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RESUMO 

As infecções respiratórias são importantes causas de morbidade e mortalidade em todo o 
mundo. Quando há o envolvimento de uma etiologia bacteriana, os antibióticos são 
geralmente indicados no tratamento dessas infecções. Por outro lado, o uso abusivo e 
indiscriminado de antimicrobianos tem propiciado o desenvolvimento de resistência 
bacteriana, que representa um sério problema de saúde pública. Desta forma, existe a 
necessidade de investigação de novas alternativas para o controle dessas infecções, 
como por exemplo, produtos naturais para fins terapêuticos. Diante do exposto, esse 
estudo teve como objetivo investigar a atividade antimicrobiana e anti-inflamatória de 
quatro espécies vegetais: Bixa orellana L. (urucum), Chenopodium ambrosioides L. 
(mastruz), Mentha piperita L. (hortelã) e Psidium guajava L. (goiaba). A partir dos 
extratos hidroalcoólicos de B. orellana (sementes), C. ambrosioides (folhas), M. 

piperita (folhas) e P. guajava (folhas) foram realizadas investigação da atividade 
antimicrobiana in vitro pelo ensaio de difusão em ágar, seguido pela microdiluição em 
caldo, contra sete cepas bacterianas causadoras de infecções respiratórias, incluindo: 
Acinetobacter baumannii, Bordetella pertussis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus 

pyogenes. A atividade antimicrobiana sobre biofilme foi avaliada contra cepas de 
referência de P. aeruginosa e de S. aureus produtoras de biofilme. Os extratos que 
apresentaram melhores atividades foram submetidos a caracterização química pela 
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), ensaio de citotoxicidade e avaliação da 
atividade anti-inflamatória pela dosagem de óxido nítrico e peróxido de hidrogênio, bem 
como análise da fagocitose em macrófagos peritoneais de camundongo. Os resultados 
mostraram que os extratos apresentaram atividade antimicrobiana contra, pelo menos, 
um dos microrganismos testados. O extrato de B. orellana apresentou o maior halo de 
inibição (16 mm) contra S. pyogenes, enquanto o menor halo (8 mm) foi verificado no 
extrato de M. piperita contra B. pertussis e S. pyogenes. O método de microdiluição em 
caldo foi mais sensível, tendo demonstrado que os extratos de B. orellana, M. piperita e 
P. guajava apresentaram atividade contra todos os patógenos testados. A menor 
concentração inibitória detectada foi de 0,5 mg/mL do extrato de P. guajava frente as 
bactérias P. aeruginosa e S. aureus. Os extratos de P. guajava e B. orellana foram os 
únicos que apresentaram atividade sob a formação de biofilme, principalmente B. 
orellana com taxas de redução de 95% sob o biofilme formado por P. aeruginosa e de 
93% sob o biofilme formado por S. aureus, ambos na concentração de 64 mg/mL. Dos 
quatro extratos estudados, destaca-se M. piperita, uma vez que apresentou atividade 
antimicrobiana contra todas as cepas estudadas e também reduziu a produção de óxido 
nítrico em macrófagos estimulados com lipopolissacarídeo (LPS). Os resultados obtidos 
indicam o potencial dessa espécie vegetal na pesquisa e desenvolvimento de novos 
agentes antimicrobianos e anti-inflamatório. 

Palavras chave: Infecções respiratórias, Mentha piperita, Psidium guajava, 

Chenopodium ambrosioides, Bixa orellana. 



 

 

ABSTRACT 

Respiratory infections are leading causes of morbidity and mortality worldwide. The 
presence of a bacterial etiology generally leads to an intervention with antimicrobial 
therapy in these infections. Moreover, the abusive and indiscriminate use of antibiotics 
has produced bacterial resistance, which currently represents a serious public health 
problem. Thus, natural products may be new therapeutic options to combat drug-
resistant bacteria. Given the above, this study aimed to investigate the antimicrobial and 
anti-inflammatory of four plant species: Bixa orellana L. (annatto), Chenopodium 

ambrosioides L. (American wormseed), Mentha piperita L. (peppermint) and Psidium 

guajava L. (guava). From the hydroalcoholic extracts of B. orellana (seeds), C. 

ambrosioides (leaves), M. piperita (leaves) and P. guajava (leaves) in vitro 
antimicrobial activity was determined by agar diffusion assay, followed by the broth 
microdilution assay, against seven bacterial strains causing respiratory infections, 
including: Acinetobacter baumannii, Bordetella pertussis, Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae and 
Streptococcus pyogenes. The antimicrobial activity on biofilm formation was evaluated 
against reference strains of biofilm-producing P. aeruginosa and S. aureus. The most 
promising extracts were subjected to chemical characterization by high-performance 
liquid chromatography (HPLC), cytotoxicity, and anti-inflammatory activity test by 
evaluation of nitric oxide and hydrogen peroxide inhibition as well as their effects on 
phagocytosis in mice peritoneal macrophages. The tested plant extracts showed 
antimicrobial activity against at least one of the microorganisms tested. The B. orellana 
extract showed the highest inhibition zone (16 mm) against S. pyogenes, while the 
smaller one (8 mm) was found in M. piperita extract against B. pertussis and S. 

pyogenes. The broth microdilution method was more sensitive, it was demonstrated that 
extracts of B. orellana, M. piperita, and P. guajava showed activity against all tested 
pathogens. The lowest inhibitory concentration detected was 0.5 mg/ml P. guajava 
extract front bacteria P. aeruginosa and S. aureus. P. guajava and B. orellana extracts 
were able to reduce biofilm formation by P. aeruginosa in 95% and by S. aureus in 
93%, both at a concentration of 64 mg/ml. Of the four plant extracts, the one from M. 

piperita was the most promising, since showed both antimicrobial activity against all 
the strains studied and the ability to reduce nitric oxide production in macrophages 
stimulated with LPS. The results indicate a potential of this plant species in the research 
and development of new antimicrobial agents against the major respiratory pathogens  
and their associated disease. 

Key words: Respiratory infections, Mentha piperita, Psidium guajava, Chenopodium 

ambrosioides, Bixa orellana. 
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1 – INTRODUÇÃO 

As doenças respiratórias são enfermidades frequentes na população mundial, 

especialmente nos países em desenvolvimento e correspondem ao primeiro motivo de 

consulta em ambulatórios e serviços de urgência, sendo responsável por um grande 

número de óbitos na população, principalmente em menores de um ano (ZAR; 

FERKOL, 2014).  

Devido aos elevados índices de mortalidade, essas infecções têm despertado o 

interesse de pesquisadores no mundo inteiro por representarem um grave problema de 

saúde pública (MACEDO et al., 2003; RAJATONIRINA et al., 2013; SELVARAJ et 

al., 2014; ZAR; FERKOL, 2014). Apesar de muitas vezes serem autolimitadas, havendo 

uma regressão dos sintomas sem tratamento específico, outras vezes requerem o uso de 

antibióticos, principalmente quando o diagnóstico é de infecção do trato respiratório 

inferior. 

Com a introdução dos antibióticos na década de 40, foi observada uma redução 

no número de mortes por infecções bacterianas em todo o mundo. Na atualidade, tem 

sido relatada uma elevação da frequência de casos de resistência bacteriana aos 

antibióticos, o que têm contrariado os avanços no tratamento dessas infecções 

(CHROMA; KOLAR, 2010; DAVIES; DAVIES, 2010). 

Diante desse cenário, a procura por fontes alternativas de substâncias 

farmacologicamente ativas, tem despertado interesse na comunidade científica. As 

plantas de uso medicinal foram e continuam sendo utilizadas no tratamento e prevenção 

de diversas patologias (ROJAS et al., 2006; NEIVA et al., 2011; ROBINSON; ZHANG, 

2011).  

A busca por alívio e cura de doenças através da ingestão de ervas, 

provavelmente tenha sido uma das primeiras formas de utilização dos produtos naturais. 

Desta forma e, considerando o potencial que o Brasil possui em relação à sua 

biodiversidade vegetal, considerada uma das maiores do mundo, torna-se necessário a 

bioprospecção de novas moléculas com propriedades antibióticas e anti-inflamatórias 

provenientes de produtos naturais da nossa flora, em especial aquelas indicadas no uso 

popular para infecções respiratórias, como: Bixa orellana L. (urucum), Chenopodium 

ambrosioides L. (mastruz), Mentha piperita L. (hortelã) e Psidium guajava L. (goiaba). 
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2 - REFERENCIAL TEÓRICO 

 
2.1– Infecção Respiratória  
 

As infecções respiratórias agudas (IRAs) representam um importante 

problema de saúde pública e, mundialmente, estão entre as principais causas de 

morbidade e mortalidade infantil, atingindo principalmente crianças menores de cinco 

anos de idade (ZAR; FERKOL, 2014).  

As IRAs são classificadas como infecções do trato respiratório superior 

(ITRS), e infecções do trato respiratório inferior (ITRI), dependendo dos principais 

órgãos afetados. O trato respiratório superior consiste das vias aéreas desde as narinas 

até as cordas vocais na laringe, incluindo os seios paranasais e o ouvido médio, 

enquanto que o trato respiratório inferior abrange a traqueia, os brônquios, além dos 

bronquíolos e pulmões (Figura 1) (BELLOS et al., 2010). 

 

  Figura 1. Modelo representativo do trato respiratório. 
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Fonte: Adaptado de www.pinterest.com 
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O espectro da doença pode variar desde infecções agudas como um simples 

resfriado até doenças graves, representadas por pneumonia, asma e bronquiolite 

(ZAR; FERKOL, 2014). Diferentes fatores podem levar ao agravamento dessas 

infecções e contribuir para o aumento das taxas de hospitalização. Entre estes fatores 

estão o baixo peso ao nascer, a desnutrição, a falta de imunização e baixa imunidade, 

tabagismo domiciliar, fatores sociais (como a renda familiar limitada, baixo nível de 

escolaridade dos pais, aglomeração) e fatores ambientais (como a poluição 

atmosférica) (PRIETSCH et al., 2008; KARR et al., 2009; SMITH et al., 2011). 

 

 

2.2 – Epidemiologia  
 
 

As IRAs acometem indivíduos de ambos os gêneros e de todas as idades, de 

recém-nascidos a idosos, com o maior número de casos detectados nos extremos de 

idade (OLIVEIRA et al., 2004). São mais frequentes nos meses frios e nas estações 

chuvosas das regiões temperadas e tropicais, respectivamente. Uma possível 

explicação para essa maior ocorrência seria o fato das pessoas ficarem mais tempo 

dentro de casa e nesses ambientes fechados, existe uma maior facilidade de 

transmissão de patógenos respiratórios, uma vez que os principais meios de 

transmissão são por aerossóis, contato com objetos contaminados ou por inalação de 

gotículas de secreções eliminadas durante a fala, tosse ou espirro (MURRAY et al., 

2011). 

As infecções respiratórias correspondem ao primeiro motivo de consulta em 

ambulatórios e serviços de urgência, representando a principal causa de internação 

hospitalar e a segunda causa de óbito em menores de um ano. Segundo um 

levantamento realizado pela Organização Mundial de Saúde (OMS), as doenças 

arterial coronariana, acidente vascular cerebral, doença pulmonar crônica e infecções 

respiratórias inferiores continuam sendo as principais causas de morte detectadas na 

última década (Figura 2) (WHO, 2012).  

Mundialmente, as IRAs são responsáveis por aproximadamente 20% dos 

óbitos em crianças pré-escolares (CAI et al., 2014). Apesar do número mundial de 

mortes em crianças abaixo de cinco anos ter declinado de 12,5 milhões, no ano de 

1990, para menos de 9 milhões, no ano de 2008, estima-se que cerca de 4 milhões 
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ainda morrem anualmente por essas infecções. Os principais acometidos são os 

lactentes com menos de seis meses de vida, sendo a maioria, em decorrência de 

pneumonia (NAIR et al., 2010). 

 

Figura 2. As principais causas de morte no mundo no ano de 2012. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na América Latina, a frequência das IRAs demonstra ser a principal causa de 

consulta ambulatorial pediátrica, chegando a representar 40 a 60% dos motivos de 

consulta (MACEDO et al., 2003). No Brasil, as doenças respiratórias são responsáveis 

por aproximadamente 10% das mortes entre os menores de um ano de idade, sendo a 

segunda causa de óbito na população de zero a um ano de idade e a primeira causa 

entre crianças de um a quatro anos. Com relação às regiões do país, segundo dados 

fornecidos pelo DATASUS, no ano de 2011 foram registrados 2.435 óbitos em 

crianças nessa faixa etária, destacando-se a Região Nordeste que apresentou o maior 

número de óbitos. Entre os estados dessa região, o Maranhão ocupou a primeira 

posição, com um total de 169 óbitos (DATASUS, 2012).  

Fonte: WHO, 2012 
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2.3 Etiologia das Infecções Respiratórias  

 

As IRAs podem ser causadas por diferentes microrganismos, tais como: 

bactérias, vírus e fungos. Os vírus são os principais agentes etiológicos dessas 

infecções - responsáveis por 50 a 90% dos casos em crianças (NOHYNEK et al., 

2009). Entre esses pode-se citar: vírus sincicial respiratório, vírus influenza, 

parainfluenza, adenovírus e metapneumovírus humano (MACEDO et al., 2003; 

CHUNG et al., 2007). Atualmente, são reconhecidos centenas de vírus identificados 

como agentes responsáveis pelo desenvolvimento de quadros respiratórios, seja como 

patógeno principal ou como coadjuvante, a infecções bacterianas secundárias em 20 a 

30% dos casos que podem evoluir para óbito (MONTO, 2004).  

As IRA de origem bacteriana apesar de ocupar o segundo lugar, representam a 

maior causa de letalidade, principalmente nos países em desenvolvimento. Entre as 

bactérias envolvidas nessas infecções pode-se mencionar: Klebsiella pneumoniae, 

Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus pneumoniae 

(BENNETT et al., 2014). 

No entanto, outras bactérias evidenciadas no passado como raras também 

podem estar envolvidas nessas infecções, como: Escherichia coli, Chlamydia e 

Mycoplasma. Isso foi demonstrado em alguns estudos realizado em hospitais, sendo 

estas bactérias responsáveis por mais de 10% dos casos de pneumonia (TANEJA et 

al., 2009; GRASSI et al., 2014; SELVARAJ et al., 2014). Além disso, o 

ressurgimento de doenças já controladas no passado, como a coqueluche, causada 

pela Bordetella pertussis, exige alerta ao sistema de saúde e atenção imediata para 

uma revisão no Plano Nacional de Vacinação (SELVARAJ et al., 2014). 

