresentou redução significativa na atividade 

metabólica da cepa H6004 em todas as concentrações em comparação ao 

controle (p>0,05%) sendo que as concentrações de 12,5 mg/mL e 25 mg/mL 

apresentaram semelhanças entre si, e a concentração de 50 mg/mL apresentou 

redução superior as outras concentrações em relação ao controle (p>0,05%), no 

entanto o extrato de alecrim não apresentou redução na concentração de 0,76 

mg/mL e nas concentrações de 3,12 mg/mL e 12,5 mg/mL apresentou 

semelhança ao controle (p>0,05%) (Figura 8). 

O extrato de romã apresentou redução significativa do biofilme para a 

cepa H6005 em duas concentrações (12,5 mg/mL e 25 mg/mL) semelhantes 

entre si em relação ao controle e em uma concentração (50 mg/mL) apresentou 

semelhança ao controle (p>0,05%), o extrato de alecrim apresentou semelhança 

em relação ao controle em uma concentração (12,5 mg/mL) e não apresentou 

redução em relação ao controle em duas concentrações (0,76 mg/mL e 3,12 

mg/mL) (p>0,05%) (Figura 9). 

Ambos os extratos reduziram significativamente a atividade metabólica 

da cepa H6006 sendo que o extrato de alecrim apresentou semelhança entre as 

concentrações (0,76 mg/mL e 3,12 mg/mL) e redução significativa em 

comparação ao controle (p>0,05%) e para a concentração de 12,5 mg/mL 

apresentou semelhança em relação ao controle (p>0,05%), o extrato de romã 

apresentou redução significativa em todas as concentrações, porém na 

concentração de 25 mg/mL apresentou semelhança a concentração de 12,5 

mg/mL e ao controle (p>0,05%) (Figura 10). 

Ambos os extratos reduziram significativamente a atividade metabólica 

da cepa H6565 apresentando semelhança entre as concentrações e redução 

significativa em relação ao controle (p>0,05%), com exceção a concentração de 

50 mg/mL do extrato de romã que apresentou uma redução maior do que as 

outras concentrações em relação ao controle (p>0,05%) (Figura 11).  

 

 

 

 

 

 



34 
 

 

Figura 4 – Demonstra a redução da viabilidade em biofilmes de  A. baumanni 

(cepa H557) obtida em leitura de teste MTT após tratamentos de 5 min aplicados 

com as diferentes concentrações dos extratos de alecrim e romã 

 

 

Legenda: Todos os testes apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo 
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b” e “c” 
demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 5 – Demonstra a redução da viabilidade em biofilmes de  A. baumanni 

(cepa H571) obtida em leitura de teste MTT após tratamentos de 5 min aplicados 

com as diferentes concentrações dos extratos de alecrim e romã 

 

 

Legenda: Todos os testes apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo 
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e 
“D” demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os 
grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 6 – Demonstra a redução da viabilidade em biofilmes de  A. baumanni (cepa 

H652) obtida em leitura de teste MTT após tratamentos de 5 min aplicados com as 

diferentes concentrações dos extratos de alecrim e romã 

 

Legenda: Todos os testes apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo 
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b” e “c” 
demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 7 – Demonstra a redução da viabilidade em biofilmes de  A. baumanni 

(cepa H718) obtida em leitura de teste MTT após tratamentos de 5 min aplicados 

com as diferentes concentrações dos extratos de alecrim e romã 

 

 

Legenda: Todos os testes apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo 
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b” e “c” 
demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 8 – Demonstra a redução da viabilidade em biofilmes de  A. baumanni 

(cepa H6004) obtida em leitura de teste MTT após tratamentos de 5 min 

aplicados com as diferentes concentrações dos extratos de alecrim e romã 

 

 

 

 

Legenda: Todos os testes apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo 
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e 
“d” demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os 
grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 9 – Demonstra a redução da viabilidade em biofilmes de  A. baumanni 

