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RESUMO 

A periodontite é uma doença de etiologia multifatorial, cujo fator etiológico primário 

constitui-se na presença de biofilme na superfície dentária, tendo a resposta do 

hospedeiro um papel preponderante no seu início e desenvolvimento. Seu tratamento 

tem como princípio a remoção mecânica do biofilme. O uso de adjuvantes químicos 

para o controle do biofilme e consequentemente da periodontite também tem sido 

preconizado em diversas formas de administração, porém a utilização de fitoterápicos 

para este propósito é bastante restrita. A Lippia thymoides é uma planta muito 

conhecida e utilizada na medicina popular, cujo potencial antibacteriano vem sendo 

estudado. Esse trabalho avaliou a atividade imunomoduladora e antimicrobiana dos 

extratos dessa planta através do cultivo do sangue total de voluntários com e sem 

periodontite da Clínica de Odontologia da Universidade Estadual de Feira de Santana 

(UEFS). A toxicidade do extrato metanólico de Lippia thymoides foi testada em 

Artemia salina e por meio da redução do MTT [3-(4,5-dimetiazol-2il-2,5-brometo de 

difeniltetrazólio)], em células do sangue periférico humanas. Foi realizado o teste de 

difusão em disco e de concentração inibitória mínima para os ensaios antimicrobianos. 

As células do sangue periférico dos participantes foram cultivadas por 48h em 

presença dos extratos e os níveis das citocinas interleucina 17(IL-17), interferon gama 

(IFN-), interleucina 13(IL-13), interleucina 10(IL-10) e interleucina 1 beta(IL-1) foram 

dosados por meio de ensaio imunoenzimático. O extrato das folhas de Lippia 

thymoides diluído em metanol (50%) e dimetilsulfóxido(DMSO) 3% não apresentou 

efeito citotóxico para células mononucleares do sangue periférico humanas nas 

concentrações de 1%, 5% e 10%. O extrato metanólico da L. thymoides inibiu a 

produção de IL-13 (p=0,000) e induziu maior produção de IFN-γ (p=0,019) quando 

comparado com a ausência de estímulo. Quando empregado concomitantemente com 

o extrato de P. gingivalis, levou à redução dos níveis de IL-1β (p=0,000) e IL-13 

(p=0,000) em relação àqueles observados quando o extrato bacteriano fora 

empregado isoladamente. Além disso, o extrato da L. thymoides se mostrou 

bactericida para os microrganismos Micrococus  luteus e Staphylococcus aureus, 

bacteriostático para Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e 

Salmonella cholereasuis, fungicida para Candida glabrata e fungistático para Candida 

albicans. O extrato metanólico de Lippia thymoides mostrou efeito antibacteriano, 
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antifúngico e imunomodulador, sendo um potencial produto biotecnológico para o 

controle de doenças bucais, especialmente a periodontite. 

PALAVRAS-CHAVE: Lippia thymoides, citocinas, imunomodulação, extratos 
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ABSTRACT 

Periodontitis is a disease of multifactorial etiology, whose primary etiological factor is 

the presence of biofilm on the dental surface, and the host response plays a major role 

in its onset and development. Its treatment has as its principle the mechanical removal 

of the biofilm. The use of chemical adjuvants to control biofilm and consequently 

periodontitis has also been advocated in various forms of administration, but the use 

of herbal medicines for this purpose is quite restricted. Lippia thymoides is a plant well 

known and used in folk medicine, whose antibacterial potential has been studied. This 

work evaluated the immunomodulatory and antimicrobial activity of the extracts of this 

plant through the cultivation of whole blood of volunteers with and without periodontitis 

of the Dental Clinic of Feira de Santana State University (UEFS). The toxicity of Lippia 

thymoides methanolic extract was tested in Artemia salina and by reducing MTT [3- 

(4,5-dimethiazol-2yl-2,5-diphenyltetrazolium bromide)] in human peripheral blood 

cells. Disc diffusion and minimum inhibitory concentration tests were performed for 

antimicrobial assays. Participants' peripheral blood cells were cultured for 48h in the 

presence of extracts and levels of interleukin 17 (IL-17), interferon gamma (IFN-γ), 

interleukin 13 (IL-13), interleukin 10 (IL-10) cytokines. ) and interleukin 1 beta (IL-1β) 

were dosed by enzyme immunoassay. Lippia thymoides leaf extract diluted in 

methanol (50%) and dimethylsulfoxide (DMSO) 3% had no cytotoxic effect on human 

peripheral blood mononuclear cells at concentrations of 1%, 5% and 10%. L. 