Por outro lado, os fungos raramente causam infecções do trato respiratório na 

população em geral, entretanto algumas espécies têm sido associadas com 

comprometimento pulmonar em humanos imunocomprometidos, como: Cryptococcus 

neoformans, Candida spp., Aspergillus spp. e Pneumocystis carinii (SAUBOLLE, 

2000; CHEN et al., 2001).  
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2.4 - Principais bactérias associadas a IRAs 
 
 

2.4.1 Acinetobacter baumannii 

 

 

O gênero Acinetobacter é classificado na família Moraxellaceae, ordem 

Gammaproteobacteria e inclui os gêneros Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter e 

organismos relacionados. Este gênero compreende 31 espécies, sendo que 17 ainda 

não foram nomeadas e a espécie Acinetobacter baumannii é clinicamente, a mais 

importante (PELEG et al., 2008). 

O gênero Acinetobacter compreende cocobacilos Gram-negativos, 

estritamente aeróbios, não fermentadores, imóveis, catalase positiva e oxidase 

negativa. Cultivadas, essas bactérias formam colônias de 1-2 mm de diâmetro, 

arredondadas e mucóides, bastante semelhante às colônias formadas pela família 

Enterobacteriaceae. Apresentam um bom crescimento em meios de cultura 

convencionais (ágar Sangue, ágar MacConkey) utilizados em laboratórios clínicos, à 

uma temperatura de 37°C de incubação (KONEMAN et al., 2012).  

A espécie A. baumannii é identificada como frequente colonizadora em 

doentes hospitalizados e ambientes de prestação de cuidados de saúde, sendo 

comumente isolada de equipamentos tais como: raios-X, bancadas, leitos, 

ventiladores e sistemas de circulação de ar (FOURNIER; RICHET, 2006; 

BARCHITA et al., 2009). Classicamente associada a infecções nosocomiais, são 

responsáveis por vários tipos de infecções, como: sepse, pneumonia associada à 

ventilação mecânica, bacteremias, meningites e infecções urinárias (MARTINS; 

BARTH, 2013). A pneumonia nosocomial é a mais importante infecção causada por 

esse microrganismo, apresentando como fatores de risco a idade avançada, doença 

pulmonar crônica, imunossupressão, cirurgia e presença de tubos gástricos e 

endotraqueais (XIE et al., 2011). 

 

2.4.2 Bordetella pertussis 

 

A espécie Bordetella pertussis foi descoberta no ano de 1900 e isolada pela 

primeira vez em 1906 por Bordet e Gengou.  Inicialmente, esta bactéria foi incluída 

no gênero Haemophilus, sendo posteriormente criado o gênero Bordetella em 
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homenagem a Bordet (GUISO, 2009). As chamadas espécies clássicas do gênero 

Bordetella: B. pertussis, Bordetella parapertussis, Bordetella bronchiseptica e 

Bordetella avium causam infecções do trato respiratório em diferentes hospedeiros, 

com exceção de B. pertussis que infecta somente seres humanos (GROSS et al., 

2010). 

Morfologicamente são caracterizadas como cocobacilos Gram-negativos 

fastidiosos, imóveis, encapsulados, aeróbios, não fermentam carboidratos e são 

catalase e oxidase positivas, redutoras de nitrato a nitrito, além de apresentarem 

exclusivo tropismo à camada mucosa do trato respiratório humano (KONEMAN et 

al., 2012). 

B. pertussis é exigente nutricionalmente, portanto são empregados meios 

seletivos e enriquecidos como o Bordet-Gengou (BG) (a base de amido) ou o Regan-

Lowe (a base de carbono). Nas culturas, o crescimento é lento e as colônias são 

visualizadas depois de dois a quatro dias de incubação. No ágar BG as colônias são 

descritas como lisas e brilhantes, com centro elevado, em forma de cúpula, 

classicamente semelhantes a pequenas gotas de mercúrio, podendo ser ligeiramente β-

hemolíticas, sobretudo nas áreas mais confluentes de crescimento ou após incubação 

prolongada (KONEMAN et al., 2012). 

A doença causada por esta bactéria é a coqueluche também denominada tosse 

comprida. É uma doença de notificação compulsória, que possui distribuição 

universal, altamente transmissível e contagiosa em especial nos lactentes, 

caracterizada por espasmos de tosse intensa (paroxismos). Os paroxismos são 

contínuos, sem inspiração até o final e, muitas vezes, seguidos pelo guincho 

inspiratório característico e/ou vômito pós-tosse (CDC, 2000; GUERRA, 2006).  

A coqueluche representa um crescente problema de saúde pública em vários 

países do mundo, sendo considerada a terceira causa de morte entre as doenças 

imunoprevinível. Estima-se que sua ocorrência anual global seja da ordem de 50 

milhões de casos e, aproximadamente 300 mil mortes, com uma letalidade estimada 

em 1% em países em desenvolvimento e 0,04% em países desenvolvidos (WHO, 

2005). 

Apesar da incidência da coqueluche ter diminuído substancialmente devido a 

efetiva proteção em crianças, a prevalência em grupos de maior idade como 

adolescentes e adultos, tem aumentado em vários países, principalmente Estados 
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Unidos e Canadá. Na realidade, desde 2001, as taxas nesse grupo são mais elevadas 

do que em outras faixas etárias (LUTSAR et al., 2009). A coqueluche em adultos e 

adolescentes tem sido evidenciada como um dos fatores que condicionam a 

persistência da enfermidade em comunidades com baixas taxas de cobertura vacinal 

(BRICKS, 2007).  

 

2.4.3 Klebsiella pneumoniae 

 

A espécie Klebsiella pneumoniae pertence à família Enterobacteriaceae, 

morfologicamente estas bactérias são caracterizadas por apresentarem formato de 

bastonete, são imóveis, encapsuladas e não esporuladas. Em meios de cultura 

seletivos e diferenciais, como ágar MacConkey (MC), as colônias são tipicamente 

grandes, brilhantes, quase sempre de aspecto mucoide e coloração rosada pela 

fermentação da lactose. Apesar de serem anaeróbias facultativas essas bactérias 

crescem melhor em condições de aerobiose. Na coloração de Gram, são visualizadas 

como bacilos Gram-negativos, isolados, aos pares ou em cadeias curtas (KONEMAN 

et al., 2012). 

Esses microrganismos são ubiquitários, podendo ser encontrados em quase 

todos os ambientes naturais, e adicionalmente como colonizadores de mucosas em 

animais e seres humanos. Além de representarem importante causa de septicemia, 

abscessos abdominais, pneumonias e infecções dos tratos gênito-urinário e 

respiratório, tanto de pacientes normais quanto imunocomprometidos (PATERSON, 

2006; LANDMAN et al., 2007), sendo uma das principais causadores de infecções 

hospitalares, chegando a ser responsável por até 29% dessas infecções (PEREIRA et 

al., 2003).  

 

2.4.4 Pseudomonas aeruginosa 

 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa pertencente ao 

gênero Pseudomonas. Apresenta-se sob a forma de bastonetes retos ou ligeiramente 

curvos, podendo ser encontradas isoladas, aos pares ou, ocasionalmente, em cadeias 

curtas, revelando mobilidade através de flagelo polar monotríquio (KONEMAN et al., 

2012). 
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Esse microrganismo é um aeróbio obrigatório que cresce à temperatura de 37º 

a 42°C. Pode ser cultivado em vários meios de cultura, produzindo algumas vezes, um 

odor adocicado ou semelhante ao de uva. Na cultura, observa-se colônias lisas e 

redondas, com coloração esverdeado-fluorescente, devido a produção de um pigmento 

chamado pioverdina, algumas também produzem um pigmento azulado não-

fluorescente (piocianina), outras cepas produzem o pigmento vermelho (piorrubina) 

ou negro (piomelanina) (KONEMAN et al., 2012). 

Essa espécie encontra-se amplamente distribuída na natureza e costuma ser 

encontrada em ambientes úmidos, nos hospitais e também como parte da microbiota 

do ser humano, podendo ser encontrada na pele e garganta de indivíduos sadios 

(MATA; ABEGG, 2007). No ambiente hospitalar, pode ser isolada a partir de 

instrumentos, tais como umidificadores, colchões e outros equipamentos, bem como a 

partir da pele dos profissionais de saúde, tendo o potencial de se espalhar 

horizontalmente através de fômites (MELLMANN et al., 2009; CHAWLA et al., 

2013).   

 Essa bactéria é resistente a diversos fármacos e capaz de produzir fatores de 

virulência, causando uma variedade de infecções que compreendem desde infecções 

superficiais de pele até sepse fulminante, sendo comumente associada com infecções 

do trato respiratório (FERREIRA; LALA, 2010). 

 

2.4.5 Staphylococcus aureus  

 

O gênero Staphylococcus foi descrito pela primeira vez em 1880, em pus de 

abscessos cirúrgicos, pelo cirurgião escocês Alexander Ogston. Esse gênero pertence 

à família Micrococcaceae e possui 33 espécies, sendo S. aureus a espécie de maior 

interesse clínico (SANTOS et al., 2007). 

S. aureus são caracterizados morfologicamente como cocos Gram-positivos 

que podem ser encontrados isolados, aos pares, em cadeias curtas ou agrupados, cujo 

arranjo celular assemelha-se a cachos de uva. Quanto as suas características 

bioquímicas são imóveis, não esporulados, geralmente não encapsulados, catalase-

positiva e oxidase-negativa. A temperatura ótima de crescimento é entre 35º a 37°C e 

crescem em uma faixa de pH entre 4 e 9, sendo o ótimo entre 6 e 7 (KONEMAN et 

al., 2012).   
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O gênero Staphylococcus forma colônias arredondadas, lisas, opacas, 

convexas, cremosas e suas cores variam do branco a vários tons de amarelo, 

dependendo da espécie e do meio de cultura.  Em ágar Sangue (AS), algumas cepas 

produzem β-hemólise, formando uma zona transparente ao redor da colônia 

(SANTOS et al., 2007). 

A espécie S. aureus é capaz de provocar uma variedade de infecções desde 

intoxicações alimentares a pneumonias (GORDON; LOWY, 2008). Como agente de 

infecções associadas a serviços de saúde, denominadas infecções hospitalares ou 

nosocomiais, é o patógeno isolado com maior frequência, realçando o seu papel como 

agente etiológico das principais infecções hospitalares, tais como infecções de sítio 

cirúrgico, endocardites, pneumonias e bacteremias. Percebe-se ainda, uma marcante 

tendência desse microrganismo em desenvolver resistência aos antimicrobianos 

(GRUNDMANN et al., 2010).  

Um aspecto importante de S. aureus é o estabelecimento de uma relação 

comensal com os seres humanos, com a colonização assintomática de indivíduos. As 

narinas são o local de colonização mais frequente, mas a orofaringe, as axilas, a 

vagina, o trato digestivo e a pele também são colonizadas com frequência 

(WERTHEIM et al., 2005).  

 

2.4.6 Streptococcus pneumoniae 

 

Streptococcus pneumoniae ou pneumococo é uma bactéria Gram-positiva, 

anaeróbia facultativa e encapsulada. Geralmente ocorre aos pares em arranjo de 

diplococos lanceolados, podendo ocasionalmente ser encontrada de forma isolada ou 

em pequenas cadeias. Suas colônias são esféricas, planas e, quando cultivada em meio 

AS produz uma hemólise parcial denominada de α-hemólise, que é evidenciada pela 

formação de uma área esverdeada ao redor da colônia (KELLOGG et al., 2001). 

Essa bactéria foi isolada pela primeira vez na década de 80 pelo médico e 

bacteriologista americano George M. Sternberg e pelo químico e bacteriologista 

francês Louis Pasteur, sendo nesse mesmo período identificada como a maior 

causadora de pneumonia humana (LÓPEZ, 2006). Possui mais de 90 sorotipos 

imunologicamente distintos, e mundialmente possui grande importância 

epidemiológica na distribuição de doenças pneumocócicas invasivas (pneumonias, 
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meningite, sepse e artrite) e não-invasivas (sinusite, otite média aguda, conjuntivite e 

bronquite) (JAUNEIKAITE et al., 2015). 

As doenças causadas pelo pneumococo, especialmente as pneumonias, 

constituem um dos principais problemas de saúde pública na infância, devido as 

elevadas taxas de morbimortalidade. A doença pneumocócica é a principal causa de 

óbitos por doenças imunopreveníveis na infância (O’BRIEN et al., 2009; WALKER 

et al., 2013). Segundo a OMS, no ano de 2008 cerca de 500 mil crianças menores de 5 

anos de idade morreram em decorrência de infecções por S. pneumoniae (WHO 

2008). Os principais fatores de risco para o desenvolvimento dessa doença incluem 

idade menor de 2 anos, desnutrição, baixo nível sócio-econômico e presença de 

comorbidades, tal como infecção pelo vírus HIV (LE ROUX et al., 2015).  

O elevado número de episódios anuais de pneumonia em crianças é 

responsável por grande parte dos atendimentos nos diferentes níveis de atenção à 

saúde, mesmo em países desenvolvidos. Em 2011 foram estimados 120 milhões de 

casos de pneumonia em crianças menores de 5 anos de idade em todo o mundo, dos 

quais 14 milhões progrediram para doença grave com necessidade de hospitalização e 

1,3 milhões evoluíram para óbito; a maior parte das mortes ocorreu em menores de 2 

anos de idade (81%) e em países em desenvolvimento (99%) (WALKER et al., 2013).  

Além das altas taxas de incidência e óbito relacionadas a pneumonia, a 

morbidade da doença na população pediátrica é considerada extremamente elevada 

em todos os continentes, principalmente em regiões de baixa e média renda. A maior 

carga de hospitalização por pneumonia ocorre em crianças menores de 12 meses de 

idade, residentes em países em desenvolvimento como o Sudeste Asiático, Pacífico, 

África, e Américas Central e do Sul, onde são estimados até 5.200/100.000 

hospitalizações por pneumonia, enquanto nos países desenvolvidos, a estimativa é de 

menos de 2.000 casos por 100.000 habitantes (NAIR; NIEDERMAN, 2013). 