(cepa H6005) obtida em leitura de teste MTT após tratamentos de 5 min 

aplicados com as diferentes concentrações dos extratos de alecrim e romã 

 

 

 

Legenda: Todos os testes apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo 
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b” e “c” 
demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 10 – Demonstra a redução da viabilidade em biofilmes de  A. baumanni 

(cepa H6006) obtida em leitura de teste MTT após tratamentos de 5 min 

aplicados com as diferentes concentrações dos extratos de alecrim e romã 

 

 

 

 

Legenda: Todos os testes apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo 
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b” e “c” 
demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 11 – Demonstra a redução da viabilidade em biofilmes de  A. baumanni 

(cepa H6565) obtida em leitura de teste MTT após tratamentos de 5 min 

aplicados com as diferentes concentrações dos extratos de alecrim e romã 

 

 

 

Legenda: Todos os testes apresentaram distribuição normal e foram analisados pelo 
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p≤0,05%). As letras “a”, “b” e “c” 
demonstram a semelhança ou diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.3 Avaliação da citotoxicidade dos extratos por meio do teste de MTT 

 

 

4.3.1 Citotoxicidade sobre queratinócitos humanos (HaCat) 

 

 

O extrato de P. granatum aplicado por 5 min sobre os Queratinócitos 

humanos (HaCat) promoveu a viabilidade celular de 35,3%, 38,8%, 84,6%, 

102,0%, 93,0%, 87,1%, 84,3%, 88,6%, 91,8% e 86,8% após contato com as 

concentrações de 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 mg/mL. 

Todas as concentrações testadas do extrato de P. granatum demostraram 

viabilidade celular, resultado este que também pode ser observado na análise 

estatística, 8 das 10 concentrações testadas do extrato de P. granatum 
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apresentaram semelhança entre elas e em relação ao controle (próprio meio de 

cultivo celular) (Figura 12).   

O extrato de R. officinalis nas concentrações de 200; 100; 50; 25;12,5; 

6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 mg/mL obtiveram 20,4%, 12,3%, 20,0%, 54,4%, 

65,5%, 57,3%, 55,0%, 44,5%, 52,8% e 41,4% de viabilidade celular. Todas as 

concentrações testadas do extrato de R. officinalis promoveram redução 

significativa em relação ao grupo controle, resultado este que também pode ser 

observado na análise estatística, 5 das 10 concentrações testadas do extrato de 

R. officinalis apresentaram redução  significativa em relação ao controle (próprio 

meio de cultivo celular) (Figura 13).     
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Figura 12 - Viabilidade celular de queratinócitos humanos (HaCat) após contato 

por 5 minutos com o extrato glicólico de P. granatum  

 

Legenda: Letras (A e B) representam a diferença ou semelhança estatística entre os 
grupos ,considerando sempre o grupo controle como letra A obtendo 100% de 
Viabilidade.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 13 - Viabilidade celular de queratinócitos humanos (HaCat) após contato 

por 5 minutos com o extrato glicólico de R. officinalis 

 

Legenda: Letras (A, B e C) representam a diferença ou semelhança estatística entre os 
grupos, considerando sempre o grupo controle como letra A obtendo 100% de 
Viabilidade.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A expansão do uso clínico de antibióticos naturais e sintéticos no 

tratamento de infecções clínicas. O uso excessivo de antimicrobianos levou ao 

aumento da resistência a diferentes antibióticos na maioria das bactérias. Essa 

foi uma das razões para o crescente uso de ervas como ingredientes naturais de 

baixo risco, preço acessível e baixo custo no tratamento de infecções 

bacterianas em comparação com antibióticos sintéticos. As plantas contribuem 

para uma variedade de compostos químicos com propriedades antimicrobiana e 

pesquisa científica para determinar a terapêutica potencial dessas substâncias 

é relevante para possíveis propriedades antibióticas contra patógenos 

resistentes.   

