
 
 
 
 
 

 
 

Atendendo a solicitação do(a) autor(a), 
o texto completo desta tese/dissertação 
será disponibilizado somente a partir de 

20/07/2024. 
 

At the author’s request, the full text of 
this thesis/dissertation will not be 

available until Jul 20, 2024. 



 
 

   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2023 

THAÍS CRISTINE PEREIRA 

 

 

EXTRATOS HIDROETANÓLICOS DE CANELA (Cinnamomum 

verum) e ROMÃ (Punica granatum L.) PROMOVEM AÇÃO 

ANTIBACTERIANA FRENTE CEPAS RESISTENTES A 

ANTIBIÓTICOS DE Acinetobacter baumannii e Pseudomonas 

aeruginosa 



 

   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São José dos Campos 

2023 

THAÍS CRISTINE PEREIRA 

 

 

EXTRATOS HIDROETANÓLICOS DE CANELA (Cinnamomum verum) e ROMÃ 

(Punica granatum) PROMOVEM AÇÃO ANTIBACTERIANA FRENTE CEPAS 

RESISTENTES A ANTIBIÓTICOS DE Acinetobacter baumannii e Pseudomonas 

aeruginosa 

Tese apresentada ao Instituto de Ciência e Tecnologia, Universidade Estadual 

Paulista (Unesp), Campus de São José dos Campos, como parte dos requisitos para 

obtenção do título de DOUTORA, pelo Programa de Pós-Graduação em CIÊNCIAS 

APLICADAS À SAÚDE BUCAL. 

Área: Microbiologia e Imunologia. Linha de pesquisa: Agentes antimicrobianos e 

métodos de controle para infecções de interesse médico-odontológico 

Orientadora: Profa. Assoc. Luciane Dias de Oliveira 



Instituto de Ciência e Tecnologia [internet]. Normalização de tese e dissertação
[acesso em 2023]. Disponível em http://www.ict.unesp.br/biblioteca/normalizacao

Apresentação gráfica e normalização de acordo com as normas estabelecidas pelo Serviço de
Normalização de Documentos da Seção Técnica de Referência e Atendimento ao Usuário e
Documentação (STRAUD).

Ficha catalográfica elaborada pela Biblioteca Prof. Achille Bassi e Seção Técnica de Informática, ICMC/USP 
 com adaptações - STATI, STRAUD e DTI do ICT/UNESP. 

 Renata Aparecida Couto Martins CRB-8/8376

Pereira, Thaís Cristine
   Extratos hidroetanólicos de canela (Cinnamomum verum) e romã (Punica

granatum L.) promovem ação antibacteriana frente cepas resistentes a

antibióticos de Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa / Thaís
Cristine Pereira. - São José dos Campos : [s.n.], 2023.
   98 f. : il.

   Tese (Doutorado em Ciências Aplicadas à Saúde Bucal) - Pós-Graduação em
Ciências Aplicadas à Saúde Bucal - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciência e Tecnologia, São José dos Campos, 2023.
   Orientador: Luciane Dias de Oliveira.
   

   1. Acinetobacter baumannii. 2. Pseudomonas aeruginosa. 3. Cinnamomum 
verum. 4. Punica granatum. 5. Fitoterapia. I. Oliveira, Luciane Dias de,
orient. II. Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e
Tecnologia, São José dos Campos. III. Universidade Estadual Paulista 'Júlio
de Mesquita Filho' - Unesp. IV. Universidade Estadual Paulista (Unesp). V.
Título.



 

   
 

IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 

Devido ao aumento de patógenos resistentes a antibióticos e consequentemente a 

mortalidade causada por infecções oportunistas, a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) divulgou uma lista de agentes críticos prioritários que necessitam de novas 

alternativas de tratamento, dentre esses estão as bactérias Acinetobacter baumannii 

e Pseudomonas aeruginosa. Diante disso, a fitoterapia pode ser uma alternativa 

promissora devido às suas propriedades medicinais relatadas, tais como, anti-

inflamatória, antibacteriana, antibiofilme, antitumoral, entre outras. Analisar o efeito 

antibacteriano de extratos de plantas é de suma importância e pode futuramente 

contribuir para novas formulações terapêuticas e/ou integrativas de tratamento. Este 

estudo demonstra resultados promissores da ação antibacteriana e antibiofilme dos 

extratos hidroetanólicos de canela e romã frente cepas clínicas de A. baumannii e P. 

aeruginosa, bem como uma importante ação antioxidante e ausência de 

citotoxicidade na faixa de concentração testadas.  