 

 

2.4.7 Streptococcus pyogenes 

 

Streptococcus pyogenes é uma bactéria Gram-positiva, pertencente à família 

Streptococcaceae.  Morfologicamente é caracterizada como cocos de 0,6 a 1,0 μm de 

diâmetro, os quais frequentemente formam agrupamentos aos pares ou em cadeias. 
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São anaeróbias facultativas, catalase-negativa, imóveis e crescem otimamente à 37°C. 

Suas necessidades nutritivas são complexas, mas de modo geral, crescem bem em AS, 

formando colônias β-hemolíticas (CHANG et al., 2011; KONEMAN et al., 2012).  

Essa bactéria possui relevância clínica em todo o mundo, sendo responsável 

por várias infecções, que podem variar desde infecções leves, como faringite e 

impetigo, até infecções graves, representadas pela fasciíte necrosante e a síndrome do 

choque tóxico estreptocócica (WALKER et al., 2014).  

O principal sítio de infecção dessa bactéria é o trato respiratório superior, 

portanto, comumente estão associadas às infecções primárias da faringe e amígdalas. 

A faringite estreptocócica pode acometer todas as faixas etárias, porém são mais 

comuns em crianças e adolescentes com idade entre 5 e 15 anos. Em torno de 30 a 

40% das faringoamigdalites agudas, a etiologia é estreptocócica, sendo estimado que 

ocorram globalmente mais de 600 milhões de casos por ano (CARAPETIS et al., 

2005). A maior preocupação frente a esse dado é a ocorrência de complicações 

causadas por esse agente patogênico, como por exemplo, a glomerulonefrite e a febre 

reumática, esta última representando 90% das indicações de cirurgia para troca de 

valvas cardíacas em crianças no Brasil (VIEIRA et al., 2006). 

 

 
2.5 Biofilmes bacterianos 
 

As bactérias são microrganismos que possuem relativa simplicidade 

morfológica e grande diversidade genética e metabólica, razão pela qual se adaptam a 

diversas condições no planeta, como: concentrações reduzidas de nutrientes, extremos 

de temperatura, pH, salinidade, entre outras, e podem existir em dois estados de vida 

básicos: como células planctônicas, também conhecidas como células de vida livre ou 

como células sésseis, também denominadas biofilmes (TRENTIN et al., 2013). 

Os biofilmes podem ser definidos como uma comunidade séssil, caracterizada 

por células que formam microcolônias, irreversivelmente aderidas a um substrato 

biótico ou abiótico, embebidas numa complexa matriz extracelular polimérica, 

composta por polissacarídeos, proteínas e ácidos nucleicos (DONLAN, 2002). 

Os biofilmes são estruturas biológicas com elevado grau de organização, onde 

os microrganismos formam comunidades estruturadas, coordenadas e funcionais, 

podendo desenvolver-se em qualquer superfície úmida, seja ela biótica ou abiótica, 
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como na pele, mucosas, nos dentes, cateteres e implantes médicos (HALL-

STOODLEY; STOODLEY, 2002).  

De acordo com o National Institute of Health, nos EUA, aproximadamente 

80% de todas as infecções no mundo estão associadas a microrganismos produtores 

de biofilmes, especialmente, envolvendo biomateriais. Na década de 90, a 

importância dos biofilmes bacterianos foi destacada por Costerton (1999), o qual 

salientou que a formação de biofilmes e a sua inerente resistência aos antimicrobianos 

constituem a causa de muitas infecções crônicas e persistentes, como doença 

periodontal, endocardites, infecção pulmonar crônica, infecções de cateter, infecções 

de ouvido médio, entre outras (DONLAN, 2001). 

As infecções causadas por bactérias produtoras de biofilme representam um 

sério problema de saúde pública, pois os biofilmes prejudicam a penetração de 

antibióticos por causa dos componentes da matriz, dificultando as respostas 

imunológicas normais, levando com isso, a um aumento da morbidade e mortalidade 

dos indivíduos infectados (CHAIGNON et al., 2007). 

Uma das mais importantes características dos biofilmes bacterianos é a sua 

resistência ao sistema imune do hospedeiro e aos agentes antimicrobianos. Bactérias 

que vivem nessas comunidades são frequentemente de 10 a 1000 vezes mais 

tolerantes aos antimicrobianos do que quando na forma planctônica, indicando que 

alguns dos mecanismos envolvidos na resistência dos biofilmes aos antimicrobianos 

diferem dos mecanismos responsáveis pela resistência de bactérias planctônicas aos 

mesmos agentes (MAH; O’TOOLE, 2001).  

Bactérias em biofilmes apresentam alterações fenotípicas e genotípicas que as 

diferem das células planctônicas, podendo ser estratégias de sobrevivência dos 

microrganismos às condições ambientais adversas (COSTERTON, 1999).  

 

2.5.1. Formação de Biofilme 

 

Os biofilmes bacterianos são formados quando microrganismos unicelulares se 

tornam irreversivelmente aderidos a uma superfície sólida e envolvida por uma matriz 

de polissacarídeos extracelulares (MAH; O’TOOLE, 2001).  
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O primeiro estágio para formação de biofilmes (Figura 3) é a adesão primária, 

também conhecida como adesão reversível, a qual pode ocorrer tanto em superfície 

abiótica quanto biótica. O segundo estágio é a adesão secundária ou irreversível, onde 

ocorre a interação física da célula com a superfície por meio de material extracelular 

de natureza polissacarídea ou proteica produzido pela bactéria. Nessa fase, as fímbrias 

poliméricas ligam a célula bacteriana ao substrato, tornando difícil a remoção do 

biofilme (STOODLEY et al., 2002). Portanto, a adesão bacteriana é um processo 

bastante complexo que envolve a interação multifacetada de três componentes: a 

bactéria, a superfície (biótica ou abiótica) e o microambiente em que eles se 

encontram (DAROUICHE, 2001). O terceiro e último estágio evidencia a colonização 

ou crescimento e divisão de organismos sobre a superfície. Finalmente, quando o 

biofilme atinge uma etapa de amadurecimento, a massa bacteriana é liberada e os 

microrganismos desprendidos poderão colonizar novos ambientes causando 

contaminação (DONLAN, 2001). 

 

 

  Figura 3. Modelo de formação de biofilme. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Fonte: Adaptado Taraszkiewicz et al., 2012 
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2.6 Resistência aos antimicrobianos 
 

A descoberta dos antibióticos revolucionou a história da medicina. Na 

realidade, pode-se afirmar que foi o avanço mais importante da ciência no século XX, 

considerando os efeitos da inovação científica, os benefícios para a saúde pública e, 

consequentemente, o ganho econômico (PITA; PEREIRA, 2009).  

Desde então, esses fármacos têm contribuído para diminuir o número de 

mortes por infecções bacterianas. No entanto, a sua utilização indiscriminada tem 

dificultado o tratamento dessas infecções, tendo em vista a emergência de cepas 

resistentes aos medicamentos disponíveis no mercado, diminuindo assim as opções 

terapêuticas (SANDER; GALES, 2008; CHROMA; KOLAR, 2010; DAVIES; 

DAVIES, 2010).  

Nas últimas décadas tem ocorrido um crescente aumento na resistência 

bacteriana entre os principais patógenos causadores de infecções respiratórias em 

crianças, com relevantes repercussões clínicas (JACOBS, 2003). Este fato se deve a 

diversos fatores, entre eles a dificuldade de se estabelecer na prática clínica a etiologia 

dessas infecções; o uso abusivo ou inadequado de fármacos; a globalização, 

facilitando a transmissão de patógenos resistentes de um país a outro, através de 

viajantes infectados; a falta de um sistema global de vigilância epidemiológica da 

resistência bacteriana aos antimicrobianos, que possa gerar informação para a tomada 

de decisões e elaboração de políticas terapêuticas e reguladoras (MAcFARLANE; 

HOLMES, 1997).  

Estudos de vigilância de resistência aos antimicrobianos têm mostrado que o 

nível de resistência das principais bactérias envolvidas em infecções respiratórias 

frente aos diversos agentes antimicrobianos, principalmente os beta-lactâmicos tem 

aumentado significativamente nos últimos anos (BAQUERO et al., 1998; MENDES 

et al., 2002). Embora este problema de aumento de resistência não seja recente, pode-

se ter futuramente, um impacto clínico bastante preocupante, com cada vez mais 

respostas terapêuticas inadequadas. 

Diante do presente cenário, a busca por novas substâncias antimicrobianas a 

partir de fontes naturais, como as plantas, tem ganhado importância nas companhias 

farmacêuticas. Na sociedade moderna, é crescente o interesse em terapias alternativas 

e uso terapêutico de produtos naturais. Desde a antiguidade as plantas são utilizadas 
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com propósitos terapêuticos, estando envolvidas no desenvolvimento de 44% de todas 

as novas drogas (KINGSTON, 2011). 

 

 

2.7 Profilaxia e Tratamento 
 

Considerando a IRA como um sério problema de saúde pública, a OMS 

juntamente com a Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS) e o Fundo das 

Nações Unidas implantou um programa de prevenção e controle dessas infecções 

denominado Atenção Integrada às Doenças Prevalentes na Infância (AIDPI), que foi 

adotado no ano de 1996 pelo Ministério da Saúde (ALBUQUERQUE, 2006). Esse 

programa visa diminuir a taxa de mortalidade infantil por doenças respiratórias, além 

de permitir a diferenciação entre crianças que necessitam de internação hospitalar, as 

que precisam de tratamento antimicrobiano e aquelas que podem ser tratadas em casa, 

com medidas para aliviar os sintomas (BENGUIGUI, 2003). 

A lavagem das mãos é apontada como um dos procedimentos mais 

importantes para a prevenção da transmissão de patógenos do trato respiratório. No 

entanto, essa prática simples, considerada como um princípio universal de higiene, é 

uma das mais difíceis de ser realizada por parte das crianças e adultos (VICO; 

LAURENTIL, 2004).  

A maioria dos casos de infecções do trato respiratório é usualmente 

autolimitada e não existe tratamento específico, apenas procedimentos de suporte e 

paliativos. Os antimicrobianos normalmente não são recomendados para o tratamento 

de IRTS, diferentemente das ITRI, que geralmente são mais graves e necessitam de 

medicamentos, no entanto, esses devem ser prescritos por médicos (LI et al., 2014) 

 

 

2.8 Produtos naturais 
 

O emprego de plantas como medicamentos se dá desde o início da história da 

humanidade. A busca por alívio e cura de doenças através da ingestão de ervas, 

provavelmente tenha sido uma das primeiras formas de utilização dos produtos 

naturais (KINGSTON, 2011). 
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As plantas de uso medicinal são frequentemente utilizadas no tratamento e 

prevenção de diversas patologias, sendo consideradas fontes importantes de 

compostos biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em matérias-primas 

ou protótipos para síntese de novos fármacos. Estima-se que pelo menos 25% de 

todos os medicamentos comercializados sejam provenientes direta ou indiretamente 

de plantas medicinais (ROBINSON; ZHANG, 2011). 

Nesse contexto, cabe ressaltar as diferenças conceituais entre medicamento 

fitoterápico e planta de uso medicinal. De acordo com a Resolução da Diretoria 

Colegiada (RDC) n.º 14 (2010) da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), são considerados medicamentos fitoterápicos os obtidos com emprego 

exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, cuja eficácia e segurança são validadas 

por meio de levantamentos etnofarmacológicos, de utilização, documentações 

tecnocientíficas ou evidências clínicas e sem agregação de nenhuma substância 

farmacologicamente ativa, enquanto planta de uso medicinal é a espécie vegetal, 

cultivada ou não, utilizada com propósitos terapêuticos (BRASIL, 2010b). 

O interesse popular no uso de planta medicinal para fins terapêuticos tem sido 

muito significativo, principalmente nos países em desenvolvimento, devido ao difícil 

acesso da população aos medicamentos sintéticos. De acordo com a OMS, entre 60-

80% da população mundial utiliza a medicina tradicional ou a fitoterapia no 

tratamento de várias doenças (BAGATINI et al., 2007). 

Nos países em desenvolvimento, especialmente na Ásia, África, América 

Latina e Oriente Médio cerca de 70% a 95% da população, dependem da medicina 

tradicional para a atenção básica de saúde. Contudo, em alguns países desenvolvidos 

como Canadá, França, Alemanha e Itália o uso de medicamentos tradicionais é 

igualmente significativo, sendo utilizado pela população sob os títulos de 

“complementar”, “alternativos” ou “não convencionais” (ROBINSON; ZHANG, 

2011). 

O Brasil é um país privilegiado por possuir a maior biodiversidade do planeta, 

com mais de 55.000 espécies de plantas catalogadas, correspondendo a 20% da flora 

mundial, tornando-se um patrimônio genético de grande potencial para o 

desenvolvimento de novos medicamentos. Por outro lado, apenas uma pequena 

parcela, em torno de 8% dessa biodiversidade, foi estudada até o momento 

(GIULIETTI et al., 2005; FRANCISCO, 2010). 
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Os biomas brasileiros são muito diversificados e ricos, muitas plantas 

encontradas nesse ecossistema são usadas na medicina tradicional no tratamento de 

doenças tropicais, incluindo infecções bacterianas (FRANCISCO, 2010). Apesar do 

enorme potencial que o Brasil possui quanto a sua biodiversidade vegetal, como fonte 

de novos compostos para o desenvolvimento de fármacos, ainda existe uma grande 

dependência tecnológica de outros países. As investigações científicas são limitadas, e 

ainda não existem estudos experimentais que confirmem as possíveis propriedades 

antibióticas de um grande número de plantas, isso ocorre pela falta de investimentos 

das indústrias farmacêuticas brasileiras em pesquisa e desenvolvimento ou pela 

modesta política de incentivo à biotecnologia nacional (DRUMMOND et al., 2009).  

Considerando que as plantas são conhecidas como a principal fonte de drogas 

utilizadas na terapia, com comprovação de ações farmacológicas relevantes, faz-se 

necessário o reconhecimento e validação dessas informações e a procura por novas 

estratégias derivadas de produtos naturais para o controle de algumas doenças 

infecciosas incluindo as infecções respiratórias, com elevada prevalência no Nordeste 

brasileiro, particularmente no estado do Maranhão.  