Observou-se que dos 4 extratos avaliados apenas o extrato de romã  

apresentou CIM e CMM para todas as cepas clínicas multirresistentes analisadas 

sendo seguido pelo extrato de alecrim que apresentou CIM e CMM para 6 das 8 

cepas clínicas multirresistentes analisadas. Os extratos de bardana e cavalinha 

apresentaram CIM e CMM para poucas cepas clínicas multirresistentes 

analisadas. Comparando essas analises, a romã e o alecrim apresentaram os 

melhores resultados de CIM e CMM e, portanto, foram selecionados para dar 

continuidade as análises de biofilme e citotoxidade. 

Considerando os resultados do teste de microdiluição, verifica-se que o 

extrato de romã apresenta melhor efeito de microbicida para cepas clínicas 

multirresistentes de Acinetobacter baumannii. Em estudo similar, extratos foram 

testados contra dois painéis de bactérias e fungos patogênicos. Os resultados 

mostraram que o extrato de  Pimenta dioica  foi o mais eficaz para matar cinco 

cepas, incluindo A. baumannii, P. aeruginosa, S. aureus e levedura C. albicans, 

com CIM variando entre 0,5 e 2mg/mL. A cepa bacteriana E. coli foi resistente 

às concentrações testadas neste estudo. O extrato de alecrim foi capaz de inibir 

o crescimento de A. baumannii em concentrações de CIM de 0,5 mg/mL, mas 

não foi capaz de inibir o crescimento do restante das cepas bacterianas testadas 

(Lorenzo-Leal et al., 2019).  

Não são encontrados na literatura estudos sobre o extrato de romã em 

A. baumanni no entanto nossos resultados concordam com Nozohour et al., 
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(2018) que avaliaram o extrato de romã sobre cepas de  P. aeruginosa e S. 

aureus, as CIM dos extratos de casca e semente de romã foram 12,5 e 

25,0mg/mL, respectivamente. Além disso, as CMM de casca de romã e extratos 

de sementes foram de 25,0 e 50 mg/mL, respectivamente. Em todos os isolados 

bacterianos estudados, os valores de CIM e CMM para o extrato de semente de 

romã foram significativamente maiores do que os do extrato de casca de romã 

(P <0,05). Os valores de CMM foram bem parecidos com nosso estudo, no 

entanto, esse trabalho citado não foi estudado com cepas multirresistentes e o 

grande diferencial do nosso trabalho é descobrir o efeito do extrato de romã 

sobre cepas multirresistentes de A. baumannii. 

 As 8 cepas clínicas multirresistentes de Acinetobacter baumannii 

conforme dados fornecidos pelo sistema MicroSCAN 4, provenientes do 

laboratório Particular, São José dos Campos – SP, são resistentes aos 

carbapenêmicos. (ver quadro 1). Por várias décadas, grandes proporções de 

isolados de A. baumannii dos centros de saúde exibiram resistência aos 

antibióticos mais usados, incluindo aminopenicilinas, ureidopenicilinas, 

cefalosporinas de amplo espectro, a maioria dos aminoglicosídeos, quinolonas, 

tetraciclinas e cloranfenicol. Como consequência, os carbapenêmicos 

(especialmente imipenem e meropenem) têm sido a base do tratamento para 

infecções por A. baumannii. No entanto, relatos de resistência a carbapenêmicos 

têm se acumulado em todo o mundo, com alguns isolados sendo resistentes a 

todos os antibióticos convencionais. A. baumannii parece ser particularmente 

hábil em adquirir e expressar novos mecanismos de resistência em resposta ao 

desafio com novos antibióticos (Towner et al., 2011).  

Na avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos sobre biofilmes de 

cepas multirresistentes de A. baumannii no tempo de 5 minutos. Ambos os 

extratos apresentaram redução significativa de atividade metabólica em biofilme 

para todas as cepas, com resultados estatisticamente diferentes do controle de 

crescimento (p≤0,05%).  