 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

 

Due to the increase in antibiotic-resistant pathogens and consequently the mortality 

caused by opportunistic infections, the World Health Organization (WHO) released a 

list of priority critical agents that require new treatment alternatives, among which are 

the bacteria Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa. In view of this, 

phytotherapy can be a promising alternative due to its reported medicinal properties, 

such as anti-inflammatory, antibacterial, antibiofilm, antitumor, among others. 

Analyzing the antibacterial effect of plant extracts is of paramount importance and 

may in the future contribute to new therapeutic and/or integrative treatment 

formulations. This study demonstrates promising results of the antibacterial and 

antibiofilm action of hydroethanolic extracts of cinnamon and pomegranate against 

clinical strains of A. baumannii and P. aeruginosa, as well as an important antioxidant 

action and absence of cytotoxicity in the tested concentration range. 
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RESUMO 
 
 

Pereira TC. Extratos hidroetanólicos de canela (Cinnamomum verum) e romã (Punica 
granatum L.) promovem ação antibacteriana frente cepas resistentes a antibióticos de 
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa [tese]. São José dos Campos 
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2023. 

 
 

A resistência bacteriana tem aumentado progressivamente no mundo, assim, há 
necessidade de novas opções de tratamentos. A fitoterapia tem ganhado notoriedade 
para combater infecções, principalmente as causadas por bactérias resistentes aos 
antibacterianos disponíveis. Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo 
preparar e analisar a composição fitoquímica e a ação antibacteriana dos extratos 
hidroetanólicos de canela (EHC) e romã (EHR) isolados e associados frente culturas 
planctônicas e biofilmes de cepas padrão e clínicas de Acinetobacter baumannii e 
Pseudomonas aeruginosa, além disso, analisar a ação citotóxica dos extratos em 
queratinócitos humanos (HaCat). Para isso, os EHC e EHR foram preparados e 
quantificado o teor de sólidos solúveis. Posteriormente, foi quantificado o teor de 
flavonoides e fenóis totais, análise antioxidante por meio da redução do radical 2,2’-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), e a fitoquímica por cromatografia líquida (HPLC). Em 
relação a ação antibacteriana dos extratos, foi aplicado o teste de microdiluição em 
caldo (CLSI – M7-A9) e a ação sinérgica realizada por meio do ensaio de 
checkerboard. As concentrações mais efetivas foram analisadas sobre biofilmes em 
formação (prevenção) e biofilmes formados (tratamento de 24 h), e quantificada a 
viabilidade por meio do teste colorimétrico MTT. Para avaliar a citotoxidade, os 
tratamentos foram aplicados sobre cultura celular de HaCat por 24 h e analisados por 
meio do teste colorimétrico MTT. A análise estatística foi realizada com 5% de 
significância (p<0.05), analisados pelo método ANOVA complementado pelo Teste de 
Tukey. Os resultados demonstraram que os EHC e EHR possuem ação antioxidante e 
presença de fitocompostos. Os extratos apresentaram ação antibacteriana para todas 
as cepas avaliadas, quando os mesmos foram associados, obteve-se concentrações 
sinérgicas para as cepas clínicas de A. baumannii. Em relação a ação antibiofilme, o 
EHC inibiu a formação em 95% e EHR em 96% do biofilme de #Ab 1, enquanto a 
cepa #Pa 2 teve 92% e 93% de inibição quando em contato com EHC e EHR, 
respectivamente. Após tratamento de 24 h em biofilmes formados, as reduções da 
viabilidade foram de 72% para as cepas #Ab 2 e #Ab 3 quando em contato com o 
EHC, já EHR inibiu em 83% a viabilidade da cepa #Ab ATCC. Para P. aeruginosa 
(#Pa 2), as reduções da viabilidade foram de 84% e 88,5% quando tratados com EHC 
e EHR, respectivamente. A avaliação da citotoxicidade em HaCat demonstrou que 
após tratamentos com diferentes concentrações dos extratos a viabilidade celular se 
manteve acima de 70% em todos os grupos. Diante disso, conclui-se que os EHC e 
EHR apresentam importante ação antioxidante e antibacteriana, tanto em culturas 
planctônicas quanto em biofilmes, e não apresentaram efeitos citotóxicos na faixa de 
concentração testada. 
 