 

 

2.8.1 Bixa orellana L. 

 

A espécie botânica Bixa orellana, pertence à família Bixaceae, ordem 

Malvales e é popularmente conhecida como urucum, urucuzeiro, anoto, colorau, 

falso-açafrão. Originária de florestas tropicais da América Sul, América Central e 

Ásia é uma planta ornamental, pela beleza e colorido de suas flores e frutos, possui 

um desenvolvimento rápido, podendo atingir entre três e seis metro de altura 

dependendo das condições ecológicas. As folhas são simples e glabras. Suas flores 

são levemente rosas e o fruto é uma cápsula deiscente ovoide, chamada de “cachopas” 

(Figura 4), cobertos por espinhos e comportam em seu interior uma média de 30 

sementes (LORENZI; MATOS, 2008).  
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Figura 4. Frutos e sementes de Bixa orellana: (A) Cachopas; (B) sementes. 

 

 

 

 

    

 

 

 

Fonte: Autora 

 

As sementes de B. orellana são revestidas externamente por pigmentos 

avermelhados, constituídos principalmente pelos carotenoides bixina e norbixina, 

amplamente empregados pelas indústrias alimentícias, farmacêuticas e têxteis (JAKO 

et al., 2002; KIOKIAS; GORDON, 2003). 

Além de corante natural na culinária, B. orellana é utilizada na medicina 

popular, principalmente para doenças coronarianas, afecções do estômago e intestino, 

afecções respiratórias, queimaduras, como cicatrizante, laxante e afrodisíaco 

(CASTELLO et al., 2002; GÓMEZ et al., 2012). Suas sementes possuem funções 

condimentares, estomáquicas, laxativas, cardiotônica, hipotensora e expectorantes, 

podendo agir também como anti-inflamatório. A infusão das folhas tem ação contra 

bronquites, faringite e inflamação dos olhos (LORENZI; MATOS, 2008).  

Alguns estudos têm demonstrado atividade antimicrobiana do extrato de B. 

orellana. No estudo de Irobi et al. (1996), utilizando extrato etanólico das folhas de B. 

orellana relataram atividade contra Bacillus subtilis e S. aureus. Silva et al. (2010) 

detectaram atividade antimicrobiana do extrato hidroalcoólico da raiz, caule e folha 

de B. orellana frente as cinco bactérias testadas: Bacillus cereus, Salmonella 

typhimurium, S. aureus, Proteus mirabilis e P. aeruginosa pelo método de difusão em 

ágar. Várias são as propriedades atribuídas a esta planta e que são exploradas pela 

medicina tradicional das quais já mencionado acima, por isso a importância de mais 

estudos para comprovar a sua viabilidade terapêutica. 

 

 

A B 



 

36 

 

2.8.2 Chenopodium ambrosioides L. 

 

Chenopodium ambrosioides é conhecida popularmente como erva de Santa 

Maria, mastruz, mastruço, erva-de-bicho, ambrosina, erva do formigueiro e 

quenopódio, pertence à família Amaranthaceae, subfamília Chenopodioideae e gênero 

Chenopodium. É uma planta nativa da América, originária, provavelmente do 

México, possui distribuição cosmopolita, sendo encontrada em regiões de climas 

tropical, subtropical e temperado (LORENZI; MATOS, 2008; MONZOTE et al., 

2009) e, no estado do Maranhão é considerada exótica, porém bastante cultivada 

devido aos seus efeitos terapêuticos. 

É uma planta perene ou anual, muito ramificada, de hábito herbáceo e 

aromática, possui folhas simples, alternadas, pecioladas e providas de pelos (Figura 

5). Exibe um caule, cuja altura pode variar desde 0,20 a 1,50 m, as flores são 

pequenas, verdes, dispostas em espigas axilares densas. Os frutos são muito pequenos 

e do tipo aquênio, esféricos, rico em óleo e muito numerosos, geralmente confundidos 

com sementes. Vale ressaltar que toda a planta tem um odor forte e característico 

(LORENZI; MATOS, 2008).  

A composição química de extratos e óleo essencial de C. ambrosioides tem 

sido alvo de muitos estudos. Investigações fitoquímicas sobre essa espécie revelaram 

grande variedade de compostos orgânicos, destacando: terpenos, esteroides, 

saponinas, flavonoides e alcaloides (KOKANOVA-NEDIALKOVA et al., 2009). 

Cavalli et al. (2004) analisaram o óleo essencial de C. ambrosioides de Madagascar, 

identificando as substâncias: ascaridol (41,8%), isoascaridol (18,1%) e p-cimeno 

(16,2%). Jardim et al. (2008) avaliaram o óleo essencial de C. ambrosioides do Brasil 

e identificaram Z-ascaridol (44,4%), E-ascaridol (30,2%) e p-cimeno (25,4%).       

Na medicina popular essa espécie vegetal é utilizada no tratamento de 

verminoses, giardíase e leishmaniose (COUTINHO et al., 2002; BEZERRA et al., 

2006; NEIVA et al., 2011; MONZOTE et al., 2014). Estudo realizado por Mello et al. 

(2006) demonstraram que o extrato aquoso de C. ambrosioides possui ação 

nematicida in vitro quando estocado por 24 horas nas concentrações de 2 e 20%, 

sobre Pratylenchus brachyurus, sendo uma opção para seu controle.  No estudo de 

Reis et al. (2010), o extrato hexânico de C. ambrosioides mostrou atividade anti-
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helmíntica in vitro e adicionalmente reduziu a reação inflamatória produzida pela 

infestação de larvas de Toxocara canis in vivo. 

 

 

Figura 5. Folhas de Chenopodium ambrosioides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Fonte: Autora 

 

Com relação a atividade antimicrobiana, Shah et al. (2014) testando o extrato 

metanólico da raiz de C. ambrosioides contra E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, 

Bacillus subtilis e Staphylococccus epidermidis, encontraram atividade para todos os 

microrganismos testados. Enquanto Brito et al. (2007) não encontraram atividade 

antimicrobiana para o extrato aquoso das folhas de C. ambrosioides contra E. coli e S. 

aureus pelo método de difusão em ágar. 

Os testes in vitro para avaliar a susceptibilidade antimicrobiana são 

fundamentais para uma adequada antibioticoterapia, pois contribuem para escolha de 

uma melhor alternativa de tratamento, reduzindo a possibilidade de falha terapêutica. 

Diante disto e, adicionalmente, sabendo que essa espécie vegetal está incluída na 

Relação Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao SUS (RENISUS), 

implementado pelo governo brasileiro como possibilidade de serem usadas como 

fitoterápicos e medicamentos, ressalta-se a importância desse estudo, uma vez que 

realiza uma avaliação da atividade antimicrobiana dessa espécie contra as principais 

bactérias associadas a infecções respiratórias. 
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2.8.3 Mentha piperita L. 

 

As plantas do gênero Mentha, conhecidas popularmente no Brasil como 

hortelã ou menta, compreendem cerca de 30 espécies pertencentes à família 

Lamiaceae. Essas plantas são originárias da região Mediterrânea e parte da Ásia, 

sendo atualmente distribuída por todo o mundo. Foram trazidas para o Brasil no 

período da colonização (DORMAN et al., 2003; WATANABE et al., 2006; 

LORENZI; MATOS, 2008). 

As espécies desse gênero apresentam grande complexidade botânica, são 

plantas herbáceas e perenes, de crescimento rápido e fácil, com caules violáceos e 

ramificados, folhas opostas, serreadas, pecioladas e cor variando entre verde-claro e 

verde-escuro, flores lilases ou azuladas dispostas em espigas terminais e fruto tipo 

aquênio (Figura 6) (WATANABE et al., 2006). 

 

 

Figura 6. Folhas de Mentha piperita 

 

 

 

                                                                                                                        

 

 

 

 

 

 

                              Fonte: autora 

 

A composição do óleo essencial de M. piperita pode variar em função de 

diferentes fatores abióticos e, geralmente são encontradas uma variedade de 

substâncias, entre elas: pineno, mirceno, cimeno, sabineno, limoneno, 1, 8-cineol 

(eucaliptol), mentona, mentofurano, isomentona, mentil acetato, neomentol, mentol, 
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ocimeno, terpineno, terpinoleno, fenchona, linalool, terpineol, aldeído cumímico, 

pulegone, trans-piperitol, neral, carvone, geranial, timol, carvacrol, eugenol, 

ocimenona, 6-OH-carvotonacetona, piperitenona, oxido de piperitenone, geranil 

acetato, cariofileno, calameneno, globelol, espatulenol, eudesmol, cubenol, e outros 

(DIMANDJA et al., 2000; SARTORATTO et al., 2004). 

Essas plantas são usadas para fins medicinais desde a Antiguidade, como 

analgésico, estomacal, estimulante das funções cardíacas, gastrite, cólicas e gases 

(GRISI et al., 2006), possuem propriedade broncodilatadora, anti-helmíntica 

(LORENZI; MATOS, 2008; AHMAD et al., 2013), atividade antimicrobiana 

(İŞCAN, et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004), anti-inflamatória e antioxidante 

(SUN et al., 2014), sendo seus efeitos medicinais associados à presença de óleos 

essenciais, o que gera interesse econômico pela exploração comercial de seu óleo 

essencial,  devido principalmente à presença de compostos terpênicos como o mentol, 

mentona e o limoneno (LORENZI; MATOS, 2008).  

Estudos tem demonstrado a eficácia do extrato etanólico de M. piperita contra 

Candida albicans (IŞCAN et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004). Vidal et al. 

(2007) demonstraram atividade antigiardia, in vitro e in vivo, de extrato e frações de 

M. piperita. O óleo essencial extraído das folhas de M. piperita é muito utilizado para 

produtos farmacêuticos, perfumes, e para alimentos (MCKAY; BLUMBERG, 2006), 

sendo uma das ervas mais utilizadas popularmente para chás. 

 

2.8.4 Psidium guajava L 

 

A goiabeira (Psidium guajava) pertence à família Myrtaceae e, é considerada 

nativa da América Tropical. Encontra-se distribuída nas regiões tropicais e 

subtropicais do globo, principalmente na América e Austrália (LORENZI; MATOS, 

2008; BISWAS et al., 2013). O Brasil é um dos maiores produtores de goiaba do 

mundo, juntamente com Índia, México, Egito e Venezuela. No Brasil sua produção 

concentra-se principalmente nas regiões Sudeste e Nordeste (MANTOVANI et al., 

2004).  

A espécie P. guajava, é um arbusto de pequeno porte, que atinge menos de 10 

m de altura, apresenta caule tortuoso, recoberto por casca fina muito aderente e seus 

http://pubs.acs.org/author/%C4%B0%C5%9Fcan%2C+G%C3%B6kalp
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ramos direcionam-se paralelamente ou perpendicularmente ao solo. As folhas são 

opostas, pecioladas, glabras, aromáticas e de textura coriácea e o fruto é globoso ou 

piriforme, amarelado, de 3 a 6 cm de diâmetro (Figura 7) (LORENZI; MATOS, 

2008).  

 

Figura 7. Folhas e fruto de Psidium guajava. 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

                                                                 

 

           Fonte: Autora 

 

Estudos demonstram que as folhas de P. guajava são constituídas de óleo 

essencial rico em cineol, taninos, triterpenóides, flavonóides, resina, ácido málico, 

clorofila, sais minerais e uma série de outras substâncias fixas que podem apresentar 

componentes bioativos (NCUBE et al., 2008; BISWAS et al., 2013). Alguns estudos 

relatam que além do óleo essencial, as folhas de P. guajava apresentam compostos 

como aminoácidos, triterpenóides (ácido oleânico, ácido ursólico, ácido catecólico, 

ácido maslínico, ácido elágico), esteróides, compostos fenólicos, saponinas, 

carotenóides, ácidos voláteis, ácidos graxos, cumarinas, taninos, flavonoides, 1,8-

cineole β-sitosterol e lectinas (GONÇALVES et al., 2008; KHADHRI, et al., 2014).  

Esta espécie é reconhecida popularmente como de uso medicinal, sendo 

utilizada contra cólicas e diarreias, prática herdada originariamente da medicina 

asteca no México (LOZOYA et al., 2002). Extratos e metabólitos desta planta, 

particularmente os obtidos de folhas e frutos possuem atividades biológicas 

relevantes, tais como antimicrobiana (HOLETZ et al., 2002; RIBEIRO et al., 2009; 
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CHOUDHURY et al., 2012), antioxidante (GUTIÉRREZ et al., 2008), ação diurética 

(ALMEIDA et al., 1995), no tratamento de diabetes mellitus (GUTIÉRREZ et al., 

2008), dentre outras.  

Com base no exposto, esta espécie vegetal foi selecionada para o presente 

estudo, devido suas importantes atividades biológicas e farmacológicas, além de estar 

incluída na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), 

um programa do governo brasileiro implementado no ano de 2008, cuja a finalidade é 

orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboração da relação de 

fitoterápicos disponíveis para uso da população, com segurança e eficácia para o 

tratamento de determinada doença. Portanto, este estudo pretende confirmar a 

potencialidade desta planta como uso medicinal, justificando a importância da 

investigação da sua viabilidade tecnológica. 

 
 

 
2.9 Citotoxicidade in vitro  

 
A realização da avalição citotóxica é muito importante na pesquisa de 

substâncias com atividade antimicrobiana e anti-inflamatória. Testes in vitro são úteis 

e necessários para definir a citotoxicidade basal, isto é, a habilidade intrínseca de um 

composto causar morte celular como consequência de danos às funções básicas 

celulares (EISENBRAND et al., 2002).  

Os efeitos tóxicos nem sempre resultam imediatamente em morte celular, 

sendo que as células podem apenas sofrer alterações metabólicas ou alterações no 

ciclo celular sem nenhuma diminuição da viabilidade celular aparente. Muitos 

métodos de análise podem ser usados para medir o nível de citotoxicidade celular.  

Um dos procedimentos largamente utilizados é o ensaio de redução do MTT (brometo 

de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio). O MTT é um corante amarelo, que 

é reduzido pela célula que mantêm a integridade mitocondrial para um composto azul 

(formazan), insolúvel em solução aquosa. Somente células viáveis reduzem MTT para 

formazan e, portanto, a quantidade de formazan produzido é proporcional ao número 

de células viáveis presentes. Esta análise tem sido usada com sucesso para verificar a 

capacidade de redução mitocondrial e viabilidade (KIM et al., 2009).  
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Outro corante também utilizado é o Alamar Blue, conhecido como resazurina, 

é um indicador colorimétrico de óxido-redução, o qual em presença de células em 

proliferação reduz-se. Quando apresenta-se na sua forma oxidada sua coloração é azul 

(não fluorescente/célula não é viável) e quando na forma reduzida sua coloração é 

rósea (célula viável/fluorescente) assim, sua redução indica proliferação celular que é 

indício de que as células estão consumindo oxigênio para seu metabolismo. Trata-se 

de um teste eficiente, simples, sensível, rápido, seguro, não tóxico para as células e 

não necessita provocar morte celular para a obtenção dos resultados. Pode ser 

utilizado para avaliação da citotoxicidade, determinação da função mitocondrial e 

proliferação e viabilidade celular (O’BRIEN et al., 2000).  
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3. OBJETIVOS 

 
 
3. 1 Geral 

 

Realizar a bioprospecção de espécies vegetais nativas e exóticas do estado do 

Maranhão com potencial antibacteriano e anti-inflamatório para as principais 

bactérias associadas a infecções do trato respiratório. 

