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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 
Em decorrência da crescente prevalência de microrganismos multirresistentes a 

antimicrobianos, associada ao aumento da mortalidade ocasionada por infecções 

oportunistas, a Organização Mundial da Saúde (OMS) estabeleceu uma lista de 

patógenos críticos prioritários que demandam o desenvolvimento urgente de novas 

estratégias terapêuticas. Entre os microrganismos de maior relevância clínica, 

destacam-se Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa. Nesse cenário, a 

fitoterapia desponta como uma abordagem terapêutica promissora, em virtude de 

suas propriedades farmacológicas amplamente descritas na literatura, incluindo 

atividades anti-inflamatória, antimicrobiana, anti-biofilme e antitumoral. A investigação 

da atividade antibacteriana de extratos de origem vegetal apresenta- se como um 

campo de elevada importância, uma vez que pode subsidiar o desenvolvimento de 

formulações inovadoras e/ou integrativas aplicáveis à terapêutica clínica. Os 

resultados obtidos no presente estudo demonstram efeitos significativos dos extratos 

hidroalcoólicos de própolis verde e casca de romã contra cepas clínicas de A. 

baumannii e P. aeruginosa, evidenciando não apenas atividade antibacteriana e 

antibiofilme relevantes, mas também pronunciada ação antioxidante. Ademais, 

verificou-se ausência de citotoxicidade e genotoxicidade nas concentrações 

avaliadas, reforçando o potencial desses compostos naturais como candidatos a 

futuras alternativas terapêuticas. 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

 
Due to the growing prevalence of multidrug-resistant microorganisms, coupled with 

increased mortality from opportunistic infections, the World Health Organization 

(WHO) has established a list of priority critical pathogens that require the urgent 

development of new therapeutic strategies. Among the most clinically relevant 

microorganisms are Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa. In this 

scenario, phytotherapy emerges as a promising therapeutic approach due to its 

pharmacological properties, which are widely described in the literature, including 

anti- inflammatory, antimicrobial, anti-biofilm, and antitumor activities. Research into 



the antibacterial activity of plant extracts is a highly important field, as it can support 

the development of innovative and/or integrative formulations applicable to clinical 

therapy. The results obtained in the present study demonstrate significant 

effects of hydroalcoholic extracts of green propolis and pomegranate peel against 

clinical strains of A. baumannii and P. aeruginosa, evidencing not only relevant 

antibacterial and antibiofilm activity, but also pronounced antioxidant action. 

Furthermore, there was an absence of cytotoxicity and genotoxicity at the evaluated 

concentrations, reinforcing the potential of these natural compounds as candidates 

for future therapeutic alternatives. 
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RESUMO 
 

 

Menezes RT. Citotoxicidade, genotoxicidade e efeito antimicrobiano dos extratos 
de própolis verde e casca de romã isolados e combinados frente cepas 
multirresistentes de Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa [tese]. 
São José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de 
Ciência e Tecnologia; 2025. 
 
