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Se vocé ja rendeu sua fé a Deus, e a vida continua lhe impondo obstaculos, use a graca
divina e diga: “Se for sua vontade que eu realize este sonho, me ajude”. Acredito que o
caminho de Deus € o Unico que nos leva a realizar este potencial. Meu conselho é saber tudo o
que for possivel e render o resultado para o conhecimento dele. Com o tempo, o quebra-
cabeca se resolvera. Como diz a Biblia, “Sua sabedoria ¢ profunda, seu poder ¢ imenso” (Jo

9:4 — NVI).



RESUMO

Este estudo objetivou descobrir 0s componentes quimicos e fazer uma analise da atividade
antimicrobiana do dleo essencial da Lippia Thymoide sobre a cepa da Fusobactérium
Nucleatum (FN). Valendo-se da informacdo de que esta bactéria e anaerdbica e altamente
patogénica para a cavidade bucal, a obtencdo do Oleo essencial se deu pelo método da
hidrodestilacdo e sua composicdo quimica foi descoberta usando a cromatografia de gas-
liquido acoplada a espéctometria de massa (GC-MS). As respostas ao teste de sensibilidade
(15 mm) e da concentracdo inibitoria minima (1,6 pg/ml ), comparando com o teste controle
usando o antibiotico Vancomicina de sensibilidade (34mm) e CIM ( 0,16 pg/ml ),
demonstraram seu alto potencial antimicrobiano frente FN e uma possivel arma ao combate
das graves doencas periodontais caudados por ela.

Palavras chaves: Atividade antimicrobiana. Oleo essencial. Fusobactérium Nucleatum.
Lippia Thymoide.

ABSTRACT

This study aimed to discover the chemical components and to analyze the antimicrobial
activity of Lippia Thymoide essential oil on the Fusobacterium Nucleatum (FN) strain. Based
on the information that this anaerobic bacterium is highly pathogenic to the oral cavity, the
essential oil was obtained by the hydrodistillation method and its chemical composition was
discovered using gas-liquid chromatography coupled to mass spectrometry (GC- MS).
Responses to the sensitivity test (15 mm) and the minimum inhibitory concentration (1.6 pg /
ml), compared to the control test using the antibiotic Vancomycin sensitivity (34 mm) and
MIC (0.16 ug / ml) its high antimicrobial potential against FN and a possible weapon to
combat serious periodontal diseases.

Key words: Antimicrobial activity. Essential oil. Fusobacterium Nucleatum. Lippia
Thymoide.
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1 INTRODUCAO

As doengas periodontais sdo infeccdes que levam a destruicdo dos tecidos de suporte
dos dentes, causadas por um complexo extenso de bactérias que quando instaladas liberam
mediadores quimicos fazendo com que haja a permanéncia do processo inflamatorio. A fase
inicial da doenca se apresenta pela presenca do biofilme bacteriano que toma conta de todo o
periodonto (DUNCAN, 2007).

Uma das bactérias mais estuda dessa enorme organizacdo do biofilme ¢é a
Fusobacterium nucleatum, componente estrutural chave da placa dental normal e associada a
doenca. As fusobactérium sdo notaveis por suas interagcdes especificas com diversas espécies
de bactérias orais, sendo identificadas como organismos de coagregacao, o que tem levado o
interesse sobre o papel do organismo como patdgeno oportunista e suas proteinas de
superficie que podem estar envolvidas na aderéncia e coagregacdo com outras bactérias
(DUNCAN, 2007).

Diante deste problema, o controle de placa microbiana é uma maneira eficaz de tratar
e prevenir as doencas Periodontais. Esse controle pode ser mecanico com raspagem e
alisamento radicular sub-gengival, mais também pode-se ter o auxilio de inibidores quimicos
de Biofilme e de célculo, incorporado aos dentifricios e enxaguatérios bucais

Neste contexto, é valida a investigacdo de meios terapéuticos alternativos com
comprovada evidéncias in vitro da atividade antimicrobiana, as quais poderao ser aplicadas na
prevencdo e tratamento das infeccBes microbianas com eficécia, custos baixos e menores
efeitos colaterais.