 
Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; Cinnamomum 
verum; Punica granatum; Biofilme; Fitoterapia. 



 

   
 

ABSTRACT 

 
 
Pereira TC. Cinnamon (Cinnamomum verum) and pomegranate (Punica granatum 
L.) hydroethanolic extracts promote antibacterial action against antibiotic-resistant 
strains of Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa [doctorate thesis]. 
São José dos Campos (SP): São Paulo State University (Unesp), Institute of Science 
and  Technology; 2023. 

 
 

Bacterial resistance has progressively increased in the world, thus, there is a need 
for new treatment options. Phytotherapy has gained notoriety for fighting infections, 
mainly those caused by bacteria resistant to available antibacterials. In view of the 
above, the present study aimed to prepare and analyze the phytochemical 
composition and antimicrobial action of hydroethanolic extracts of cinnamon (EHC) 
and pomegranate (EHR) isolated and associated against planktonic cultures and 
biofilms of standard and clinical strains of Acinetobacter baumannii and 
Pseudomonas aeruginosa, in addition, analyze the cytotoxic action of the extracts on 
human keratinocytes (HaCat). For this, the EHC and EHR were prepared and the 
soluble solids content was quantified. Subsequently, the content of flavonoids and 
total phenols, antioxidant analysis through the reduction of the radical 2,2'-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH), and phytochemistry by liquid chromatography (HPLC) were 
quantified. Regarding the antimicrobial action of the extracts, the broth microdilution 
test (CLSI – M7-A9) was applied and the synergistic action was performed through 
the checkerboard test. The most effective concentrations were analyzed on forming 
biofilms (prevention) and formed biofilms (24 h treatment), and viability was 
quantified using the MTT colorimetric test. To evaluate the cytotoxicity, the 
treatments were applied on HaCat cell culture for 24 h and analyzed using the MTT 
colorimetric test. Statistical analysis was performed with 5% significance (p<0.05), 
analyzed by the ANOVA method complemented by the Tukey test. The results 
showed that the EHC and EHR have antioxidant action and presence of 
phytocompounds. The extracts showed antibacterial action for all evaluated strains, 
when they were associated, synergistic concentrations were obtained for the clinical 
strains of A. baumannii. Regarding the antibiofilm action, EHC inhibited formation by 
95% and EHR by 96% of the #Ab 1 biofilm, while the #Pa 2 strain had 92% and 93% 
inhibition when in contact with EHC and EHR, respectively. After 24 h treatment in 
formed biofilms, viability reductions were 72% for strains #Ab 2 and #Ab 3 when in 
contact with EHC, whereas EHR inhibited the viability of strain #Ab ATCC by 83%. 
For P. aeruginosa (#Pa 2), viability reductions were 84% and 88.5% when treated 
with EHC and EHR, respectively. The evaluation of cytotoxicity in HaCat showed that 
after treatments with different concentrations of extracts, cell viability remained above 
70% in all groups. Therefore, it is concluded that EHC and EHR have important 
antioxidant and antibacterial action, both in planktonic cultures and in biofilms, and 
did not show cytotoxic effects in the tested concentration range. 
 
 
Keywords: Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; Cinnamomum 
verum; Punica granatum L.; Biofilm; Phytotherapy 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A resistência bacteriana aos antibióticos tem aumentado progressivamente 

no mundo e deve causar mais mortes do que o câncer até 2050. Essa resistência é 

uma resposta evolutiva das bactérias contra agentes antimicrobianos (Avershina et 

al., 2021). As bactérias podem ser resistentes intrinsicamente a alguns antibióticos, 

devido a presença de bombas de efluxo, alterações na parede celular e presença de 

porinas (Eichenberger, Thaden, 2019). Por outro lado, algumas cepas bacterianas 

podem ter resistência adquirida, no qual, trata-se de uma cepa que era suscetível a 

um determinado antibiótico e tornou-se resistente devido a mutações genéticas ou 

transferências de genes de resistência por meio da conjugação (Eichenberger, 

Thaden, 2019; Lopatkin et al., 2021).  