Comparando os resultados de redução de atividade metabólica em 

biofilmes de cepas clínicas de A. baumannii, é possível observar que o extrato 

de alecrim apresentou reduções que variam entre 3,08% a 57,7%, para cinco 

cepas e o extrato de romã apresentou reduções que variam entre 0,58% a 

94,9%, apresentando maior redução para sete cepas clínicas. 
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Todos os extratos foram obtidos na concentração de 200 mg/mL em 

propileno glicol. O extrato etanólico e o óleo essencial de R. officinalis contêm 

uma variedade de compostos, a maioria com atividade antimicrobiana intrínseca, 

outras sem atividade antimicrobiana. Após determinar o CIM, pode haver 

aplicação de uma variedade de métodos para elucidar o modo de ação dos 

compostos resultantes do metabolismo secundário de uma planta contra células 

microbianas. O estabelecimento de um mecanismo de ação deve enfatizar a 

importância de conhecer as interações moleculares entre a substância estudada 

e os alvos específicos da célula hospedeira (Marinescu et al., 2015).  

Na avaliação a citotoxicidade das concentrações mais efetivas dos 

extratos naturais de alecrim e romã em cultura de queratinócitos, em ensaio da 

atividade mitocondrial celular pelo método MTT, no tempo de 5 minutos. 

Observou-se que ambos os extratos promoveram redução significativa da 

viabilidade celular em todas as concentrações testadas em relação ao grupo 

controle, resultado este que também pode ser observado na análise estatística, 

sendo que para o extrato de R. officinalis 5 das 10 concentrações testadas 

apresentaram viabilidade celular acima de 50%.  

O extrato de P. granatum apresentou os melhores resultados de 

viabilidade celular, 8 das 10 concentrações testadas apresentaram médias 

acima de 80 % similares ao grupo controle. Verifica-se que essas concentrações 

são adequadas e não apresentaram citotoxidade. Em estudo similar foi avaliado 

a atividade antimicrobiana do extrato vegetal P. granatum contra Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, Candida albicans, 

Candida tropicalis e Candida glabrata, e analisada a citotoxicidade desse extrato 

em macrófagos murinos cultivados (RAW 264.7) onde a viabilidade celular foi de 

76% (Oliveira et al., 2013). Os valores de viabilidade celular foram bem parecidos 

com nosso estudo, no entanto, esse trabalho citado não foi estudado com cepas 

multirresistentes e o grande diferencial do nosso trabalho é descobrir o efeito do 

extrato de romã sobre cepas multirresistentes de A. baumannii, que é um grande 

avanço, uma grande contribuição para área. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir:  

 

a) o extrato de romã apresentou CIM e CMM para as 8 cepas clínicas de 

A. baumanni multirresistentes avaliadas, sendo seguido pelo extrato de 

alecrim que apresentou CIM E CMM sobre 6 cepas clínicas. Os extratos 

de bardana e cavalinha não apresentaram CIM e CMM para todas as 

cepas avaliadas. 

b) o extrato de romã apresentou uma melhor ação antibiofilme 

comparado ao extrato de alecrim no tempo de 5 minutos promovendo 

redução significativa da atividade metabólica  para todas as cepas. 

c) na avaliação a citotoxicidade das concentrações mais efetivas dos 

extratos de alecrim e romã, verifica-se que o extrato de romã foi o extrato 

que apresentou os melhores resultados frente as cepas clínicas 

multirresistentes de A. baumanni, pois apresentou redução de biofilme, 

principalmente na concentração de 50mg/mL (cepas: H557, H571, H652, 

H718, H6004, H6565)  e teve uma viabilidade celular acima de 80% na 

mesma concentração (50mg/mL), podendo ser considerado um 

potencial agente terapêutico para o combate destes patógenos. 
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ANEXO A - Laudo do Extrato Glicólico de Alecrim 
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ANEXO B - Laudo do Extrato Glicólico de Bardana 
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ANEXO C - Laudo do Extrato Glicólico de Romã 
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ANEXO D - Laudo do Extrato Glicólico de Cavalinha 
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