 
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa são bactérias que têm 
grande resistência aos principais antimicrobianos. Extratos de plantas têm sido 
estudados como alternativa ao tratamento. O presente estudo teve como objetivo: I) 
produzir e avaliar fitoquimicamente os extratos de própolis verde (EHP) e romã 
(EHR); II) Avaliar a ação antimicrobiana e antibiofilme isoladamente e em 
combinação sobre cepas de A. baumannii e P. aeruginosa; III) avaliar a 
citotoxicidade e genotoxicidade dos extratos em linhagem de queratinócitos 
humanos (HaCaT). Para tanto, os extratos foram preparados e caracterizados 
fitoquimicamente por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC-DAD), a ação 
antioxidante foi avaliada e o teor de flavonoides e fenóis determinados. A atividade 
antimicrobiana foi analisada pelo teste de microdiluição em caldo (CLSI – M7-A9) 
para determinar concentração bactericida mínima (CBM). Para avaliar a 
combinação dos extratos foi utilizada a técnica “checkerboard” e adotado o Índice 
de Concentração Bactericida Fracionária (ICBF). As concentrações que se 
apresentaram sinérgicas e aditivas foram analisadas sobre biofilmes monotípicos 
utilizando o teste de MTT. Os resultados foram analisados estatisticamente por 
ANOVA e Teste de Tukey (p<0,05). Os queratinócitos humanos da linhagem 
HaCaT foram utilizados para avaliação de citotoxicidade e genotoxicidade, a partir 
do teste colorimétrico de Rezasurina e micronúcleos, respectivamente. A análise 
cromatográfica de EHR mostrou picos de punicalagina e em EHP mostrou ácido 
artepillin C. Para eliminar 50% dos radicais livres é necessário 8,66 µg/mL de EHR 
e 11,73 µg/mL de EHP. O teor de sólidos solúveis foi de 6,02% (EHR) e 8,04% 
(EHP), a concentração de flavonoides foi de 0,256 mg/mL (EHR) e 0,337 mg/mL 
(EHP), de fenóis foi de 1,227 mg/mL (EHR) e 1,130 mg/mL (EHP). Os extratos 
apresentaram ação bactericida sendo a CBM de EHR variando de 0,1% a 1,5% e a 
CBM de EHP variou de 0,2% a 2,01% para todas as cepas testadas. Os extratos 
em combinação apresentaram diferentes concentrações com efeito aditivo e 
sinérgico bem como apresentaram ação antibiofilme para todas as cepas testadas 
demonstrando semelhança ao digluconato de clorexidina (p<0,5). Os extratos não 
foram citotóxicos e nem produziram alteração no material genético dos 
queratinócitos. Portanto é possível concluir que os extratos hidroalcoólicos de 
casca de romã e própolis verde brasileira possuem ação antimicrobiana e 
antibiofilme sobre P. aeruginosa e A. baumannii, possui boa ação antioxidante e 
não é citotóxico, nem genotóxico para queratinócitos humanos (HaCaT). 
 

 
Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; Sinergismo; 
Biofilme; Citotoxicidade; Genotoxicidade. 



ABSTRACT 
 

 
Menezes RT. Cytotoxicity, genotoxicity and antimicrobial effect of green propolis 
and pomegranate peel extracts isolated and combined against multidrug-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; 2025. 
 
 
Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa are bacteria highly 
resistant to major antimicrobials. Plant extracts have been studied as alternative 
treatments. The present study aimed to: I) produce and phytochemically evaluate 
green propolis (EHP) and pomegranate (EHR) extracts; II) evaluate their 
antimicrobial and antibiofilm action, alone and in combination, on A. baumannii and 
P. aeruginosa strains; III) evaluate the cytotoxicity and genotoxicity of the extracts in 
a human keratinocyte cell line (HaCaT). Therefore, the extracts were prepared and 
phytochemically characterized by high-performance liquid chromatography (HPLC- 
DAD), their antioxidant activity was evaluated, and their flavonoid and phenol 
contents were determined. Antimicrobial activity was analyzed by the broth 
microdilution test (CLSI – M7-A9) to determine the minimum bactericidal 
concentration (MBC). The checkerboard technique was used to evaluate the 
combination of extracts, and the Fractional Bactericidal Concentration Index (FCI) 
was adopted. Concentrations that were synergistic and additive were analyzed on 
monotypic biofilms using the MTT test. The results were statistically analyzed by 
ANOVA and Tukey's test (p<0.05). Human keratinocytes of the HaCaT lineage were 
used to evaluate cytotoxicity and genotoxicity, based on the colorimetric Rezasurin 
and micronucleus tests, respectively. Chromatographic analysis of EHR showed 
punicalagin peaks and in EHP it showed artepillin C acid. To eliminate 50% of the 
free radicals, 8.66 µg/mL of EHR and 11.73 µg/mL of EHP are required. The soluble 
solids content was 6.02% (EHR) and 8.04% (EHP), the flavonoid concentration was 
0.256 mg/mL (EHR) and 0.337 mg/mL (EHP), and the phenol concentration was 
1.227 mg/mL (EHR) and 1.130 mg/mL (EHP). The extracts showed bactericidal 
action, with the MBC of EHR ranging from 0.1% to 1.5% and the MBC of EHP 
ranging from 0.2% to 2.01% for all tested strains. The combined extracts showed 
additive and synergistic concentrations. They showed antibiofilm action for all tested 
strains, demonstrating similarity to chlorhexidine digluconate (p<0.5). The extracts 
were not cytotoxic and did not produce alterations in the genetic material of 
keratinocytes. Therefore, it is possible to conclude that the hydroalcoholic extracts 
of pomegranate peel and Brazilian green propolis have antimicrobial and antibiofilm 
action on P. aeruginosa and A. baumannii, have good antioxidant action and are not 
cytotoxic or genotoxic to human keratinocytes (HaCaT). 
 