thymoides methanolic extract inhibited IL-13 production (p = 0.000) and induced higher 

IFN-γ production (p = 0.019) when compared to the absence of stimulation. When used 

concomitantly with P. gingivalis extract, it led to a reduction in IL-1β (p = 0.000) and IL-

13 (p = 0.000) levels compared to those observed when the bacterial extract was used 

alone. In addition, L. thymoides extract was bactericidal for the microorganisms 

Micrococus luteus and Staphylococcus aureus, bacteriostatic for Bacillus subtilis, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella cholereasuis, fungicide for 

Candida glabrata and Candida albicans. Lippia thymoides. Methanolic extract showed 

antibacterial, antifungal and immunomodulatory effects, being a potential 

biotechnological product for the control of oral diseases, especially periodontitis. 

KEYWORDS: Lippia thymoides, cytokines, extracts, immunomodulation 
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1.INTRODUÇÃO 

A periodontite é uma das afecções mais comuns na cavidade bucal, resultado 

do desequilíbrio entre a microbiota presente no biofilme dental e a resposta do 

hospedeiro (TRINDADE et al., 2013). Tem como consequência principal a perda do 

elemento dental, levando a problemas estéticos, funcionais, fonéticos e emocionais 

(LINDHE, 2005). Além disso, já foram relatados problemas de ordem sistêmica 

relacionados à doença periodontal como acidente vascular cerebral (DIAS et al 2007), 

doenças cardiovasculares e infecções pulmonares (MACÊDO et al. 2010; GOMES-

FILHO et al., 2014).   

O tratamento de escolha para a periodontite é a mecânica de raspagem e 

alisamento radicular para controle do biofilme bacteriano e seus produtos nocivos aos 

tecidos do hospedeiro, muitas vezes auxiliada pelo uso de antimicrobianos sistêmicos 

como a amoxicilina e o metronidazol ou na forma de bochechos, a exemplo do 

digluconato de clorexidina a 0,12%. Devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos 

é cada vez maior o número de microrganismos, com cepas resistentes a esses 

medicamentos. Algumas substâncias utilizadas como antimicrobianos em colutórios e 

dentifrícios, como o triclosan, além de contribuir para a seleção de bactérias 

resistentes, podem causar danos a animais, a água utilizada na agricultura e a 

ambientes marinhos (CORTEZ, 2011).  

Por causa do aumento dessa resistência, é necessário produzir 

medicamentos cada vez mais potentes e consequentemente mais caros para 

ultrapassar as barreiras de defesa desses microrganismos. Além disso, muitas 

pessoas não têm acesso a tratamento dentário na qualidade e frequência necessárias 

para uma boa saúde e fazem uso de plantas medicinais, principalmente na forma de 

chás, no tratamento das afecções bucais (SILVA, 1995). Diante deste panorama, tem-

se buscado abordagens alternativas para a prevenção e controle das doenças bucais.  

Assim, já que o Brasil possui uma grande biodiversidade, tendo a mais rica 

flora do mundo com várias espécies com potencial biotecnológico (HEINZMANN & 

BARROS, 2007; OCAZIONES 2010), é natural que se procure em nosso meio 

ambiente produtos que beneficiem a população a custos mais baixos. Portanto, o 

objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade imunomoduladora e antimicrobiana dos 

extratos da Lippia thymoides, uma planta muito conhecida na medicina popular  que 

tem se mostrado promissora para a obtenção de produtos biotecnológicos (SILVA et 
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al., 2015; OLIVEIRA, 2014), através da indução ou inibição de citocinas no sangue 

total humano in vitro. 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 PERIODONTITE 

As doenças periodontais estão entre as infecções orais mais comuns no 

mundo.  Estão associadas ao estabelecimento de um biofilme disbiótico que 

desencadeia uma resposta inflamatória e imunológica no hospedeiro, podendo levar 

à destruição dos tecidos de suporte e eventual perda dentária (MEYLE & CHAPPLE, 

2015; HAJISHENGALLIS, 2014; TRINDADE, et al., 2013; EKE, et al., 2012). Além do 

substancial ônus econômico e impacto negativo dessas doenças na qualidade de vida 

(BATCHELOR, 2014; DURHAM et al. 2013), bactérias orais e infecções periodontais 

têm sido indicados como potenciais fatores de risco para várias doenças sistêmicas 

(MIRANDA, et al., 2019; TAYLOR & HENNEKENS, 2018; GOMES-FILHO, et al., 

2014).  