A regido amazonica com sua enorme biodiversidade e potencial de sustentabilidade
tem na producdo de medicamentos alternativas para o combate da doenca periodontal.

A flora da Amazdnia apresenta-se como uma fonte renovavel, apropriada a producéo
de esséncias aromaticas e com reais perspectivas de geracdo de riqueza. Neste sentido é
preciso estender o conhecimento técnico-cientifico das espécies com potencial medicinal,
visando subsidiar o setor empresarial na concep¢do de projetos tecnoldgicos voltados a
agroindustria regional.

Muitas ferramentas foram desenvolvidas ao longo de centenas de anos de pesquisa em
produtos naturais visando a escolha adequada da fonte de possiveis novas moléculas. Dentre
elas, a quimiosistematica e a etnofarmacologia destacam-se como possiveis instrumentos para

escolha bem-sucedida de espécies candidatas a fornecedoras de novas moléculas.



A quimiosistematica permite que se faca uma escolha racional da espécie, com base
em informagdes quimicas ja obtidas de uma familia, tribo ou género. Presume-se que uma
dada classe quimica esteja presente em espécies relacionadas taxonomicamente, aumentando,
assim, a probabilidade de encontrar substancias de interesse, facilitando a escolha da espécie.

Oleos essenciais produzidos na regido poderdo servir como matéria prima a indistria
da quimica fina, sejam por sua aplicacdo direta em produtos como perfumes, fragrancias,
antioxidantes naturais e cosméticos, seja por sua transformacdo em produtos com
aproveitamento nas industrias de fito-medicamentos.

O oleo produzido através do género Lippia (Verbenaceae), possui cerca de 200
espécies de ervas, arbustos e pequenas arvores, cujos maiores centros de dispersdo se
encontram em paises das Américas do Sul e Central, como também em territorios da Africa
tropical. O territorio brasileiro € um dos grandes centros de diversidade do género Lippia
com aproximadamente 120 espécies conhecidas (GOMES, 2001; PASCUAL, 2001). Lippia
thymoides € um arbusto aromatico com cerca de 1,0 m de altura conhecida popularmente
como alecrim de cheiro miudo (CRAVEIRO et al., 1981) alecrim do mato ou alecrim do
campo (PINTO et al.,, 2013) e na regido Amazonica, em especial em Abaetetuba-Para, é
conhecida como manjerona. E uma espécie nativa e endémica brasileira com distribuicdo nos
estados da Bahia e Minas Gerais nas areas de vegetacdo da caatinga e cerrado (SALIMENA,
2014).

As plantas desse género tém uma grande importancia de uso, como tempero de
alimentos, na ornamentacdo e na medicina popular a qual é utilizada para tratamentos
gastrointestinais, relaxante muscular, resfriados, gripes, bronquites e tosse, além de suas flores
e folhas servirem como emplastos. A utilizacdo dessa espécie em varios tratamentos na
medicina tradicional desencadeou uma série de estudos realizados, em vérias areas, com 6leos
e extratos comprovando que o género Lippia tem acdo sedativa, antiespasmodica,
estomaquica, anti-inflamatoria e antipirética, efeito antisséptico e cicatrizante, acdo contra a
maléria, no tratamento de hipertensdo, combate a sarna e larvas de Aedes aegypti (PASCUAL,
2001; CARVALHO, 2003; GOMES, 2011).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
- Determinar a atividade antimicrobiana do extrato de Lippia thymoide, frente a

cepa de Fusobacterium Nucleatum

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Obtendo valores de concentracdo inibitoria minima e sensibilidade
- Identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo

- Quantificagdo dos constituintes quimicos do dleo
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3 MATERIAIS E METODOLOGIA
3.1 MATRIZ VEGETAL

As primeiras mudas de L. thymoides (Fig. 1) foram doadas por uma herveira de
Abaetetuba, e cultivadas na zona rural do mesmo municipio, cujas coordenadas geogréaficas
1°46°15.9” de latitude Sul e 48°47' 02.2” de longitude Oeste. Um exemplar da espécie
registrado, identificado e incorporado no Herbario “Jodo Murga Pires” do Museu Paraense

Emilio Goeldi, em Belém, Para, sob o niimero MG 213373.