 
3. 2 Específicos 
 
 Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcoólicos de Bixa 

orellana, Chenopodium ambrosioides, Mentha piperita e Psidium guajava 

sobre as principais bactérias envolvidas em infecções respiratórias;  

 Analisar a ação dos extratos brutos hidroalcoólicos em modelos de biofilmes 

bacterianos; 

 Realizar a triagem fitoquímica das principais classes de metabólitos 

secundários presentes nos extratos hidroalcoólicos; 

 Identificar os constituintes químicos dos extratos hidroalcoólicos mais ativos 

por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE); 

 Verificar a citotoxicidade in vitro dos extratos hidroalcooólicos em 

macrófagos peritoneais de camundongos suíços; 

 Avaliar a atividade anti-inflamatória dos extratos hidroalcoólicos mais 

promissores em macrófagos peritoneais de camundongos suíços estimulados 

por lipopolissacarídeo (LPS). 
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4. JUSTIFICATIVA 

 
Nos últimos anos, a crescente resistência dos patógenos aos antimicrobianos e 

o aumento da população de pacientes imunocomprometidos tem estimulado a busca 

de compostos terapêuticos alternativos, principalmente a partir da bioprospecção de 

diversas espécies vegetais. 

A resistência aos antimicrobianos é um problema grave e requer não somente 

o desenvolvimento de novas abordagens para o tratamento de infecções bacterianas, 

mas também a pesquisa para o desenvolvimento de novas substâncias 

antimicrobianas, possibilitando a identificação de novos alvos terapêuticos e, mais 

tarde, para o desenvolvimento de drogas mais seletivas e eficazes contra várias 

doenças, inclusive as infecções do trato respiratório. 

O Brasil é um dos países detentores da maior diversidade vegetal do mundo, 

no entanto, ainda é carente de pesquisas, principalmente sobre conhecimento botânico 

e uso sustentável. Tal situação tende a perpetuar a dependência externa do país, onde 

cerca de 80% dos fármacos são importados, com 75% da produção brasileira de 

fármacos estando nas mãos de empresas multinacionais (BRASIL, 2013). 

Tendo em vista que as plantas de uso medicinal produzem uma variedade de 

substâncias com propriedades antimicrobianas e anti-inflamatória, espera-se que 

novas investigações científicas possam revelar compostos para o desenvolvimento de 

novos fármacos, que tenham menos efeito adverso e que tais compostos atinjam nas 

células bacterianas, alvos diferentes daqueles utilizados pelos antibióticos conhecidos 

e sejam ativos contra patógenos resistentes.  

Diante do exposto, justifica-se a importância da realização de estudos que 

buscam novas abordagens terapêuticas a partir do enorme potencial vegetal do nosso 

país, em especial da região Amazônica, impulsionando a estruturação de cadeias 

produtivas e a expansão de centros de pesquisas biotecnológica direcionados para 

atividade de bioprospecção. 
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Screening of plant extracts from the Northeastern Brazil for antimicrobial 

activity against bacterial pathogens of the respiratory tract 

Abstract 

Objective: To evaluate the antimicrobial activity of crude extracts obtained from four 

selected medicinal plants traditionally used to treat respiratory tract infections in 

Northeastern Brazil, against selected bacterial pathogens commonly associated with 

these infections. Methods: The antimicrobial activity of the hydroalcoholic extracts 

obtained from Bixa orellana L. (seeds), Chenopodium ambrosioides L. (leaves), 

Mentha piperita L. (leaves), and Psidium guajava L. (leaves) was studied in vitro 

using the agar diffusion method followed by determination of minimum inhibitory 

concentrations (MICs) and minimum bactericidal concentrations (MBCs). Bacterial 

biofilm formation was also evaluated. Results: All extracts exhibited antimicrobial 

activity against one or more microorganisms. The lowest inhibitory concentrations 

were detected for P. guajava (0.5 mg/ml) extract when tested against S. aureus and P. 

aeruginosa. Of the four extracts tested, only the extracts obtained from B. orellana 

and P. guajava exhibited activity against biofilm-producing P. aeruginosa and S. 

aureus. Conclusions: Overall, this study demonstrates a broad potential antibacterial 

activity for B. orellana, M. piperita, and P. guajava hydroalcoholic extracts against 

clinically significant pathogens associated with respiratory tract infections. These 

results support the traditional use of these plants in the treatment of bacterial 

respiratory infections. 

 

Keywords: Respiratory bacterial pathogens, plant extracts, antimicrobial activity, 

Agar diffusion; Minimum inhibitory concentration.  
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1. Background 

Respiratory diseases are associated to high morbidity and mortality rates 

worldwide, especially in developing countries [1]. These diseases may be caused by 

various pathogens, with viruses being the most prevalent, either as a primary or as a 

predisposing pathogen to secondary bacterial infections [2]. However, bacterial 

infections of the respiratory tract represent the leading cause of mortality, with 

pneumonia alone being responsible for about two million deaths in children under 

five years old worldwide [3]. Of importance, 70% of these cases occur in developing 

countries [4]. The main bacteria involved in respiratory tract infections are Klebsiella 

pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus and Haemophilus 

influenzae [5, 6].  

Clinical presentation and severity of pneumonia is quite varied, depending on 

the identification of the etiologic agent, and age and immunological condition of the 

patient. Early treatment is essential for disease control strategy. If associated with 

bacteria, pneumonia is usually treated with antibiotics; however, antibiotic misuse has 

promoted the development of bacterial resistance [7].  

The investigation of drugs derived from natural sources has played a 

significant role in the development of alternative strategies to treat and prevent human 

diseases. In this context, Brazil is a privileged country as it has a great biodiversity 

and thus, a genetic heritage of great potential for the development of new drugs. On 

the other hand, only 10% of the plant species grown in Brazil have been studied in 

regards of chemical content and their biological activities [8, 9].  

Many plants found in biomes from the Northeastern region of Brazil are 

popularly used in the treatment of respiratory infectious diseases, including Bixa 
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orellana L., Chenopodium ambrosioides L., Mentha piperita L., and Psidium guajava 

L. [10-12]. To the best of our knowledge, there are no reports on the in vitro 

antimicrobial activity of extracts obtained from these plant species against major 

bacterial respiratory pathogens in the literature. 

B. orellana belongs to the family Bixaceae and is native in the tropical regions 

of the Americas. It is popularly known as achiote and is the source of annatto, an 

orange condiment prepared by grinding the seeds to form a powder [13]. The leaves, 

roots, and seed extracts from B. orellana are used as aphrodisiacs and to treat several 

inflammatory conditions, sore throat, bronchitis, fever, and parasitic diseases [13-15]. 

C. ambrosioides belongs to the family Amaranthaceae and is popularly known 

as American wormseed and goosefoot. This plant has been used to treat respiratory, 

diuretic, and antihelmintic problems [10, 12, 14, 16] and exhibits anti-tumoral [17] 

and leishmanicidal activities [18]. Methanol extracts from its leaves have anti-

inflammatory properties [19].  

M. piperita belongs to the family Laminaceae and is popularly known as 

peppermint [20]. It is native to Europe, but it has been cultivated in many parts of the 

world. This plant has been used as an analgesic and a cardiac function stimulant since 

antiquity. It exhibits bronchodilator, antihelmintic, antimicrobial, anti-inflammatory, 

and spasmolytic activities [21], as well as antioxidant, antitumor and antiviral 

properties [22]. It has also been used for treating bronchitis, bellyache, cough, 

anorexia, and ulcerative colitis (Di Stasi et al., 2002). Also, plant extracts from 

Mentha species have exhibited larvicidal effects against species of Culex and Aedes 

[23, 24]. 

P. guajava belongs to the family Myrtaceae and is popularly known as guava. 

It is found in tropical and subtropical regions worldwide, including Latin America, 
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Europe, Asia, and Africa [23, 24]. Several biological properties have been described 

for this species including antimicrobial activity against gastrointestinal pathogens [25, 

26], in addition to spasmolytic [27] and antioxidant actions [28]. In Northeastern 

Brazil, the fruit and leaves of this plant are used to treat diarrhea, digestive problems, 

headache inflammation, and sore throat [12]. 

Thus, this study aimed to investigate whether these four plant species present 

with antimicrobial properties against pathogens commonly associated with respiratory 

infectious diseases and therefore, could be used as alternative and/or as adjuvant in 

their treatment. 

 

2. Methods 

2.1. Plant material collection. The leaves of Chenopodium ambrosioides, Mentha 

piperita, and Psidium guajava and the seeds of Bixa orellana were all collected in the 

state of Maranhão, Northeastern region of Brazil, in 2013. C. ambrosioides and M. 

piperita were collected in September from the municipality of Santa Luzia, bearing 

coordinates with latitude and longitude 3°58' 10'' S and 45°39'48.83'' W. B. orellana 

were collected in April from the Herbarium "Professora Dra. Berta Lange de 

Morretes", which is located at the Federal University of Maranhão – UFMA, in the 

municipality of São Luís (2°33'15'' S and 44°18'19'' W). P. guajava was collected in 

August also in the municipality of São Luís. All plants were identified at the 

Herbarium Ático Seabra of UFMA and their specimens were deposited under the 

voucher numbers 00998, 01275, 00815, and 00528, respectively. The scientific names 

and the distribution of the species were checked at www.theplantlist.org.  

 

http://www.theplantlist.org/
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2.2. Preparation of crude extracts. To obtain the extracts, the plant material was 

initially dried in an oven with forced circulation of air at an average temperature of 

45°C, and grounded in an electric mill, followed by the extraction of the active 

ingredients. For extraction, samples were macerated using ethyl alcohol 70% (v/v) as 

a liquid extractor at a 1:10 ratio (m/v). This mixture was maintained in a capped glass 

flask at room temperature protected from light and was manually stirred daily for ten 

days. After this period, the resulting solutions were filtered using a vacuum pump, 

and concentrated in a rotary evaporator under low pressure [29].   

2.3. Bacterial strains. The following reference bacteria were used to evaluate the 

antimicrobial activities of the four plant species: Acinetobacter baumannii (ATCC 

19606), Bordetella pertussis (ISP 18323), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 

Streptococcus pneumoniae (ATCC 6303) and Streptococcus pyogenes (ATCC 

19615). Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 and Staphylococcus aureus ATCC 

6538 were used to test antimicrobial activity of plant extracts on biofilm formation. 

All bacterial strains were acquired from the Fundação Instituto Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil). Bacteria were grown in BHI agar (Brain Heart 

Infusion) for 24 hours at 37ºC. Cultures were diluted in phosphate-buffered saline 

(PBS) solution (pH 7.2) to generate suspensions of approximately 1.5 x 108 colony-

forming units [CFU]/mL, which corresponded to the tube No. 0.5 on the McFarland 

scale [30]. All culture media were from Difco-BBL and chemicals were from Sigma-

Aldrich, except as otherwise indicated. 

2.4. Antimicrobial susceptibility assay by the agar diffusion test – well method. An 

agar diffusion test was performed as previously described [30], with some 
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modifications. Initially, wells of approximately 6 mm wide were made in Petri dishes 

containing blood agar (Columbia agar with 5% sheep blood; for Streptococcus), 

Bordet-Gengou agar (for B. pertussis) or Mueller-Hinton agar (for all the other 

bacteria). The bacterial inoculum was then evenly spread on the agar using a swab. 

Aliquots of 50 μL of the extracts (16 mg/mL) were added in to the wells, and the Petri 

dishes were incubated at 35ºC for 24 hours under specific conditions for each 

microorganism. After the incubation period, the diameters of the inhibition zones 

surrounding the wells were measured. Ciprofloxacin (5 µg) disks (Laborclin, Pinhais, 

PR, Brazil) were used as positive controls and 1% dimethylsulfoxide (DMSO; 

vehicle) was used as negative control. The assay was performed in triplicate. 

2.5. Minimum inhibitory (MIC) and minimum bactericidal (MBC) concentration 

determinations. MIC was determined using the broth microdilution method [30]. 

Stock solutions of the hydroalcoholic extracts (320 mg/mL) of B. orellana (HAEB), 

C. ambrosioides (HAEC), M. piperita (HAEM), and P. guajava (HAEP) were 

prepared in PBS containing 1% DMSO. Then, twofold serial dilutions of the extracts 

were prepared with Mueller-Hinton broth in 96-well microplates. The extract 

concentrations ranged from 0.03 to 64 mg/mL. Vehicle-treated wells were used as 

negative controls. Additionally, 1 μL of a standardized bacterial inoculum (105 CFU) 

was used to inoculate each microplate well. Ciprofloxacin (1000 to 0.4 µg/mL) was 

used as positive control. The plates were incubated at 35°C for 24 hours under aerobic 

conditions. A 5% CO2 atmosphere was used for Streptococcus pneumoniae and 

Streptococcus pyogenes. Bordetella pertussis was kept in a humid chamber. After the 

incubation period, 30 μL of 0.03% (p/v) sodium resazurin was added to the wells. The 

microplate was incubated again for 30 minutes so that changes in color could be 
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visualized. MIC was defined as the lowest concentration able to inhibit bacterial 

growth, i.e., the concentration at which no change in color from blue to pink was 

observed. Resazurin is a colorimetric redox indicator; blue indicates an absence of 

bacterial growth, and pink indicates the presence of bacterial growth [31]. All tests 

were performed in triplicate. 

MBC was evaluated soon after determining the MIC. To determine MBC, 100 

µL of culture medium were removed from each well with no visible growth and 

transferred to blood agar dishes (for Streptococcus), Bordet-Gengou agar (for 

Bordetella pertussis) or Mueller-Hinton agar (for all the other bacteria). Culture plates 

were incubated at 35ºC for 24 hours under specific conditions for each 

microorganism. MBC was the lowest concentration that either totally prevented 

growth or resulted in a 99.9% decrease in the initial inoculum (i.e., a 3-log10 

reduction in CFU/mL) on subculture. Bacteriostatic action was defined as a ratio of 

MBC to MIC of > 4. Otherwise, a lower MBC to MIC ratio was defined as 

bactericidal action [32]. The tests were performed in triplicate. 