Segundo a nova classificação da Academia Americana de Periodontia (AAP) 

e Federação Europeia de Periodontia (EFP) a periodontite é uma doença inflamatória 

crônica que compromete a integridade dos tecidos de sustentação do dente, isto é, a 

gengiva, o ligamento periodontal e o osso alveolar, conhecidos coletivamente como 

periodonto. Para o diagnóstico de periodontite tem que haver perda de inserção clínica 

interdental detectável em ≥2 dentes não adjacentes, ou perda de inserção vestibuar 

ou lingual ≥3 mm com bolsa ≥3 mm detectável em ≥2 dentes, mas a perda de inserção 

observada não ser atribuído a causas não relacionadas à periodontite (PAPAPANOU, 

et al., 2018). Além disso a nova classificação tornou a periodontite crônica e a 

periodontite severa uma entidade única, conhecida apenas como periodontite, mas 

com manifestações diferentes. Conhecida desde a antiguidade, a periodontite tornou-

se prevalente após a domesticação de plantas e animais nas sociedades neolíticas 

(aproximadamente 10.000 anos atrás), quando a microbiota bucal sofreu uma 

mudança de composição distinta com aumento na frequência de microrganismos 

como Porphyromonas gingivalis e outras espécies associadas, em comparação com 

sociedades anteriores de catadores e caçadores (ADLER, et al. 2013).  
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A periodontite  é a doença inflamatória mais prevalente em todo o mundo 

(CHAPPLE & GENCO 2013), afetando globalmente quase 50% da população adulta 

e 60% da população idosa. Entretanto, embora a perda de inserção clínica esteja 

relacionada com a idade (BILLINGS et al., 2018), parece não ser dependente apenas 

da idade, mas sim do tempo em que o organismo é exposto ao desafio bacteriano 

(PAPAPANOU, et al., 2018; HINRICHS & NOVAK, 2011). 

Balaji, et al. (2018), em um estudo com a população do sul da Índia, 

encontraram uma alta prevalência de doença periodontal na população estudada 

(42,3%). Entre os participantes urbanos, os escores de idade, tabagismo, mastigação 

de pastilhas, dentes cariados, ausentes e restaurados, mostraram-se 

significativamente associados à periodontite (P <0,05). E concluíram que a 

prevalência de periodontite parece ser alta mesmo em áreas com acesso adequado a 

cuidados com a saúde bucal e existe um risco de sobrecarga inflamatória de maneira 

definitiva. 

Chigasaki, et al. (2018), em um estudo transversal de larga escala, 

examinaram o estado periodontal e a prevalência de bactérias do “complexo 

vermelho” (Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia) em 

adultos japoneses em um total de 977 participantes inscritos no estudo. O valor médio 

de nível de crista óssea e a porcentagem de locais com uma profundidade de 

sondagem ≥ 4 mm ou a presença de sangramento à sondagem foram 

significativamente maiores em participantes mais velhos. As taxas de detecção de P. 

gingivalis, T. denticola e T. forsythia foram 46,3%, 76,4% e 61,1%, respectivamente. 

A taxa de detecção de P. gingivalis aumentou significativamente com idade, enquanto 

que as de T. denticola e T. forsythia foram comparativamente altas para todos os 

grupos etários.. Os fumantes atuais exibiram condição de doença mais avançada e 

uma significativamente maior taxa de detecção de P. gingivalis do que os não 

fumantes. Assim, eles concluíram que a condição periodontal piora com idade, e P. 

gingivalis parece ser a bactéria do complexo vermelho mais intimamente associada à 

periodontite. 

Discordâncias no diagnóstico das doenças periodontais podem ser algumas 

das razões pelas quais a prevalência de gengivite e periodontite pode variar muito, 

dependendo de qual nível de referência é considerado como critério para classificar a 

doença (Hujoel 2011). A classificação proposta pela Academia Americana de 
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Periodontia (AAP), citada acima, é voltada para o diagnóstico clínico, e não se mostra 

bem indicada para estudos de base populacional, que tenham como objetivo a 

observação da prevalência das doenças periodontais. Para este fim, a própria AAP, 

juntamente com o Centro para o Controle de Doenças (CDC), preconizam o critério 

proposto por Page e Eke (2007), atualizado por Eke (2012). Entretanto, para estudos 

de associação e experimentos que envolvam a etiopatogênese da doença, é 

necessário que testes mais específicos, com menor chance de que resultados falso-

positivos sejam encontrados, a exemplo dos critérios preconizados por Gomes-Filho 

et al. (2007) e Gomes-Filho, (2018). 