Em 2019, um relatório divulgado pelo Centro de Controle e Prevenção de 

Doenças (CDC) dos Estados Unidos afirmou que a era pós-antibiótica já está 

acontecendo no mundo (CDC, 2019). A Organização Mundial da Saúde (OMS), 

publicou uma lista de bactérias resistentes prioritárias que necessitam de novos 

antibióticos, entre essas, estão as espécies Acinetobacter baumannii e 

Pseudomonas aeruginosa (Tacconelli, 2018).  

Acinetobacter baumannii é uma bactéria Gram-negativa, oportunista, que 

pode causar uma série de infecções nosocomiais graves, principalmente em 

pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI). Esse patógeno pode causar 

pneumonia relacionada à ventilação mecânica, infecções da corrente sanguínea, do 

trato urinário e do sítio cirúrgico (Antunes et al., 2014). Infecções por A. baumannii 

são associadas a baixa disponibilidade de opções terapêuticas e à desinfecção 

ineficiente de dispositivos hospitalares em conjunto com o descuido de medidas de 

proteção individual, que levam a uma infecção cruzada (Freitas et al., 2019). 

Há relatos da resistência de A. baumannii contra diferentes antibióticos, tais 

como carbapenêmicos (imipenem, doripenem e meropenem) que são fármacos de 

escolha contra essa espécie. A erradicação de A. baumannii resistente a 

carbapenêmicos é difícil, portanto, é importante encontrar novos tratamentos para 

controlá-las (Aurilio et al., 2022; Ibrahim et al., 2021; Miyakis et al., 2011). Além da 

capacidade de resistência aos antibióticos, A. baumannii exibe inúmeros fatores de 
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virulência, entre eles, a secreção de enzimas e toxinas extracelulares, e a 

capacidade de se agregar em superfícies bióticas ou abióticas, formando os 

conhecidos biofilmes (Morris et al., 2019; Yang et al., 2019). 

Além de A. baumannii, outra bactéria citada pela OMS é Pseudomonas 

aeruginosa, um bacilo aeróbio, Gram-negativo, oportunista, pertencente à família 

Pseudomonadaceae que apresenta resistência intrínseca a vários antibióticos que 

ocorre devido à baixa permeabilidade da membrana externa, efluxo de antibióticos 

para fora da célula e a síntese de enzimas que inativam os antibióticos, além de 

apresentar resistência pela formação de biofilmes e facilidade para troca de material 

genético entre as células bacterianas (Chevalier et al., 2017; Pang et al., 2019). P. 

aeruginosa é responsável por diversas doenças, desde infecções locais e agudas 

até sistêmicas e crônicas, que podem ser fatais (Sadikot et al., 2005). A espécie 

pode ocasionar infecções da corrente sanguínea, respiratórias, e em menor 

incidência infecções do trato urinário (Pelegrin et al., 2021). Além da capacidade de 

acometimento em diferentes órgãos humanos, quando há presença de mecanismos 

de resistência aos antibióticos, essas infecções se tornam mais problemáticas, 

dificultando o tratamento e representando uma ameaça para populações de 

pacientes suscetíveis (Pelegrin et al., 2021). 

Na literatura, há relatos de resistência antimicrobiana de P. aeruginosa a 

pelo menos um agente em todos, exceto dois ou menos nas mesmas categorias, 

que são: aminoglicosídeos, cefalosporinas (cefepima e ceftazidima), 

fluoroquinolonas, penicilinas, monobactâmicos, ácidos fosfônicos, polimixinas 

(Alnimr, Alamri, 2020; Magiorakos et al., 2021; Morita et al., 2014).  