2.6. Effects on bacterial biofilm formation. The effects of different concentrations of 

the tested hydroalcoholic extracts on P. aeruginosa (ATCC 9027)- and (S. aureus 

ATCC 6538)-induced biofilm formation were tested on polystyrene flat-bottomed 

microtiter plates as previously described [33, 34]. Bacterial strains were cultured on 

Mueller-Hinton agar at 35ºC for 24 hours and suspensions were then adjusted to 108 

CFU/mL. Aliquots of 20 µL/well of bacterial suspensions were seeded in 180 µL/well 

of tryptic soy broth (TSB) supplemented with 1% glucose, and then incubated at 35ºC 

for 24 hours. Following incubation,for removal of non-adherent bacteria, the medium 

was removed and the wells were washed with PBS (2 x). Aliquots of 200 L of 

Mueller-Hinton broth with different extract concentrations (4.0-64 mg/mL) were 
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added to each well and incubated at 35ºC for 24 hours containing S. aureus and P. 

aeruginosa biofilms. After incubation, each well was washed twice with PBS and 

then stained with 0.5% crystal violet for 15 min. The stain was eluted with 150 L of 

95% ethanol per well at room temperature for at least 30 min without shaking. Optical 

density was measured at 570 nm using a microtiter-plate reader (Multiskan – 

Labsystems). Mean OD values and standard deviations (SDs) were calculated for both 

strains and controls and taken as indicative of biofilm formation. 

For comparison, bacteria strains were incubated with either vehicle (1% 

DMSO in TSB; negative control) or ciprofloxacin (0.8-100 g/mL; positive control). 

2.7. Phytochemical screening. A phytochemical analysis was performed in order to 

investigate the presence of different classes of secondary metabolites in each extract, 

including alkaloids, flavonoids, phenols, saponins, tannins, steroids and triterpenes 

[35].  

2.8. Statistical analysis. The results are presented as the mean ± standard deviation 

(SD) of three experiments performed in triplicate. The percentage of inhibition is 

reported as the mean + SD for each individual experiment. Statistical comparison was 

performed by one-way analysis of variance followed by the Newman-Keuls test using 

GraphPad Prism 5.0. P<0.05 was considered significant. 

 

3. Results 

3.1. Susceptibility assays in planktonic culture. Results from the agar diffusion 

method showed that the diameters of the zones of inhibition ranged from 8 to 16 mm, 

and that the largest diameters were observed for HAEB (16 mm), HAEC (14 mm), 

and HAEP (14mm) when tested against S. pyogenes, K. pneumoniae, B. pertussis, and 
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P. aeruginosa, respectively. The smallest diameters were observed for the HAEM 

when tested against B. pertussis and S. pyogenes (Table 1). 

Susceptibility assay by the microdilution method demonstrated that HAEB, 

HAEM, and HAEP were the most effective in inhibiting growth irrespective of the 

bacteria. It was found that the most susceptible bacteria were S. aureus (Gram-

positive), K. pneumoniae and P. aeruginosa (Gram-negative). On the other hand, the 

highest MICs (64 mg/ml) were registered for the HAEC, and HAEM when tested 

against S. aureus and B. pertussis, respectively. Additionally, HAEP presented with 

the lowest MBC (1 mg/ml) when tested against P. aeruginosa and S. aureus (Table 

2). 

3.2. Reduction of biofilm formation. To investigate the antimicrobial effects of the 

hydroalcoholic extracts against the biofilm-producing strains, P. aeruginosa ATCC 

9027 and S. aureus ATCC 6538, MIC values were determined. Only HAEB and 

HAEP exhibited inhibitory activities with MIC values of 8 mg/mL. HAEB (4-64 

mg/ml) was able to significantly reduce the formation of biofilm by both strains. 

Inhibition was maximal at the concentrations of 64 mg/ml for P. aeruginosa (95% 

inhibition) and S. aureus (93% inhibition), respectively (Figure 1A). Lower, but still 

significant effects were observed for HAEP which reduced biofilm formation by P. 

aeruginosa in all tested concentrations with maximal inhibition reached at 64 mg/ml 

(35% ) (Figure 1B). On the other hand, HAEP presented with inhibitory effects on S. 

aureus biofilm at concentrations ranging from 16-64 mg/ml. The maximal inhibition 

observed for this extract on S. aureus biofilm was of 31% (Figure 1B).  

3.3. Phytochemical analysis. The phytochemical analysis revealed the presence of 

flavonoids and phenol in all the studied extracts, and detected the presence of 

triterpenes in the HAEB and saponins in the HAEM and HAEP (Table 3). 
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4. Discussion 

The present study demonstrated the antimicrobial properties of hydroalcoholic 

extracts of the B. orellana (HAEB), C. ambrosioides (HAEC), M. piperita (HAEM), 

and P. guajava (HAEP) popularly used in the treatment of respiratory infections in 

our country. Previous studies have shown that extracts and essential oils obtained 

from other plants present antimicrobial activities against respiratory pathogens such 

as K. pneumoniae, S. aureus, Moraxella catarrhalis and Mycobacterium smegmatis 

[36, 37]. Herein, we present novel and important evidence on the antimicrobial 

properties of HAEB, HAEC, HAEM, and HAEP.  

 Amongst the tested pathogens, B. pertussis and S. pyogenes have been 

associated with infections in the upper respiratory tract. The other microorganisms 

normally infect the lower respiratory tract and are usually considered opportunistic 

agents, including A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, and 

Streptococcus pneumoniae. In addition, they can also affect other anatomical sites 

with varying severity [5].  

 Each extract showed activity for at least three of the seven bacterial strains 

tested. However, the extracts were more effective against K. pneumoniae, P. 

aeruginosa and S. aureus when tested in the broth microdilution method. This 

discrepancy of results may be due to difficulties in diffusion of some compounds of 

plant extracts into the solid agar culture medium. Low diffusion or even no diffusion 

of natural products into solid medium might be related to low hydrosolubility and/or 

high molecular mass of some compounds [30, 38]. 
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B. orellana is widely known worldwide for its dying properties, especially in 

the food industry where it has been marketed as a natural dye. It is widely used as a 

flavoring, and it can be additionally used for the treatment of burns, sore throat, and 

headache, among others. In our study, the HAEB was able to inhibit the growth of all 

tested microorganisms, including Gram-positive and Gram-negative bacteria. A 

similar effect was previously described for B. orellana. Indeed, alcoholic extract of B. 

orelana seeds has shown a broad spectrum of antimicrobial activity, inhibiting growth 

of both Gram-positive and Gram-negative bacteria, in addition to fungi [39]. 

HAEB presented with phenols, flavonoids and triterpenes, corroborating the 

literature data showing that the bioactive compounds derived from the secondary 

metabolism of this plant are phenolic (flavonoids, phenolic acids, tannins) and 

carotenoids (beta-carotene, lycopene, lutein, bixin) compounds [40]. 

HAEM also showed antibacterial activity for all strains studied. Some studies 

have previously reported that M. piperita leaf extract possesses antimicrobial activity 

against S. aureus, S. pyogenes, E. coli, K. pneumoniae, Proteus vulgaris, and Bacillus 

subtilis [41, 42]. However, in most studies with M. piperita, its antimicrobial activity 

has been associated with its essential oils, suggesting that the major compounds, 

menthol and menthone, are responsible for this activity [43, 44]. Although essential 

oils are the major constituents of the leaves of M. piperita, other compounds such as 

polyphenols, rosmarinic acid, caffeic acid and apigenin have also been reported [45]. 

Here, we performed a phytochemical analysis of M. piperita leaf extract. Our results 

show that this extract presents phenols, flavonoids, and saponins. These differences in 

chemical composition may be due to different factors such as geography, seasonality, 

physiological age of the plant, and the method for obtaining the extracts [46]. 

Consequently, they may also reflect in different antibacterial activities of M. piperita 
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extracts. However, we suggest that the detected metabolites (phenols, flavonoids and 

saponins) are the responsible for the antibacterial activity of this plant, in our study. 

HAEC was the least effective of the plant extracts studied, since it only 

inhibited three of the evaluated bacteria. This may be related to striking differences in 

bacterial surface composition that is interfering with compound transport into the 

bacteria, lack of a target in the bacterial cell or even decreased amount of certain 

inhibitory compounds in the plant extract. However, this plant species has shown 

other biological activities such as antihelminthic [47], leishmanicidal [18] and anti-

inflammatory activities [19]. 

The HAEP was effective against all bacteria studied, with the smallest 

inhibitory concentrations (0.5 mg /ml for P. aeruginosa and S. aureus) when 

compared to other extracts. The antimicrobial activity of P. guajava leaf extracts has 

been reported for some enteric [26] and cariogenic pathogens [48]. In the 

phytochemical screening, phenols, steroids and saponins were detected. Some studies 

have shown that obtained from leaves and fruit extracts of this plant have other 

important biological activities such as antioxidant [49], diuretic [50], among others. 

Interestingly, all extracts presented with phenolic compounds and/or 

flavonoids. It is possible thus, that the antimicrobial activity of the tested extracts is 

associated with these constituents. In fact, both phenolic compounds and flavonoids 

may display relative toxicity to microorganisms by inhibiting enzyme systems 

interfering with synthesis routes that are essential for bacterial survival [51] as well as 

may disrupt bacterial membranes [52, 53].  

In addition to the observed antimicrobial activity on the bacterial strains in 

planktonic culture, two extracts (HAEB and HAEP) were able to reduce biofilm 

formation by both P. aeruginosa and S. aureus. It has been suggested that some 
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infections are associated with biofilm formation, including pulmonary infections 

caused by P. aeruginosa in patients with cystic fibrosis, which can result in 

therapeutic failure [54]. Indeed, bacteria in biofilms are more resistant to 

antimicrobial treatment than in planktonic culture [55]. The implication of our 

findings is that disruption of biofilm formation by may have a significant impact in 

infection dynamics. 

Overall, HAEB, HAEM, and HAEP displayed bactericidal effects against all 

tested pathogens cultured in the planktonic state. Whilst HAEC was active only 

against K. pneumoniae, P aeruginosa and S. aureus. It is important to highlight the 

importance of our findings regarding B. pertussis and S. pneumoniae. These 

pathogens have been associated with diseases of severe outcome. B. pertussis causes 

whooping cough, a reportable disease of worldwide distribution, highly transmissible 

and contagious, characterized by paroxysms [56]. Also, S. pneumoniae is one of the 

most important bacterial pathogens in the respiratory tract, being associated with otitis 

media, pneumonia, meningitis and sepsis, with high morbidity and mortality rates, 

particularly in children under five years of age and older [57]. To our knowledge, we 

present the first evidence on the antimicrobial activity of B. orellana, M. piperita, and 

P. guajava extracts against B. pertussis and S. pneumoniae.  

 

5. Conclusions 

Overall, our data demonstrated a broad potential bactericidal activity specially for B. 

orellana, M. piperita, and P. guajava hydroalcoholic extracts, against clinically 

relevant pathogens associated with respiratory tract infections.  
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Table 1: Bacterial inhibition zones formed upon exposure to hydroalcoholic extracts from 

B. orellana (HAEB), C. ambrosioides (HAEC), M. piperita (HAEM), and P. guajava 

(HAEP) at concentrations of 16 mg/ml. 

 

Bacteria 
Zone of inhibition* (mm) 

HAEB HAEC HAEM HAEP Ciprofloxacin disk (5 g) 

A. baumannii 10 ± 1,5 - 10 ± 1,4 13 ± 1,4 26 ± 1 

B. pertussis 9 ± 1 - 8 ± 0,6 14 ± 0,7 23 ± 0,6 

K. pneumoniae 9 ± 0,6 14 ± 0,6 - 13 ± 0,6 36 ± 1 

P. aeruginosa 13 ± 1 - - 14 ± 1 35 ± 0,6 

S. aureus 11 ± 0,6 - 12 ± 1,1 11 ± 0,6 39 ± 1 

S. pneumoniae - - - - 25 ± 0,6 

S. pyogenes 16 ± 0,7 - 8 ± 0,6 12 ± 0,7 21 ± 0,6 

*Values are mean ± SD of three parallel measurements; (-) no zone of inhibition.  
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Table 2: Minimum inhibitory and bactericidal concentration values (mg/ml) of the plant extracts against respiratory tract bacterial pathogens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

* hydroalcoholic extracts from B. orellana (HAEB), C. ambrosioides (HAEC), M. piperita (HAEM), and P. guajava (HAEP) 
** Ab: A. baumannii; Bp: B. pertussis; Kp: K. pneumoniae; Pa: P. aeruginosa; Sa: S. aureus; Sp: S. pneumoniae; Spy: S. pyogenes 

 

Extracts* Bacterial species** 

Ab  Bp  Kp  Pa  Sa  Sp  Spy 

MIC MBC  MIC MBC  MIC MBC  MIC MBC  MIC MBC  MIC MBC  MIC MBC 

HAEB 16 16  16 32  8 16  8 8  8 16  4 8  2 8 

HAEC - -  - -  2 2  16 16  64 64  - -  - - 

HAEM 16 16  64 64  2 4  16 16  4 4  32 32  16 32 

HAEP 2 4  1 1  4 8  0,5 1  0,5 1  32 32  2 8 
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Table 3: Phytochemical composition of hydroalcoholic extracts from B. orellana 
(HAEB), C. ambrosioides (HAEC), M. piperita (HAEM), and P. guajava (HAEP). 