No tocante à etiologia, um grupo de três bactérias anaeróbicas orais que 

compreende P. gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia tem sido 

tradicionalmente considerado como agente causador da periodontite, com base em 

suas propriedades de virulência e forte associação com sítios doentes (SOCRANSKY 

& HAFFAJEE, 2005). Entretanto, avanços recentes de estudos metagenômicos, 

metatranscriptômicos e mecanicistas (BALAJI, et al., 2019; MERCADO, et al., 2019; 

SOLBIATI & FRIAS-LOPEZ, 2018) são consistentes com um novo modelo de 

patogênese da doença periodontal, que sugere  uma microbiota associada à 

periodontite mais diversa do que se pensava anteriormente está envolvida na doença. 

Nesse modelo, a doença resulta não de patógenos individuais, mas da sinergia 

polimicrobiana e disbiose, o que perturba o biofilme ecologicamente equilibrado 

associado à homeostase do tecido periodontal (ROSIER, et al., 2014; 

HAJISHENGALLIS & LAMONT, 2012; DARVEAU, 2010). A disbiose da microbiota 

periodontal significa um desequilíbrio na abundância relativa ou influência de espécies 

microbianas, que medeiam papéis distintos e sinergizam para formar uma entidade 

patogênica que pode causar doença em tecidos orais ou extra-orais de indivíduos 

suscetíveis (ABUSLEME et al., 2013; HAN & WANG, 2013; KEBSCHULL, et al., 2010).  

Segundo Banjar & Alshammari (2014), a periodontite resulta da interação 

entre microbiota, fatores ambientais, imunológicos e genéticos destacando o papel 

das citocinas, que são liberadas em sítios de periodontite em resposta a presença de 

microrganismos e seus fatores de virulência colaborando na reabsorção e destruição 

do tecido conjuntivo. Esses autores destacam o papel do polimorfismo genético das 

interleucinas na patogênese da periodontite, contudo esse papel é amplamente 

obscurecido. Estudos indicam que as variações genéticas de IL-1α, IL-1β, IL-1RN, IL-
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6 e IL-10 são significativamente associadas à periodontite (KARIMBUX, et al., 2012; 

LAINE, et al., 2012).  

Para Hajishengallis (2015), as principais descobertas da pesquisa básica 

precisam ser traduzidas em aplicações clínicas para terapias de modulação do 

hospedeiro para neutralizar os mecanismos imuno-subversivos dos microrganismos 

periodontais e, assim, contribuir para o tratamento da periodontite e distúrbios 

inflamatórios sistêmicos associados. Essas estratégias de modulação do hospedeiro 

têm maior probabilidade de sucesso do que abordagens antimicrobianas diretas, já 

que podem agir com baixa abundância especialmente quando se trata de patógenos 

fundamentais, pois estes provavelmente não serão completamente erradicados, em 

parte porque podem se esconder dentro de células hospedeiras permissivas. 

Pelo exposto,  a periodontite é uma doença que apesar de ser conhecida há 

muito tempo ainda carece de mais estudos sobre sua etiopatogenia, diagnóstico e 

forma de tratamento visto sua importância para a saúde e bem estar da população 

mundial. 

 

2.2 CITOCINAS 

 

Citocinas são moléculas proteicas secretadas pelas células do sistema imune 

inato e adaptativo que podem regular diversas funções na resposta imune. Enviam 

diversos sinais estimulatórios, modulatórios ou mesmo inibitórios para as diferentes 

células do sistema imunológico ( MOULTON, 2016). Têm função autócrina agindo na 

própria célula produtora, parácrina atuando em células próximas e endócrina quando 

sua ação é à distância. Atuam em concentrações baixíssimas e sua síntese 

habitualmente ocorre após estimulação antigênica (VARELLA & FORTE, 2001). 

Segundo Shebert (2011) As citocinas formam um grupo de proteínas que 

participam da sinalização celular, da comunicação intercelular e de muitas funções 

celulares e imunológicas. Elas estão proeminentemente envolvidas em respostas 

inflamatórias e defesa contra infecções. 