Figura 1- Fotografia de Lippia thymoide

Fonte: Proprio autor

3.2 OBTENGCAO DO OLEO ESSENCIAL POR HIDRODESTILAGCAO

O material boténico (parte area) foi colhido manualmente &s 6 horas da manhg,
transportado de imediato para o laboratorio, em seguida colocado sobre bandejas, em estufa
(34 °C), com ventilagdo, para secagem durante trés dias, depois, triturado em processador.

A extracdo do O6leo essencial das folhas secas de L. thymoides foi feita por
hidrodestilagdo (HD), utilizando sistema de vidro do tipo Clevenger modificado acoplado a
um sistema de refrigeracdo para manutencdo da dgua de condensacédo entre 10-15° C, durante
3 h. Os dleos, apos extracdo foram centrifugados durante 5 min a 3000 rpm, desidratados com
sulfato de sodio anidro (Na>SOs anidro) e novamente centrifugados nas mesmas condigoes.
Os Oleos foram armazenados em ampolas de vidro ambar, vedadas com chama e,

acondicionados em ambiente refrigerado a 5°C.
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Figura 2- Bandeja com a Lippia Thymoide

Fonte: Proprio autor

Figura 3- Estufa para a secagem das folhas

Fonte: Proprio autor
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Figura 4- Processador para triturar as folhas
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Fonte: Proprio autor

Figura 5: Sistema de vidro do tipo Clevenger modificado
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Fonte: Préprio autor



Figura 6: 6leo ap0s a centrifugacdo de 5 min a 3000 rpm

Fonte: Proprio autor

Figura 7- Armazenamento em ampola de vidro ambar

Fonte: Proprio autor
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Figura 8- vedagdo com chama e, acondicionamento em ambiente refrigerado a 5°C.

Fonte: Proprio autor

3.3 DETERMINACAO DA UMIDADE
A determinacdo da umidade residual dos materiais botanicos trabalhados foi realizada
em balanca determinadora de umidade da Marte®, modelo ID 50, com infravermelho, no

momento das extragdes.

Figura 9- Balanca determinadora de umidade da Marte®, modelo ID 50

Fonte: Préprio autor
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3.4 CALCULO DO RENDIMENTO DO OLEO
O rendimento maéssico (%) do 6leo essencial foi em base seca de acordo com a

equacao 4.

Vc')leo

Mamostra X (%)

T =

Onde:

T € o teor do 6leo essencial, em %;
Voleo € @ massa de 6leo extraido, em g;
Mamostra € @ Massa vegetal bruta, em g;

U é o teor de umidade presente na massa vegetal bruta, em %.

3.5 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

A composicgdo quimica dos 6leos essenciais foi analisada por Cromatografia de Fase
Gasosa/Espectrometria de Massas no equipamento Shimadzu QP 2010 plus, auto injetor:
AOC-20i equipado com coluna capilar de silica Rtx-56MS (30m x 0,25 mm; 0,25 mpu de
espessura do filme) nas seguintes condi¢Ges operacionais: programa de temperatura: 60°-
240°C, com gradiente de (3°C/min); temperatura do injetor: 250°C; gas de arraste: hélio
(velocidade linear de 32 cm/s, medida a 100°C); injegcdo sem divisdo de fluxo (0,1 uL de uma
sol. 2:1000 de n-hexano); temperatura da fonte de ions e outras partes 200°C. O filtro de
quadrupolo foi utilizado para varredura na faixa de 39 a 500 daltons a cada segundo e a
ionizacdo obtida pela técnica de impacto eletrdnico a 70 eV.

A identificacdo dos componentes volateis foi baseada no indice de retencdo linear (IR)
calculado em relacdo aos tempos de retencdo de uma série homdloga de n-alcanos e no padréo
de fragmentacdo observados nos espectros de massas, por comparacdo destes com amostras

auténticas existentes nas bibliotecas do sistema de dados e da literatura (ADMS, 2017).
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Figura 10: Shimadzu QP 2010 plus

Fonte: Proprio autor

4 ANALISE MICROBIOLOGICA
4.1 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO

O ensaio microbioldgico utilizou-se a cepa do microrganismo padrdo: fusobacterium
nucleatum INCQS (NCTC 11326), de referéncia em vigilancia sanitaria- CMRVS, pela
fundacdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ INCQS), Rio de Janeiro e pertencente ao banco de
padrdes do laboratério de controle de qualidade microbiolégico de medicamentos do Centro
Universitario do Para-CESUPA.