   Note: (+) presence; (-) absence 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Phytochemicals Extracts 

HAEB HAEC HAEM HAEP 

Alkaloids - - - - 

Steroids - + - + 

Phenols + + + + 

Flavonoids + + + - 

Saponins - - + + 

Tannins - - - - 

Triterpenoids + - - - 
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Figure 1. Inhibitory effect of hydroalcoholic extracts of Bixa orellana (A) and Psidium 

guajava (B) on biofilms formation by Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus 

aureus. 
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Anti-inflammatory activity of hydroalcoholic extracts of Mentha piperita L. and 
Psidium guajava L. leaves in murine peritoneal macrophages  

 

Abstract 

The use of natural products in folk medicine is an ancient practice that persists to the 
present day. This practice has a broad scope, and it serves various purposes, particularly 
in human health. For centuries, the medicinal properties of different plant species were 
confirmed empirically, and this knowledge was transferred across generations, such that 
it became the basis of traditional medicine. Several traditionally used plant species have 
notable pharmacological properties, including anti-inflammatory activity. The objective 
of this study was to identify the main chemical constituents of the hydroalcoholic 
extracts of Mentha piperita L. (peppermint) and Psidium guajava L. (guava) and 
evaluate the cytotoxicity and anti-inflammatory activity of these extracts in murine 
peritoneal macrophages. Cell viability was assessed using the PrestoBlue assay, 
whereas anti-inflammatory activity was evaluated by measuring the levels of nitric 
oxide (NO) and hydrogen peroxide (H2O2) and the phagocytic activity. The chemical 
compounds were identified by high-performance liquid chromatography. The main 
chemical constituent of the M. piperita extract was epicatechin, whereas the constituents 
of the P. guajava extract were ursolic acid, caffeic acid, and quercetin. At all 
concentrations tested, the extracts caused a significant increase in cell viability and 
decreased the production of H2O2 and NO in cells stimulated with bacterial 
lipopolysaccharide (LPS). These results demonstrate the potential anti-inflammatory 
activity of the extracts of M. piperita and P. guajava. 
 

Keywords: anti-inflammatory activity, macrophages, Mentha piperita, Lamiaceae, 
Psidium guajava, Myrtaceae 
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Introduction 
 

The development of infectious diseases involves complex interactions between 

the pathogen and the host. When foreign agents invade the body, circulating monocytes 

are recruited to the site of infection and differentiate into macrophages and dendritic 

cells [1].   

Upon exposure to exogenous factors, macrophages are the first cells in the body 

to be activated for the immune response. During inflammation, macrophages perform 

three main functions—phagocytosis, antigen presentation, and immunomodulation—by 

producing several cytokines and growth factors. Activated macrophages have strong 

phagocytic activity and produce high concentrations of several mediators, including 

cytokines, reactive nitrogen species (RNS), and reactive oxygen species (ROS), which 

target foreign agents. RNS and ROS are highly toxic molecules and are produced in 

large quantities by activated macrophages during the immune response [2]. The 

production of RNS, particularly nitric oxide (NO), together with hydrogen peroxide 

(H2O2), mediates the death or the inhibition of the growth of tumor cells, bacteria, fungi, 

and parasites [3].  

The increase in the immune response of the host has been recognized as an 

important strategy for protection against microbial infection. Studies on 

immunostimulatory activity have been conducted using plant species that have received 

attention worldwide as an alternative to traditional therapeutic methods [4]. In recent 

years, immunomodulation gained the attention of the scientific community searching for 

strategies to modulate the immune system and to prevent infections rather than treat 

them at advanced stages [5]. 

At present, the available anti-inflammatory drugs have many side effects and 

often have a high cost. Therefore, the discovery of novel drugs from natural products 

represents a promising alternative [6]. In the present study, we evaluated two plant 

species that are used in folk medicine against infections in Brazil: Mentha piperita and 

Psidium guajava.  

M piperita L., popularly known as peppermint, belongs to a genus native to the 

Mediterranean region, and it has spread worldwide because of its medicinal use, flavor, 

and aroma [7]. The widespread use of peppermint in traditional medicine prompted us 

to explore its potential biological activities because few studies have evaluated the 

cytotoxic and anti-inflammatory activities of M. piperita extract. 
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Psidium guajava L., commonly known as guava, has traditionally been used in 

folk medicine, and its leaves are used for a variety of human diseases, including 

diabetes mellitus, hypertension, obesity, cough, and diarrhea. The pharmacological 

properties of polyphenolic and other chemical compounds found in guava leaf extracts 

have included anti-inflammatory [8], antioxidant [9], and antimicrobial [10] activities. 

Plant extracts have strong and broad effects on the host immune system by 

modulating various immune cells, including T cells, B cells, dendritic cells, and 

macrophages [11]. Among these cells, macrophages are considered the first line of 

defense against the invasion of the host by microbial pathogens [12]. Studies have 

shown that plant compounds exhibit anti-inflammatory activity [8, 13, 7]. Therefore, the 

objective of this study was to evaluate the anti-inflammatory activity of hydroalcoholic 

extracts of leaves of Mentha piperita and Psidium guajava in the immune system using 

murine peritoneal macrophages. 

 

Results 

Chemical characterization 

The analysis of the chemical composition of HAEMP revealed seven peaks 

(Figure 1), and the major compounds were epicatechin (retention time of 14.503 min) 

and naringenin (retention time of 33.497 min) (Table 1). For HAEPG, an intense peak 

was observed at 13.708 min (Figure 14), corresponding to ursolic acid (Table 2). Four 

compounds were found in both extracts: ursolic acid, caffeic acid, quercetin, and 

naringenin. 

 

Cell viability 

In this study, we initially assessed the cytotoxic effect of HAEPG and HAEMP 

in murine peritoneal macrophages using the PrestoBlue assay. Macrophages were 

treated with different concentrations of each extract (1, 3, 30, 100, 300 and 1000 µg/ml), 

with or without LPS stimulation (Figure 3). Our results indicated that the viability of 

macrophages treated with the higher concentrations of HAEPG and HAEMP (100, 300, 

and 1000 µg/ml) without LPS stimulation decreased significantly compared with that of 

the untreated control cells. However, the viability of cells stimulated with LPS 
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increased at all extract concentrations, and this increase was significant at 1 µg/ml of 

HAEPG and 1, 3, and 30 µg/ml of HAEMP. 

 

Measurement of NOx and H2O2 and evaluation of the phagocytic profile 

To evaluate the anti-inflammatory potential of HAEPG and HAEMP, we used 

an experimental inflammation model with macrophages, which release NO and H2O2 

after LPS stimulation. The production of NO in macrophages with or without LPS 

stimulation in the presence of HAEPG and HAEMP is shown in Figure 4, whereas the 

production of H2O2 is shown in Figure 5. 

The production of NO in macrophages not stimulated with LPS and treated with 

HAEPG significantly increased (p < 0.05) at all tested extract concentrations compared 

with that in the control macrophages (LPS–); however, the stimulation of these cells 

with LPS decreased the NO production in the presence of either HAEPG or HAEMP. 

The production of H2O2 was significantly lower (p < 0.05) in macrophages 

stimulated with LPS and treated with HAEMP than in the control macrophages (LPS+) 

at all concentrations tested except for the highest concentration (1000 µg/ml). Similarly, 

the production of H2O2 in macrophages stimulated with LPS and treated with HAEPG 

decreased but non-significantly. 

The phagocytic capacity of cells (percentage of cells containing beads) 

stimulated with LPS at 3 µg/ml was higher than that of the control (LPS+), whereas this 

capacity decreased in cells stimulated with LPS at 30 µg/ml compared with the control 

(LPS+) for both extracts (Figure 6). The bead/cell ratio in cells without 3 µg/ml LPS 

stimulation that were treated with HAEPG was significantly higher than in the control 

(LPS–), whereas this ratio increased non-significantly in cells stimulated with LPS at 3 

µg/ml and treated with HAEMP (Figure 7). 

 

Discussion 

The present study investigated the cytotoxic and anti-inflammatory activity of 

two hydroalcoholic extracts: M. piperita and P. guajava. Chemical characterization of 

the extracts was performed using HPLC. The analysis of HAEMP indicated the 
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presence of seven compounds, and the major compound was epicatechin. These results 

are different from those obtained previously [16] using a methanolic extract of M. 

piperita, wherein eight compounds were identified by gas chromatography coupled to 

mass spectrometry, and the major compounds were p-isopropenyl toluene, palmitic 

acid, and carvone, among others. The analysis of HAEPG indicated the presence of 

eight compounds, including gallic acid, caffeic acid, and myricetin, and this result is in 

agreement with that of a previous study [17], which identified the same compounds in 

the ethanolic extract of P. guajava. 

For the anti-inflammatory activity, we used an inflammation model to determine 

the cytotoxicity, NO and H2O2 levels, and phagocytosis in macrophages. Macrophages 

play a major role in the defense against infection, and they are activated when their 

pattern recognition receptors interact with pathogen-associated molecular patterns, 

leading to the production of ROS and ROS (primarily NO). Activated macrophages 

release pro-inflammatory cytokines and chemokines, which are responsible for the 

recruitment and activation of cells involved in the elimination of pathogens [18]. 

Macrophages respond to a variety of endogenous and exogenous stimuli, 

particularly LPS. LPS is obtained from gram-negative bacteria, and it activates the 

innate immune system and regulates the gene expression of proinflammatory cytokines 

[19]. In this study, the viability of macrophages stimulated with LPS and treated with 

each extract was significantly higher than that of the control. PrestoBlue is a resazurin-

based compound used as an indicator of cell viability, and it is converted to the reduced 

form by mitochondrial enzymes of viable cells in the evaluated systems. Previous 

studies have demonstrated its adequacy for evaluating cell viability [20, 21]. 

Activated macrophages produce certain metabolites that are responsible for the 

effector role of the immune system, including compounds derived from oxygen 
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(superoxide anion (O2
–) and H2O2) and nitrogen (NO). However, an excess of NO 

produces disorders, which lead to a loss of homeostasis. The oxidative stress generated 

by the increase in the endogenous production of NO can induce toxicity, which is 

associated with disease pathogenesis. Compounds capable of sequestering the NO 

radical can be used as preventive and therapeutic alternatives for these disorders and 

may decrease RNS-induced toxicity by modulating inflammatory processes [22]. In this 

study, the reduction in the levels of NO and H2O2 by HAEMP may be associated with 

the presence of the polyphenol epicatechin. Epicatechin, a catechin isomer, can prevent 

oxidative stress and subsequent tissue damage by neutralizing the effects of free and 

non-free radicals [23]. 

Despite the important endogenous role of NO, several studies have demonstrated 

that excess NO may be involved in disease development [24, 25]. In this context, 

compounds that can sequester this radical may play an important cytoprotective role, 

modulating toxic processes induced by RNS and inflammatory processes and reducing 

oxidative stress; therefore, these compounds may serve as alternative therapies for some 

of these disorders. 

The development of drugs using natural products represents a novel therapeutic 

strategy. The ability of HAEMP and HAEPG to modulate the production of 

inflammatory mediators in LPS-stimulated macrophages indicates the 

immunomodulatory potential of these plant species. 

 
Materials and Methods 

Plant material 

The leaves of M. piperita were collected in September in the municipality of 

Santa Luzia, state of Maranhão, Brazil, and the leaves of P. guajava were collected in 

August in the neighborhood of Maracanã, São Luís, Maranhão, Brazil. The voucher 
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specimens were deposited in the Herbarium of the Department of Pharmacy of the 

Federal University of Maranhão (Universidade Federal do Maranhão–UFMA), Brazil, 

under nos. 01275 and 00528, respectively. 

 

Preparation of crude extracts 

The plant material was dried in a forced air oven at 45 °C, milled, and 

macerated for 10 days at room temperature using 70% ethanol (v/v) as a solvent. 

Subsequently, the extracts were filtered using a vacuum pump and concentrated under 

reduced pressure (rotary evaporator). Each crude extract was weighed and stored at 8 °C 

until analysis. 

 

Chemical characterization 

High-performance liquid chromatography 

The hydroalcoholic extracts of P. guajava (HAEPG) and M. piperita (HAEMP) 

were dissolved in methanol and acidic water to obtain a final concentration of 

approximately 5 mg/ml and then filtered using a 0.22-μm nylon filter. The analysis was 

performed using a high-performance liquid chromatography (HPLC) system (Surveyor 

Plus, Finnigan) coupled to a UV-visible (UV-Vis) detector and an ACE 5 C18 reverse 

phase analytical column (4.60 x 250 mm, 5 μm) protected by a C18 guard column (4 x 3 

mm, 5 μm, Gemini, Phenomenex). The extract compounds were separated at room 

temperature using gradient elution and a flow rate of 0.6 ml/min. The mobile phases 

consisted of purified water containing 0.1% acetic acid (A) and methanol (B). The 

gradient used was as follows: 0–2 min at 5% B, 2–10 min at 25%–40% B, 10–20 min at 

40%–50% B, 20–30 min at 50%–60% B, 30–40 min at 60%–70% B, and 40–50 min at 

70–80% B. The injection volume was 10 µl, and UV-Vis detection was performed at 

254 nm. Gallic acid, β-sitosterol, ursolic acid, caffeic acid, quercitrin, myricetin, and 

naringenin standards were diluted and analyzed under the same conditions as for the 

HAEPG samples. For HAEMP, ursolic acid, epicatechin, caffeic acid, rutin, quercetin, 

naringenin, and kaempferol standards were used. 
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Determination of anti-inflammatory activity 

Animals 

This study used male Swiss mice (aged 2–3 months) maintained under normal 

environmental conditions and fed a standard diet with free access to water. The mice 

were obtained from the animal sector of CEUMA University (UNICEUMA). The study 

was approved by the Animal Research Ethics Committee of CEUMA University under 

protocol no. 014/2015. All animals were treated according to the guidelines of the 

Brazilian Council for Animal Studies. 

 

Cell viability 

Peritoneal macrophages of naive Swiss mice were obtained following a 

previously described methodology [14] with a peritoneal injection of 1 ml of PBS 

containing 1% oyster glycogen. Eighteen hours after injection, the animals were 

sacrificed by terminal anesthesia using a mixture of 75 mg/kg ketamine and 1 mg/kg 

xylazine, followed by cervical dislocation. The peritoneal cavity was washed with 10 ml 

of cold phosphate-buffered saline (PBS). Peritoneal cells were collected with the wash, 

centrifuged for 10 min at 4 °C, and resuspended at a final concentration of 2 x 106 

cells/ml in DMEM containing 10% fetal bovine serum (v/v), 2 mM glutamine (Sigma), 

1x penicillin (Sigma), and 1x streptomycin (Sigma). Cells at a density of 6 x 105 per 

well were transferred to 96-well plates at 37 °C, and the non-adherent cells were 

removed after 2 h. The adherent cells (macrophages) were incubated for 30 min in the 

presence and absence of each extract (11000 µg/ml) or vehicle (1% DMSO in sterile 

PBS) and stimulated with lipopolysaccharide (LPS) derived from Klebsiella 

pneumoniae (Sigma-Aldrich) at a concentration of 100 ng/ml for 24 h.  