A. baumannii e P. aeruginosa pertencem ao grupo ESKAPE (Enterococcus 

faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, P. 

aeruginosa e Enterobacter spp) criado em 2008, no qual é composto por seis 

bactérias importantes no contexto de infecções relacionadas à assistência à saúde 

(IRAS) e que apresentam a capacidade de adquirir diversos mecanismos de 

resistência a antimicrobianos, favorecendo a seleção de cepas multirresistentes (El-

Mahallawy et al., 2016; Marturano et al., 2019) 

Um dos mecanismos de resistência apresentado por esses patógenos a 

formação de biofilme (Roy et al., 2018). Biofilme é uma comunidade estruturada de 

micro-organismos com uma matriz extracelular polimérica aderida a uma superfície 
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inerte ou viva. Estas estruturas são mais resistentes aos agentes antimicrobianos, 

desta forma, as concentrações de fármacos precisam ser maiores para que sejam 

efetivas, podendo ser até quatro vezes maiores que a utilizada para bactérias que 

não possuem essa multirresistência (Dunne, 2002; Pokharel et al., 2022). Essa 

resistência a diversos antimicrobianos se dá pela dificuldade de penetração destes 

na matriz extracelular, bem como pela taxa de crescimento microbiano acelerada e 

também por mudanças fisiológicas observadas no crescimento do biofilme (Donlan, 

Costerton, 2002; Pokharel et al., 2022). 

Diante da resistência bacteriana aos antibióticos, há necessidade de 

descobertas de novos tratamentos. Assim, a fitoterapia tem ganhado notoriedade 

para combater infecções, principalmente as provocadas por bactérias nosocomiais 

(Masuku et al., 2023; Pavela et al., 2019). Os extratos vegetais têm sido 

empregados a uma variedade de propósitos devido a suas diversas propriedades, 

em específico, a atividade antimicrobiana (Al-Mariri, Safi, 2021; Masuku et al., 2023; 

Vaou et al., 2021). 

A ação antimicrobiana de extratos de plantas medicinais tem sido relatada 

na literatura como um tratamento integrativo, aumentando o arsenal terapêutico 

disponível, como ação antifúngica, antibacteriana, antiprotozoária e antioxidante 

(Alviano, Alviano, 2009; Imran et al., 2021; Kumar et al., 2006; Mahlo et al., 2016; 

Pavela et al., 2019). Os estudos sobre o extrato de canela (Cinnamomum verum) 

demonstraram sua eficácia antifúngica, antimicrobiana, anti-inflamatória, 

antidiabética, cardioprotetora, antioxidante (Essid et al., 2017; Mathew, Abraham, 

2006; Nawaz et al., 2023; Schink et al., 2018).  Além da canela, a romã (Punica 

granatum L.) tem se destacado por ser um fruto rico em substâncias biologicamente 

ativas. Seus extratos possuem propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-

inflamatórias e anticancerígenas (Aparecida et al., 2016; Gharbani et al., 2023; 

Houston et al., 2017; Modaeinama et al., 2015).  

Diante das propriedades terapêuticas dos extratos de canela e romã 

relatadas na literatura, é de suma importância avaliar a ação antibacteriana desses 

extratos isolados e associados frente cepas clínicas de A. baumannii e P. 

aeruginosa, bem como sua ação antioxidante e citotóxica, para contribuir com o 

desenvolvimento de futuros produtos terapêuticos antibacterianos que possam ser 

integrativos no tratamento de infecções causadas por esses patógenos.  
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7 CONCLUSÃO 

 

 

De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que: 

 

a) foram preparados extratos hidroetanólicos de canela e romã e tais produtos 

apresentam em sua composição fitocompostos, como flavonoides e fenóis, e 

picos de aldeído cinâmico (EHC), α-punicalagina e β-punicalagina (EHR) 

foram identificados após análise por HPLC. Além disso, demonstraram 

importante ação antioxidante, sendo o EHC o mais potente por apresentar 

menor concentração de CE50; 

b) os extratos avaliados apresentam importante ação antibacteriana para todas 

as cepas resistentes a antibióticos de Acinetobacter baumannii e 

Pseudomonas aeruginosa avaliadas, sendo os extratos isolados mais 

eficazes que em associação. Em adição, demonstraram ação antibiofilme, 

tanto sobre o processo de formação de biofilme quanto em biofilmes já 

formados;  

c) ambos extratos não apresentam efeito citotóxico para HaCat nas 

concentrações analisadas; 
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