Podem ser produzidas por várias tipos celulares entretanto sua distinção em 

perfis se dá pela seguinte via: há uma diferenciação inicial das células T  pela 

expressão de um marcador de superfície celular, podendo ser CD4 ou CD8. As células 

T que expressam o marcador CD4, são chamadas de células T CD4+e podem se 
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diferenciar em subtipos distintos. Contudo, estes linfócitos T CD4+ são coletivamente 

chamados de linfócitos T auxiliares (TH), ao menos até a sua diferenciação em subtipo 

específico (ABBAS, et al., 2015) 

As células efetoras da linhagem CD4+ são caracterizadas pela sua 

capacidade de expressar moléculas de superfície e secretar citocinas que ativam 

outras células (MURPHY, et al, 2016). Enquanto as células T CD4+ virgens produzem 

IL-2 principalmente seguindo sua ativação, as células efetoras são capazes de 

produzir um grande número e uma variedade de citocinas que possuem atividades 

biológicas diversificadas. Existem 3 subtipos distintos de células T CD4+ chamados 

TH1, TH2 e TH17, que funcionam na defesa do hospedeiro contra diferentes tipos de 

agentes infecciosos e estão envolvidos em tipos diferentes de lesão ao tecido nas 

patologias imunomediadas (ABBAS, et al., 2017). 

Na periodontite, uma alteração no equilíbrio entre respostas Th1 e Th2, e a 

ativação da Th17, modulam a expressão da doença, levando à inflamação e induzindo 

perda óssea (PRESHAW & TAYLOR, 2011). A resposta Th1 desencadeia 

predominantemente uma resposta imune celular através principalmente da secreção 

de citocinas IL-2, IL-12 e IFN-γ. A resposta Th2 é considerada uma resposta imune 

humoral onde ocorre principalmente a secreção de IL-4, IL-5, IL-6, IL10 e IL-

31(GAFFEN & HAJISHENGALLIS, 2008). 

Na periodontite, as principais citocinas envolvidas são a IL 10, IL 1β, IL 6, INF-

γ, TNF-α, IL 8, IL 13, IL 17 e IL 23. (CARDOSO, et al., 2018; FERREIRA, et al., 2017; 

FIGUEREDO, et al., 2017). Em nosso estudo avaliamos os níveis de, IL 1-β, IL 10, 

INF-γ, IL 13 e IL 17. 

Interleucina 1 beta (IL-1β) é uma citocina pró-inflamatória, expressa por uma 

miríade de células, incluindo macrófagos, células NK, monócitos, células dendríticas 

e neutrófilos. Hipersensibilidade inflamatória foi encontrada como sendo o resultado 

de ativação de IL-1β na ciclo-oxigenase-2 (PTGS2 / COX2). IL-1 beta, também tem 

sido associada com choque séptico, e cicatrização de feridas (GIRALDO et al., 2009). 

IL-1β, é uma das formas moleculares de IL-1, e está entre os mais importantes 

marcadores de indução da resposta inflamatória (FERRERO-MILANI et al., 2006). O 

mecanismo de inibição natural dessa citocina envolve o bloqueio da ligação no 

receptor por antagonistas de receptores de citocinas, assim como o IL-1Ra, 

antagonista do receptor de IL-1. IL-1Ra é uma proteína da família das interleucinas 
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originalmente descrita como uma molécula secretada por monócitos e macrófagos, 

que modula uma variedade de respostas imunes e inflamatórias relacionadas à IL-1 

(AREND & GUTHRIDGE, 2000). Patógenos periodontais, como Porphyromonas 

gingivalis, possuem moléculas capazes de induzir o aumento na sua produção 

(ALMEIDA-DA-SILVA, et al., 2019; LINHARTOVA et al., 2019; TRINDADE et al., 

2012). 

A interleucina 10 (IL-10) é uma potente citocina anti-inflamatória que 

desempenha um papel crucial e muitas vezes essencial na prevenção de patologias 

inflamatórias e auto-imunes (MOSSER & ZANG 2008; MOORE et al, 2001;). É um 

inibidor de macrófagos ativados, o que lhe cabe um importante papel no controle 

homeostático das reações da imunidade inata e da imunidade celular. Tem a função 

de inibir a produção de IL-12 e TNF pelos macrófagos ativados, inibir a expressão de 

co-estimuladores e das moléculas do MHC de classe II nos macrófagos, e estimular a 

proliferação de células B humanas em cultura (ABBAS et al., 2015). Deficiência ou 

expressão aberrante de IL-10 pode aumentar a resposta inflamatória ao desafio 

microbiano, mas também levar ao desenvolvimento de doença inflamatória intestinal 

e um número de doenças auto-imunes (O’GARRA et al., 2008).Também parece ser 

modulada por microrganismos associados à patogênese da periodontite (TOKER, et 

al., 2019; TRINDADE et al., 2012). 