Keywords: Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; Synergism; 
Biofilm; Cytotoxicity; Genotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

As bactérias multirresistentes têm sido consideradas como um desafio 

crescente para a saúde pública em escala mundial devido à sua resistência a uma 

variedade de antimicrobianos usados rotineiramente no tratamento de doenças 

infecciosas. Essa resistência está frequentemente relacionada ao uso inadequado ou 

excessivo de antibióticos, além da disseminação de genes de resistência entre 

diferentes espécies bacterianas (Koong et al., 2025; Nau et al., 2024; Oliveira et al., 

2023). 

O gênero Acinetobacter spp. apresenta micro-organismos Gram-negativos que 

podem causar infecções graves e até mesmo letais apresentando propriedades 

multirresistentes aos antibióticos. Acinetobacter baumannii tem se destacado nas 

últimas décadas, surgindo mundialmente como um dos mais problemáticos 

patógenos, no qual, obtém notoriedade ao induzir a capacidade positiva de regular ou 

obter determinantes de resistência (Arshad et al., 2025; Iovleva et al., 2025; Kornelsen 

et al., 2021; Mukhopadhyay et al., 2024; Peleg et al., 2008). É caracterizada como 

ocasionadora de infecções nosocomiais graves, sendo os mais importantes as 

infecções da corrente sanguínea e pneumonia relacionada à ventilação, além disso, 

as infecções causadas por esta bactéria são geralmente associadas aos longos 

períodos de internações, ao sexo masculino e a pessoas com idade avançada 

(Chastre et al., 2020; Goldberg et al., 2021; Lucidi et al., 2024; Singh et al., 2024). 

De acordo com uma lista emitida no documento “Lista de Patógenos 

Bacterianos Prioritários da OMS de 2024” sobre bactérias que necessitam 

urgentemente de novos antibióticos, A. baumannii ocupa o primeiro lugar na lista 

sendo descrita como crítica (WHO, 2024). Além da capacidade de resistência aos 

antibióticos, A. baumannii exibe inúmeros fatores de virulência, entre eles, a eficácia 

na secreção de enzimas e toxinas extracelulares e a capacidade de se unir a 

superfícies bióticas e abióticas, compondo uma estrutura denominada biofilme (Azam, 

et al., 2019). 

Biofilmes são comunidades organizadas de microrganismos que se aderem a 

superfícies e produzem uma matriz protetora composta por substâncias como 

polissacarídeos, proteínas e DNA extracelular (Matuschek et al., 2018; Patra et al., 
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2024; Puca et al., 2024; Saha et al., 2025; Upadhyay et al., 2025). Essa estrutura 

confere maior resistência aos microrganismos contra agentes antimicrobianos e ao 

sistema imunológico, tornando infecções associadas a biofilmes difíceis de tratar. 