 
 
Measurement of NOx 
 

The levels of NO2
– and NO3

– (NOx) were measured using the Griess method as 

previously described [15] as a measure of the levels of NO produced by the peritoneal 

macrophages of Swiss mice. For this purpose, NO3
– was reduced to NO2

– by incubating 

80 µl of each sample with 20 µl of nitrate reductase (1 U/ml) and 10 µl of beta-

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) at 37 °C. After 30 min, 100 µl 
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of Griess reagent (5% H3PO4 v/v containing 1% sulfanilic acid (w/v) and 0.1% N-1-

naphtylethylenediamine (w/v)) were added to the samples and incubated for 15 min at 

37 °C. After incubation, the samples were read at 550 nm. The baseline readings were 

subtracted from each sample; the results were compared with those obtained using a 

standard curve of sodium nitrite (0–100 µM) and were expressed as the NOx levels 

(µM). 

 
 
Measurement of H2O2 
 

The release of H2O2 produced by peritoneal macrophages from Swiss mice was 

evaluated using an Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit 

(Invitrogen). The assay was performed as previously described [15]. Briefly, 50 µl of 

supernatant was incubated with 100 µl of Krebs buffer and 100 µl of a solution 

containing 0.05 M sodium phosphate pH 7.4, 0.2 U/ml horseradish peroxidase and 25.7 

mg/ml Amplex® Red reagent (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine) at 37 °C for 2 h. 

The samples incubated in the presence of Krebs buffer alone served as controls. After 

incubation, 100 µl of each sample was transferred to a 96-well plate. The 560 nm 

readings of the samples incubated in the presence and absence of Amplex® Red reagent 

were compared with those from a standard curve of H2O2 (0–40 mM), and the results 

were expressed in mM as the difference between the readings of the samples incubated 

with Amplex® Red reagent and those incubated with Krebs buffer alone. 

 

 

Analysis of phagocytosis 

Macrophages were cultured as described in the previous section using 8-well 

chambers in the presence of 2-µm latex fluorescent beads (1:100; 5 µl/well; Sigma, 

Gillingham, UK). After incubation with a bacterial antigen and each extract, the 

percentage of cells with phagocytosed beads and the number of beads phagocytosed by 

each set of 100 cells were quantified and considered the phagocytosis index. 
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Statistical analysis 

The results were expressed as the mean ± the standard deviation. The percentage 

of inhibition was calculated as the average inhibition determined for each experiment. 

The results were analyzed statistically using analysis of variance (ANOVA) followed by 

the Dunnett test or Newman-Keuls test or by the paired or unpaired t-test, when 

appropriate. P-values smaller than 0.05 were indicative of significance. 
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hydroalcoholic extract of Psidium guajava; HAEMP, hydroalcoholic extract of Mentha 

piperita; LPS, lipopolysaccharide. 

 

Acknowledgements 

The authors would like to thank the Fundação de Amparo à Pesquisa e 

Desenvolvimento Científico do Maranhão (FAPEMA) for grant award REBAX No. 

03628/13 and the Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

(CAPES) for financial support and a scholarship grant. 

 

References 

[1]. D. Fairweather, D.C. Balternatively. Activated macrophages in infection and 
autoimmunity. J. Autoimm. 33 (2009) 222-230. 
[2]. C. Bogdan, M. Röllinghoff, A. Diefenbach. The role of nitric oxide in innate 
immunity. Immunol. Rev. 173 (2000) 17-26. 
[3]. H.H Schmidt, U. Walter. NO at work. Cell. 78 (1994) 919-925.  
[4]. B. Patwardhan, G. Manish. Botanical immunodrugs: scope and opportunities. Drug 
Discov. Today 10 (2005) 495-502. 
[5]. Saranavan, S; Prakash Babu, N; Pandikumar, P; Karunai Raj, M; Gabriel Paulraj, 
M; Ignacimuthus, S. Immunomodulatory potential of Enicostema oxilare (Lam,) A. 
Raynal, a traditional medicinal plant. J. Ethnopharmacol., v. 140, n. 2, p. 239-246, 2012. 
[6]. Gautam,R.; Jachak, S.M. Recent developments in anti-inflammatory natural 
products. Med Res Rev. 29:767-820, 2009. 
[7]. Sun Z, Wang H, Wang J, Zhou L, Yang P: Chemical Composition and Anti 
Inflammatory, Cytotoxic and Antioxidant Activities of Essential Oil from Leaves of 
Mentha piperita Grown in China. PloS one 2014, 9(12):e114767. 



 

93 

 

[8]. Ojewole JA: Antiinflammatory and analgesic effects of Psidium guajava Linn. 
(Myrtaceae) leaf aqueous extract in rats and mice. Methods and findings in experimental 

and clinical pharmacology 2006, 28(7):441-446. 
[9]. Ashraf A, Sarfraz RA, Rashid MA, Mahmood A, Shahid M, Noor N: Chemical 
composition, antioxidant, antitumor, anticancer and cytotoxic effects of Psidium 
guajava leaf extracts. Pharmaceutical biology 2016:1-11. 
[10]. Abdelrahim SI, Almagboul AZ, Omer ME, Elegami A: Antimicrobial activity of 
Psidium guajava L. Fitoterapia 2002, 73(7-8):713-715. 
[11]. Kumalasari, ID; Harmayani, E; Lestari, LA; Raharjo, S; Asmara, W; Nishi, K; 
Sugahara, T. Evaluation of immunostimulatory effects of the arrowroot (Maranta 

arundinacea L.) in vitro and in vivo. Cytotechnology, v. 64, n. 2, p. 131-137, 2012. 
[12]. Seo, DW; Cho, YI; Gu, S; Kim, DH; Park, JH; Yi, YJ; Lee, SM. A hot water 
extract of Aralia cordata activates bone marrow-derived macrophages via a myeloid 
differentiation protein 88-dependent pathway and protects mice from bacterial infection. 
Microbiology and Immunology, v. 60, n. 5, p. 343-355, 2016. 
[13]. Hamalainen M, Nieminen R, Vuorela P, Heinonen M, Moilanen E: Anti-
inflammatory effects of flavonoids: genistein, kaempferol, quercetin, and daidzein 
inhibit STAT-1 and NF-kappaB activations, whereas flavone, isorhamnetin, naringenin, 
and pelargonidin inhibit only NF-kappaB activation along with their inhibitory effect on 
iNOS expression and NO production in activated macrophages. Mediators of 
inflammation 2007, 2007:45673. 
[14]. Fernandes ES, Liang L, Smillie SJ, Kaiser F, Purcell R, Rivett DW, Alam S, 
Howat S, Collins H, Thompson SJ et al: TRPV1 deletion enhances local inflammation 
and accelerates the onset of systemic inflammatory response syndrome. Journal of 

immunology 2012, 188(11):5741-5751. 
[15]. Mendes SJ, Sousa FI, Pereira DM, Ferro TA, Pereira IC, Silva BL, Pinheiro AJ, 
Mouchrek AQ, Monteiro-Neto V, Costa SK et al: Cinnamaldehyde modulates LPS-
induced systemic inflammatory response syndrome through TRPA1-dependent and 
independent mechanisms. International immunopharmacology 2016, 34:60-70. 
[16]. Hossain MA, Al-Hdhrami SS, Weli AM, Al-Riyami Q, Al-Sabahi JN: Isolation, 
fractionation and identification of chemical constituents from the leaves crude extracts 
of Mentha piperita L grown in Sultanate of Oman. Asian Pacific journal of tropical 

biomedicine 2014, 4(Suppl 1):S368-372. 
[17]. Jang, M; Jcong, S-W; Cho, SK; Yang, HJ; Yoon, D-S; Kim, J-C; Park, K-H. 
Improvement in the anti-inflammatory activity of guava (Psidium guajava L.) leaf 
extracts through optimization of extraction conditions. Journal of functional foods, v. 
10, p. 161-168, 2014. 
[18]. Chen Z, Soo MY, Srinivasan N, Tan BK, Chan SH: Activation of macrophages by 
polysaccharide-protein complex from Lycium barbarum L. Phytotherapy research: PTR 

2009, 23(8):1116-1122. 
[19]. Yang L, Francois F, Pei Z: Molecular pathways: pathogenesis and clinical 
implications of microbiome alteration in esophagitis and Barrett esophagus. Clinical 

cancer research: an official journal of the American Association for Cancer Research 

2012, 18(8):2138-2144. 
[20]. Istivan TS, Pirogova E, Gan E, Almansour NM, Coloe PJ, Cosic I: Biological 
effects of a de novo designed myxoma virus peptide analogue: evaluation of 
cytotoxicity on tumor cells. PloS one 2011, 6(9):e24809. 



 

94 

 

[21]. Lall N, Henley-Smith CJ, De Canha MN, Oosthuizen CB, Berrington D: Viability 
Reagent, PrestoBlue, in Comparison with Other Available Reagents, Utilized in 
Cytotoxicity and Antimicrobial Assays. International journal of microbiology 2013, 
2013:420601. 
[22]. Saha, RN 2006. Signals for the induction of nitric oxide synthase in astrocytes. 
Neurochem Int 49: 154-163. 
[23]. Odabasoglu, F.; Halici, Z.; Cakir, A.; Halici, M.; Aygun, H.; Suleyman, H.; 
Cadirci, E.; Atalay, F. Beneficial effects of vegetable oils (corn, olive and sunflower 
oils) and alpha-tocopherol on anti-inflammatory and gastrointestinal profiles of 
indomethacin in rats. Eur. J. Pharmacol., v. 591, n. 1-3, p. 300-306, 2008 
[24]. Ippoushi, K 2009. Prevention of peroxynitrite-induced oxidation and nitration 
reactions by ellagic acid. Food Chem. 112: 185-188. 
[25]. Yuan, Z; Feng, W; Hong, J; Zheng, Q; Shuai, J; Ge, Y. p38MAPK and ERK 
promote nitric oxide production in cultured human retinal pigmented epithelial cells 
induced by high concentration glucose. Nitric Oxide, v. 20, n. 1, p. 9-15, 2009 

 
 

             



 

95 

 

 

 

Figure 1. Chromatographic profile of the hydroalcoholic extract of Mentha piperita. 
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Table 1. Identification of the chemical compounds of the hydroalcoholic extract of 
Mentha piperita by high-performance liquid chromatography. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N Compound name Retention time (min) 

1 ursolic acid 13.807 

2 epicatechin 14.503 

3 caffeic acid 16.363 

4 rutin 23.605 

5 quercetin 27.627 

6 naringenin 33.497 

7 kaempferol 37.822 
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Figure 2. Chromatographic profile of the hydroalcoholic extract of Psidium guajava. 
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Table 2. Identification of the chemical compounds of the hydroalcoholic extract of 

Psidium guajava by high-performance liquid chromatography. 

 

N Compound name Retention time 

1 gallic acid 9.565 

2 β-sitosterol 12.918 

3 ursolic acid 13.708 

4 caffeic acid 16.383 

5 quercitrin 27.250 

6 myricetin 28.423 

7 quercetin 31.627 

8 naringenin 33.598 
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Figure 3. Effect of the hydroalcoholic extract of (A) P. guajava and (B) M. piperita on the 
viability of peritoneal macrophages of Swiss mice cultured in vitro with or without LPS 
stimulation. The results correspond to three independent assays. Bars represent the mean 
± standard deviation. *p ˂ 0.05 indicates a significant difference from the LPS– group. 
#p ˂ 0.05 indicates a significant difference from the LPS+ group. Each group contained 
four animals.  
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Figure 4. Effect of the hydroalcoholic extract of (A) P. guajava and (B) M. piperita on 
the production of nitric oxide by peritoneal macrophages from Swiss mice cultured in 

vitro with or without LPS stimulation. The results correspond to three independent 
assays. Bars represent the mean ± standard deviation. *p ˂ 0.05 indicates a significant 
difference from the LPS– group. #p ˂ 0.05 indicates a significant difference from the 
LPS+ group. Each group contained four animals.  
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Figure 5. Effect of the extract of (A) P. guajava and (B) M. piperita on the production 
of hydrogen peroxide by peritoneal macrophages of Swiss mice cultured in vitro with or 
without LPS stimulation. The results correspond to three independent assays. Bars 
represent the mean ± standard deviation. *p ˂ 0.05 indicates a significant difference 
from the LPS– group. #p ˂ 0.05 indicates a significant difference from the LPS+ group. 
Each group contained four animals.  
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Figure 6. Phagocytic profile of the extracts of (A) P. guajava and (B) M. piperita 
expressed as the percentage of cells containing beads after the stimulation of peritoneal 
macrophages with LPS. The results correspond to three independent assays. Bars 
represent the mean ± standard deviation. *p ˂ 0.05 indicates a significant difference 
from the LPS– group. #p ˂ 0.05 indicates a significant difference from the LPS+ group. 
Each group contained four animals.  
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Figure 7. Phagocytic profile of extracts of (A) P. guajava and (B) M. piperita expressed 
as the bead/cell ratio after the stimulation of peritoneal macrophages with LPS. The 
results correspond to three independent assays. Bars represent the mean ± standard 
deviation. *p ˂ 0.05 indicates a significant difference from the LPS– group. #p ˂ 0.05 
indicate a significant difference from the LPS+ group. Each group contained four 
animals. 
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CAPÍTULO 3 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

 Os extratos estudados possuem potencial antimicrobiano contra bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas, sendo que os extratos de B. orellana, M. piperita e 

P. guajava apresentaram atividade antimicrobiana para todas as cepas testadas. 

 O extrato de B. orellana e P. guajava apresentaram efeito antimicrobiano para 

os biofilmes formados por S. aureus e P. aeruginosa, destacando-se o extrato de 

B. orellana por ter apresentado o maior percentual de redução do biofilme. 

 Os compostos fenólicos foram detectados em todos os extratos estudados e, 

quando submetido a análise por cromatografia líquida de alta eficiência, o 

composto majoritário detectado no extrato de M. piperita foi a epicatequina e 

naringenina, enquanto no extrato de P. guajava foi o ácido cafeico, ácido 

ursólico, naringenina e quercentina; 

 Além do potencial antimicrobiano do extrato de M. piperita também foi 

observado um potencial anti-inflamatório, uma vez que foi capaz de reduzir a 

produção de óxido nítrico e peróxido de hidrogênio in vitro. 
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Anexo I – Aprovação do Comitê de Ética no uso de animais da Universidade 
Ceuma 
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