Interferon gama (INF-γ) é uma citocina produzida primariamente pelas células 

Th1, embora ela possa também ser produzida pelas células Tc e NK em uma extensão 

menor. Ela tem numerosas funções tanto no sistema imune inato como no adaptativo 

tais como: ativação de monócitos, ativação de células endoteliais e aumento de MHC 

I e II em muitas células de tecidos especialmente macrófagos (MAYER, 2009). É uma 

citocina imunorreguladora que, quando ativada por seu receptor, desempenha um 

papel importante na ativação de processos inflamatórios, que são a base da doença 

periodontal (FIORILLO et al., 2018). O IFN-y é uma proteína homodimérica que 

pertence às citocinas do tipo II. O seu receptor é constituído por duas cadeias 

polipeptídicas, pertencentes à mesma família do IFN-γ e denominadas IFNGR1 e 

IFNGR2. A ligação do IFN-γ com as duas cadeias induz a sua dimerização, o que 

causa uma associação entre as JAK1 e as JAK2-quinases, ativando a via de 

sinalização JAK / STAT. Essa via de sinalização leva à ativação do fator de transcrição 

STAT1, que induz a transcrição de vários genes, incluindo o próprio IFN-γ, que ativa 
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macrófagos para matar os microrganismos fagocitados junto com a ligação CD40L-

CD40; além disso, o IFN gama promove a diferenciação em Th1 ativando o fator de 

transcrição T-bet e inibindo-o em direção a Th2 (ABBAS et al., 2015). Estudos 

sublinharam as evidências clínicas entre os interferons no fluido crevicular e a 

resposta inflamatória da periodontite (NIEDZIELSKA & CIERPKA, 2010). 

A interleucina-13 (IL 13) é uma citocina de 15 kD, com quatro a-hélices, 

produzida por diferentes tipos celulares. Ela imita os efeitos da IL-4 em células não-

linfóides. As ações da IL-13 na célula endotelial, as quais incluem indução da molécula 

1 de adesão à célula vascular e a produção de quimiocinas, podem contribuir para o 

recrutamento de eosinófilos nos tecidos durante as reações imunes mediadas por 

células Th2 (ABBAS et al., 2015). A IL-13 está intimamente relacionada à IL-4 na 

função biológica, mas, em geral, as respostas das células à IL-13 são menores em 

magnitude. A exceção é a diferenciação de células Th2, na qual a IL-13 não parece 

desempenhar um papel porque as células Th0 não expressam IL-13R em suas 

superfícies. No entanto, como a IL-4, a IL-13 inibe a produção de macrófagos de TNF, 

IL-1β e quimiocinas pró-inflamatórias, mas pode regular positivamente a síntese de 

IL-12 por células dendríticas e macrófagos (TAK & SAUNDERS, 2006). A ativação de 

células B na presença de IL-13 estimula a sua proliferação e induz o aumento da 

expressão na superfície de CD23, MHC de classe II e IgM. A IL-13 também promove 

a mudança do isotipo para IgE e IgG1, e os camundongos IL-4 - / - ainda são capazes 

de produzir quantidades modestas desses anticorpos usando a via dependente da IL-

13. Células T CD4 + maduras de camundongos IL-13 - / - produzem níveis 

significativamente mais baixos das citocinas Th2 IL-4, IL-5 e IL-10. Estes animais 

também possuem níveis basais mais baixos de IgE sérica. Estudos de infecções por 

nematóides de camundongos STAT6 - / -, IL-4Rα - / - e IL-13 - / - mostraram que a 

sinalização da IL-13 é absolutamente necessária para a defesa contra esses 

parasitas.  Estudos de células T estimuladas por antígenos tratadas com anticorpos 

anti-IL-13 sugeriram que a inibição da função de IL-13 pode comprometer a expressão 

de IL-4(O’SHEA et al., 2013). A IL-13 induz tanto a regulação de TGF-β, uma citocina 

conhecida por estimular a produção de colágeno e por infra-regulação da produção 

de MMP-1 colágeno-destruidora. Este efeito pode ser forte durante a periodontite 

quando as células Th2 assistem as células T (BEKLEN, 2017). 
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Estudos têm evidenciado o subtipo celular conhecido como Th17, relacionado 

com a produção de IL-17, a princípio envolvida com a patogênese de doenças 

inflamatórias crônicas ou autoimunes (BETELLI et al., 2008; OUKKA, 2007; 