Obteve-se o0 inoculo a partir de uma cultura (24 - 48 h) em solugdo salina 0,85%
(m/V). A concentragdo do microrganismo foi padronizada pela comparacdo da turbidez do
indculo com a escala MacFarland equivalente a concentragio de 1,5x10° UFC/ml © em
turbidimetro (equipamento).
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Figura 11: Fusobacterium Nucleatum

Fonte: Proprio autor

Figura 12:Turbidimetro
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Fonte: Proprio autor

4.1.2 Controle Positivo e Negativo
Utilizou-se o antibidtico vancomicina (sigma-Aldrich®) como controle positivo na
concentracdo 16 ug/ml; a cultura do microrganismo em questdo avaliado e o meio estéril

como controle negativo.
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O meio de cultura utilizado para anélise foi o &gar e o caldo cérebro e coragdo (BHI)
respectivamente, contendo polissorbato 80 a 0,5% (m/V) e sangue de carneiro desfibrinado.

4.2 AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DA AMOSTRA PELO METODO DE DIFUSAO
EM AGAR

Placas de 15x100 mm foram preparadas vertidas de 11 ml do Agar BHI . Sobre essa
camada de meio solidificado adicionou-se 10 ml do agar BHI-indculo contendo 106 UFC/ml
(F. Brasileira, 2010)

Com as duas camadas de meio uniformemente sobrepostas e ja solidificadas, foi
sobreposto papel de filtro com diametros de aproximadamente 6 e 8 mm (F. Brasileira, 2010)
impregnados com 10uL de 6leo. Analizou-se em triplicata as amostras colocadas sobre a
cultura e inoculadas a 35°C/24h em ambiente de anaerobiose (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2010; WIKLER ,2006).

Ap6s o periodo de inoculagdo as placas foram reveladas com cloreto de
trifeniltetrazolico a 7 mg/ml em agar bacteriologico a 1% (m/V).

Os resultados dos halos em mm foram mensurados com o auxilio de um paquimetro e
avaliados por meio de andlise descritiva, frente aos valores de média, desvio padrdo e
coeficiente de variagéo.

4.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM), PELO
METODO DE DILUIGAO EM CALDO

A CIM do 6leo essencial foi realizada segundo a metodologia adaptada da
microdiluigdo proposta por Wilker (2006). O teste foi realizado em tubos eppendorfs®, onde
uma aliquota de 50ul de oleo foi diluida na proporcdo 1:2 em caldo BHI com sangue
desfibrinado a 5% (V/V) contendo 10° UFC/ml até 20 diluicbes. Em seguida, as culturas
foram incubadas a 35°C/24h em ambiente de anaerobiose e realizado em triplicata.

Apos o periodo de incubacdo as placas foram reveladas pelo semeio de 40 pl da
cultura de cada diluicdo em placas de Petri (50x50 mm) contendo agar caseina soja com
sangue desfibrinado a 5% (V/V) e incubados por mais 35°C/24 h. As placas foram avaliadas
pela presenca ou auséncia de crescimento, quando comparadas aos grupos controle positivo e

negativo. A CIM foi revelada na ultima diluigdo onde ndo houve crescimento microbiano.
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Figura 13: Microdilui¢cdes em tubos de eppendorfs®
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Fonte: Proprio autor

Figura 14: Semeio de 40 pl da cultura de cada diluicdo em placas de Petri (50x50 mm)

Fonte: Proprio autor
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5 RESULTADOS

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do Oleo frente as cepa de fusobactérium

nucleatum foi realizada pelo método de microdiluicdo que baseia-se em sucessivas dilui¢des

da amostra em meio de cultura contendo sangue. A presenca de sangue e de tensoativo no

meio impossibilitou 0 uso de corante, por isso, 0s resultados das culturas foram revelado por

meio de plaqueamento e conseqliente determinacdo da acdo bacteriostatica. Os resultados

revelaram que o 6leo de L. thymoide foi efetivo em baixas concentracdes frente a bactéria

anaerdbica periodontopatogénica. A Concentracdo Inibitéria Minima de fusobactérium

nucleatum foi de 1,6 ug /mL, seu teste de sensibilidade a L. Thymoide obteve um halo de

inibicdo de 15 mm e como controle positivo o antibidtico de escolha foi a Vancomicina como

mostra a Tabela 1.