Essa resistência se dá pela dificuldade de penetração de agentes antimicrobianos na 

matriz extracelular, taxa de crescimento microbiano acelerada e mudanças fisiológicas 

(Kornelsen et al., 2021). 

Pseudomonas aeruginosa, assim como A. baumannii, também é uma bactéria 

Gram negativa e é encontrado em plantas, frutas, solo e ambientes aquáticos. P. 

aeruginosa pode ser um fator patogênico em infecções oportunistas em humanos. 

Infecta as vias respiratórias e as vias urinárias, causa infecções no sangue, e é a 

causa mais comum de infecções por queimaduras (Bassetti et al., 2018; Rossi, et al., 

2021; Santamarina-Fernández et al., 2012; Sousa et al., 2025). O tratamento de 

infecções por P. aeruginosa pode ser difícil devido à sua resistência natural e adquirida 

aos antibióticos (Behzadi, et al., 2021; Breidenstein et al., 2011; Sousa et al., 2025; 

WHO 2024). 

P. aeruginosa é uma bactéria conhecida por produzir biofilmes robustos. 

Biofilmes de P. aeruginosa causam problemas graves em pacientes 

imunocomprometidos, incluindo aqueles com fibrose cística ou infecção da ferida. 

Além disso, as propriedades únicas do biofilme complicam ainda mais sua 

erradicação, levando ao desenvolvimento de infecções crônicas (Bisht et al., 2021; 

Hibbert et al., 2024; Kim et al., 2020). De acordo com a pesquisa realizada pelo US 

National Healthcare Safety (2007), de aproximadamente 28.000 casos de infecções 

nosocomiais de 463 hospitais em 22 períodos do mês, P. aeruginosa foi considerado 

o sexto patógeno que mais ocorre repetidamente, segundo mais frequente de 

pneumonia e a sétima causa mais comum da infecção da corrente sanguínea 

relacionada ao cateter (Hidron et al., 2007; Kerr et al., 2009; Lupo et al., 2018). 

É importante ressaltar que durante a pandemia causada pelo COVID-19 

(SARS-CoV-2), resultou-se a internação de muitas pessoas imunocomprometidas, no 

qual, alguns pacientes positivos para esta doença foram diagnosticados com 

infecções secundárias, obtendo assim evidências da participação das bactérias A. 

baumannii e P. aeruginosa entre outras bactérias multirresistentes participantes da 

coinfecção (Mirzaei et al., 2020). 
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A resistência microbiana compromete a eficácia das terapias disponíveis, 

tornando infecções comuns potencialmente letais e dificultando o controle de surtos 

em ambientes hospitalares e comunitários. Com isso, torna-se urgente o 

desenvolvimento de estratégias eficazes para prevenção, diagnóstico e tratamento 

dessas infecções, bem como políticas de conscientização e uso racional de 

antimicrobianos (Enioutina et al., 2017). 

A utilização de plantas para tratamento medicinal tem ganhado notoriedade, 

assim, a fitoterapia se tornou uma alternativa terapêutica promissora contra 

microrganismos multirresistentes. Mediante a fitoterapia, a cultura popular faz da 

biodiversidade brasileira um campo de estudo científico, originando assim, grande 

parte dos medicamentos hoje disponíveis no mundo (ANVISA, 2011; Chandra et al., 

2020; Shiekh et al., 2025). Os extratos naturais têm ganhado notoriedade na última 

década devido a suas propriedades antimicrobianas, antivirais, antibióticas entre 

outros se destacando até mesmo em benefícios psicológicos aos humanos, se 

destaca também por ser geralmente segura com efeitos adversos leves (Idris et al., 

2021; Qahir et al., 2021; Suriyaprom et al., 2022). 