Tabela 1- Concentracgdo inibitéria minima (CIM) e halo de inibicdo do 6leo essencial de L.

thymoide
L. Thymoide Padrao (Vancomicina)
F. Nucleatum
CIM (pg/ml) 1,6 0,16
halo 15 34
(mm)

Ja na identificacdo dos constituintes quimicos analisada por cromatografia de Fase

Gasosa/Espectrometria de Massas, podemos observar que obtivemos o Thymol em maior

concentracdo (59,91) e outros constituintes porém, com menor relevancia quando comparados

com o thymol.

Tabela 2- Identificacdo dos constituintes quimicos do extrato de Lippia

RI Constituents %
924 | a-thujene 0.74
932 | a-pinene 0.20
974 | B-pinene 0.09
988 | Myrcene 2.06
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1002 | a-phellandrene 0.23
1008 | 6-3-carene 0.12
1014 | a-terpinene 1.58
1020 | p-cymene 7.29
1044 | (E)-B-ocimene 0.14
1054 | y-terpinene 8.16
1086 | terpinolene 0.30
1095 | linalool 0.13
1141 | Camphor 0.04
1167 | umbellulone 0.21
1174 | terpinen-4-ol 0.34
1232 | methylthymol 1.43
1289 | Thymol 59.91
1349 | thymol acetate 6.26
1374 | o.— copaene 0.02
1403 | methyl eugenol 0.05
1417 | B-caryophyllene 4.49
1430 | B-copaene 0.11
1432 | trans-a-bergamotene 0.14
1434 | y-elemene 0.14
1452 | a- humulene 0.75
1458 | allo-aromadendrene 0.06
1478 | y-muurolene 0.24
1484 | germacrene D 0.26
1495 | y-amorphene 0.18
1511 | 8-amorphene 0.16
1502 | trans-B-guiaene 0.05
1513 | y-cadinene 0.20
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1522 | 3-cadinene 0.42
1548 | elemol 0.04
1582 | caryophyllene oxide 0.12

Foto 15- Mensuracéo da sensibilidade avaliada por meio de analise descritiva

Fonte: Préprio autor
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6 DISCUSSAO:

No presente estudo ndés mostramos a concentracao inibitéria mimina (CIM- 1,6
ug /mL ) e a sensibilidade da Lippia thymoide frente ao fusobacterium nucleatum ( alo de 15
mm de inibicdo) em um modelo in vitro sedimentado e utilizado em outros estudos para
avaliar a acdo de fitoterapicos como em Sarrazin et al., (2016) e Botelho (2016).

O uso da Lippia thymoide tem sido largamente estudada. devido ao seu potencial
etnofarmacoldgico. O género da Lippia pertence a familia verbenaceae da qual inclui
aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e arvores de pequeno porte distribuidas
principalmente na América Central, regides tropicais da Africa, América do Norte, América
do Sul e Australia (MUNIR, 1993; SILVA et al., 2006; PASCUAL et al., 2001; GOMES et
al., 2011). Silva et al., (2016) afirmam que o 6leo essencial da Lippia thymoide apresenta
composicdo similar a outras espécies, ndo havendo variacdes ocasionadas por fatores
climaticos, Cruz et al., (2014) confirmando os achados do trabalho a cima conclui também
que esse comportamento poderia possivelmente ser uma caracteristica da espécie Lippia,
acrescentando que a concentracdo do principal constituinte de Lippia gracilis Schauer
apresentou pouca variacdo entre as estacfes, demonstrando a estabilidade da composicao
quimica dos 6leos essenciais mesmo com diferentes condigdes climaticas.

Em nosso experimento identificamos sua composicdo quimica, as propriedades
farmacoldgicas do 6leo essencial da espécie Lippia thymoide e seu potencial antibacteriano.
Outros estudos obtiveram o género lippia como objeto de pesquisa. Pascual et al., (2001)
revisaram extensivamente a quimica de Lippia e descobriram gue 0s componentes com maior
freqiiéncia nos dleos essenciais desse género sdo o limonene, o B-caryophyllene, o p-cimeno,
a canfora, o linalol, o a-pinene e o thymol. Para Soto-Dominguez et al., (2012) o extrato é
considerado ndo toxico tanto para analises in vitro quanto in vivo em camundongos. Na
pesquisa realizada por Silva et al, (2015) eles avaliaram extratos brutos e fracdes de folhas e
caules de Lippia thymoide a fim de validar seu uso na medicina popular. Foram também
observados resultados in vitro de atividades antioxidantes e antimicrobianas e além disso
foram notados, cicatrizacdo in vivo de feridas, tratamento de febre induzida por levedura em
ratos jovens e lesdo oral aguda em ensaios com camundongos.

A investigacdo do uso de fitoterapicos como base de medicamentos para tratar a
doenca periodontal tem sido largamente realizada, pois 0 desenvolvimento e disseminacédo da
resisténcia antimicrobiana é uma preocupacao atual ao redor do mundo, (WHO, 2012). Novas

drogas contra infec¢des bacterianas, fangicas e virais estdo sendo descobertas para uma
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utilizacdo maior e mais abrangente. Para Sibanda (2007) e Vogel (2011) o tradicional
conhecimento sobre o potencial terapéutico das plantas tem atraido o interesse cientifico,
buscando novas maneiras de controlar e tratar muitas doencas causadas por microorganismos,
dentre elas, a doenca periodontal, de caracteristica multifatorial associada a um biofilme
disbidtico presente na regido cervical dos dentes.

Segundo o recente Estudo Global de Carga de Doencas (GBD, 1990-2010) a
periodontite grave é a 62 doenca mais prevalente em todo o mundo em média de 11,2% e
cerca de 743 milhdes de pessoas afetadas e o 6nus global da doenca periodontal aumentou em
57,3% de 1990 a 2010 (JIN et al., 2016; KASSEBAUM et al., 2014a; MARCENES et al.,
2013; MURRAY et al., 2012). Esses dados demonstram a importancia de se pesquisar
alternativas de tratamento dessa doenca, que tem como terapia convencional, a raspagem e 0
alisamento radicular e seus coadjuvantes; o uso de antibidtico; bochechos com bases
alopéticas e cirurgias corretivas.

Na busca de alternativas no tratamento da doenca periodontal através do controle
quimico da placa bacteriana, nosso estudo focou no 6leo essencial da Lippia thymoide da
regido norte do Brasil, obtendo resultados positivos, 0s quais corroboram com autores como
Girdo et al. (2001) que observaram reducéo e prevencao da doenca periodontal inicial em cées
utilizando a Lippia Sidoides Kunth, Botelho et al., (2007) com essa mesma espécie
pesquisaram o efeito antimicrobiano contra patégenos orais do género Streptococcus e
Candida albicans e ainda no mesmo ano comprovaram a reducdo da placa bacteriana e da
inflamacdo gengival em ensaio clinico humano. E em estudos mais recentes utilizando
espécies da L. origanoides e alba, Vieira et al. (2014) verificaram efeitos antimicrobianos
contra patdgenos orais quando usados no tratamento de aftas e abcessos dentarios, Freires et
al., (2015) também obtiveram resultado antimicrobiano contra patdgenos orais e reducdo de
biofilme bacteriano com a L. origanoides Kunth o que também foi encontrado por Tofind —
Rivera et al., (2016) que observaram a erradicagéo do biofilme de S. mutans no tratamento de
carie dentéria.

O 6leo essencial € largamente utilizado na industria farmacéutica em forma de
colutérios bucais como o Listerine®, o qual tem em sua composicao atual apenas 0,064% de
timol como obervado nas informagdes do fabricante (LAMBERT PHARMACEUTIAL
COMPANY, 1912).