Romã (Punica granatum L.) é uma fruta que tem sido estudada por apresentar 

propriedades antimicrobianas, especialmente nos extratos obtidos de sua casca, 

polpa e sementes. É uma das plantas medicinais mediterrâneas que tem sido usada 

no tratamento de úlceras, diarréia e infertilidade masculina e que contém 

componentes anti-sépticos. Rica em compostos bioativos, como taninos, flavonoides 

e ácidos fenólicos, a planta mostra-se eficaz contra diversas bactérias patogênicas, 

inclusive cepas resistentes a antibióticos convencionais (Lima et al., 2024; Maphetu 

et al., 2022; Noreen et al., 2025; Qahir et al. 2021). Estudos têm demonstrado sua 

eficácia tanto no uso isolado quanto sinérgico, com boa eficácia antimicrobiana e 

atividade antioxidante (Gharbani et al., 2023; Guiotti et al., 2016; Khursheed et al., 

2024). 

A própolis verde, uma variedade típica do Brasil obtida a partir da resina do 

alecrim-do-campo (de Baccharis dracunculifolia) possui notável atividade 

antibacteriana, atribuída principalmente à presença de compostos fenólicos, como o 

artepelin C e flavonoides (Aldana-Mejía et al., 2024; Barbosa et al., 2022; Gomes et 

al., 2024). Possui grande eficácia a saúde devido às propriedades antibacterianas, 

antifúngicas e uma grande atividade antioxidante, sendo também eficaz contra 
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bactérias multirresistentes. Na literatura existem diversos artigos que demonstram que 

seu extrato é eficaz contra diversas bactérias patogênicas, como no estudo de 

Meccatti et al. (2023) em que avaliaram a ação antibiofilme sinérgica dos extratos de 

canela (Cinnamomum verum) e própolis verde brasileira contra cepas clínicas 

multirresistentes de A. baumannii e P. aeruginosa e os extratos combinados foram 

eficazes na prevenção da formação de biofilmes e na redução dos biofilmes maduros 

da cepa clínica de A. baumannii em até 83,86% com desempenho comparável ao 

digluconato de clorexidina, que apresentou percentual de 90,29%. 

Além disso, a própolis verde por ter se mostrado promissora no combate a 

cepas multirresistentes, tem sido estudada como alternativa ou complemento aos 

antibióticos tradicionais, especialmente em infecções cutâneas, orais e 

gastrointestinais. Seu uso em formulações farmacêuticas e produtos naturais reforça 

o potencial terapêutico desse composto como um agente antimicrobiano de origem 

natural (Ribeiro et al., 2024; Sá Assis et al., 2022; Santos et al., 2022; Silva et al., 

2019; Souza et al., 2022; Vicã et al., 2021). 

Diante disso, é de suma importância investigar a ação antimicrobiana dos 

extratos de própolis verde e casca de romã e o efeito sinérgico dos mesmos, em 

biofilmes monotípicos de cepas multirresistentes de A. baumannii e P. aeruginosa. 
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7 CONCLUSÃO 
 
 

 

Com os resultados obtidos, pode-se inferir que: 
 
 

a) foram desenvolvidos os extratos hidroalcoólicos de própolis verde e 

casca de romã, identificando a presença de flavonoides e fenóis bem 

como atividade antioxidante. Foi identificado ácido-gálico, α- 

punicalagina e β- punicalagina no EHR e ácido artepillin C, ácido p- 

cumarico e derivados do ácido cinâmico no EHP. 

b) os extratos demonstraram ação antibacteriana sendo a CBM de EHR 

variando de 0,1% a 1,5% e a CBM de EHP variando de 0,2% a 2,01% 

para todas as cepas de A. baumannii e P. aeruginosa testadas. Além 

disso, os extratos apresentaram 16 combinações com efeito aditivo e 

sinérgico. Constatou-se, também, redução da viabilidade dos biofilmes 

formados para todas as cepas testadas demonstrando diferenças 

estatisticamente significante em relação ao grupo controle (p<0,5). 

c) os extratos de romã e própolis verde de forma isolada e em combinação 

não foram citotóxicos e nem genotóxicos para as células HaCaT. 
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