Ao final de 2011 muitos estudos investigaram a efetividade de Listerine® na

reducdo da gengivite e do biofilme bacteriano e Vlachojannis et al., (2013), Vlachojannis et
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al., (2016) obtiveram resultados significantes quanto a efetividade e seguranga no uso desse
produto.

Como fonte inesgotavel de investigacdo sobre a doenca periodontal, adjuvantes
fitoterapicos tem sido objetos de buscas para que o biofilme, importante no desenvolvimento
e progressdo da doenca periodontal seja diminuido ou eliminado através da acédo letal de
microorganismos que compdem o biofilme. Por sua diversidade em espécies bacterianas, o
biofilme apresenta-se como um dificil fator de controle da doenca, e bactérias como a
fusobactterium nucleatum tem papel importante no desenvolvimento e crescimento por suas
caracteristicas.

E a mais numerosa bactéria Gram-negativa isolada do biofilme da placa dental
(Socransky, 1998), ou seja, € uma espécie central no desenvolvimento do biofilme e um
patdgeno em infeccBes humanas, incluindo a periodontite. Propriedades importantes da f.
nucleatum no desenvolvimento de biofilme e patogénese incluem as habilidades de se
coagregarem com colonizadores precoces e tardios de Dbiofilmes da placa
(KOLENBRANDER, 1993), aderem e invadem células do tecido hospedeiro (HAN, 2000),
induzem citocinas pré-inflamatérias (HUANG, 2001), e produzem proteases (BACHARACH,
2004). A coagregacdo demonstrou ser um mecanismo altamente especifico pelo qual as
bactérias da placa dental podem interagir fisicamente. Kolenbrander (2009) também relatou
em seu trabalho que a f. nucleatum atua como “bactéria-ponte” entre colonizadores primarios
e tardios, devido a sua habilidade de coagregacdo com outras espécies microbianas, 0 que
explicaria o fato destes microorganismos serem tdo numerosos em espécimes clinicos de
individuos sadios e doentes. Diante disso, nosso trabalho buscou a acdo de um fitoterapico
que pudesse agir sobre a fusobactterium a fim de impedir o crescimento do biofilme em suas
fases de colonizacdo seletiva, embora outros autores tenham avaliado a acdo de fitoterapicos
sobre outros microorganismos (PORTILLO- RUZ et al, 2012; BITU et.al, 2012).

Moro et al.,, (2018), através de uma revisdo sistematica concluiram que
fitoterapicos adjuvantes melhoram os pardmetros clinicos da doenca periodontal.

Portanto, mesmo sendo escassos estudos sobre o género Lippia e sua acdo sobre
bactérias anaerdbicas, podemos observar que resultados importantes sobre estas, fungos e
candida, aumentando a importancia da fusobacterium nucleatum em nosso trabalho sendo
uma anaerobica periodontopatogenica, com papel central na formacéo do biofilme bacteriano.
Podemos assim sugerir que mais estudos podem ser realizados sobre L. thymoides e seu 6leo

essencial no tratamento de doencas periodontias causadas por tais bactérias.
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7 CONCLUSAO

Estudos sobre bactérias anaerdbicas sdo escassos pela dificuldade em se cultivar,
de manter estabilidade das mesmas e do ambiente adequado durante todo o estudo.

Diante dos resultados alcangados concluiu-se que que o 6leo essencial da Lippia
thymoide tem acéo inibitdria frente a cepa da bactéria anaerobica fusobacterium nucleatum de
concentracdo inibitéria minima (CIM de 1,6) com um halo de sensibilidade (15mm). A
metodologia utilizada para a obtencéo e caracterizacdo do 06leo foi eficiente juntamente com a
identificacdo e quantificacdo dos constituintes quimicos.

Apesar de muitos estudos mostrarem acdo de fitoterapicos do género Lippia sobre
diversas doengas, ainda sdo escassos sobre doencas da cavidade oral e mais ainda problemas
periodontais.

Mesmo o0 género ja ter apresentado propriedades farmacologicas importantes de
uso tradicional e seu componente como o tymol largamente utilizado no mercado, ainda se faz
necessario maiores investigagcdes acerca dos efeitos do 6leo essencial da Lippia thymoide

sobre sua capacidade antibacteriana e sua citotoxidade.
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