SCHMIDTWEBER, et al., 2007). A IL-17 aumenta a produção de múltiplos mediadores 

inflamatórios, como IL-1, IL-6 e TNF-α. Diversos estudos apontam que a resposta 

Th17 esteja presente na resposta inicial a diversos patógenos. Em relação à 

periodontite, um elevação significativa da quantidade total de IL-17 foi demonstrada 

no fluido crevicular gengival, amostras de fluidos e sobrenadantes de cultura de 

células gengivais em pacientes com periodontite em comparação com controles 

saudáveis o que sugeriu um papel para a IL17 na patogênese da periodontite 

(VERNAL et al, 2005). O envolvimento da IL-17 na resposta do hospedeiro doença 

periodontal é ainda apoiado por Lester et al.(2007), que relataram aumento da 

concentração de IL-17 em sobrenadantes de tecido gengival em locais com perda de 

inserção clínica moderada a grave e encontrou uma correlação entre eles baseada no 

nível dos sítios. Arief et al (2017), encontrou níveis de concentração sérica de IL-17  

significativamente maiores (p = 0,026) em indivíduos com periodontite crônica 3,6 

(1,03) pg / mL em relação ao controle Contudo, Pradeep et al (2009) encontraram  

resultados incertos em relação à IL-17 e periodontite. Apesar do papel da IL-17 na 

inflamação ter sido estudado por um bom número de investigadores, ainda não está 

claro e pouca evidência tem sido encontrada em relação ao nível sérico de mediadores 

inflamatórios da IL-17 em pacientes com periodontite. 

 

2.3 O GÊNERO Lippia  

 

O uso de espécies vegetais com fins terapêuticos é uma tradição milenar 

presente nas culturas de vários povos, constituindo, ainda hoje, um recurso alternativo 

de grande aceitação (GOMES, et al. 2011; SANTOS, et al., 2008). 

Entre as plantas utilizadas como medicinais, destacam-se as espécies da 

Família Verbenaceae pertencente à ordem Lamiales. Esta Família compreende 35 

gêneros e 1.035 espécies, muitos exclusivamente brasileiros, com distribuição tropical 

e subtropical (CARDOSO, et al., 2018). Os gêneros mais representativos em número 

de espécies são: Verbena, Lippia, Citharexylum, Stachytarpheta, 

Glandularia e Duranta (JUDD, et al., 2008). 
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O gênero Lippia é o segundo maior da família Verbenaceae e possui 

aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e pequenas árvores, cujos 

maiores centros de dispersão se encontram em países das Américas do Sul e Central, 

como também em territórios da África tropical (TERBLANCHÉ & KORNELIUS, 1996; 

PASCUAL et al. 2001) 

Os principais centros de diversidade específica do gênero Lippia estão 

localizados no México e Brasil, sendo que o maior número de espécies se encontra 

na Cadeia do Espinhaço, que se estende pelos estados de Minas Gerais, Bahia e 

Goiás (OLIVEIRA, et al., 2007). 

No Brasil, encontram-se aproximadamente 120 espécies de Lippia, 

distribuídas no cerrado e caatinga, onde se destacam por seu aspecto chamativo no 

período da floração e por seu aroma forte e geralmente agradável. Destas espécies, 

a L. alba (Mill.) N. E. Brown (erva cidreira ou falsa melissa) é a mais conhecida e 

utilizada devido as suas propriedades medicinais (OLIVEIRA, et al., 2006). 

No nordeste do país muitas espécies de Lippia são usadas na medicina 

popular para o tratamento de resfriados, gripes, dores estomacais, espasmos, 

bronquites e tosse. Em muitos casos, as partes usadas são as folhas e flores na forma 

de infusão ou decocto administradas oralmente ou através de emplastos (PASCUAL, 

et al., 2001; OLIVEIRA, et al., 2006). 

Várias espécies de Lippia são empregadas na medicina tradicional no 

tratamento de doenças diversas e, como resultado, muitas têm sido investigadas do 

ponto de vista farmacológico, revelando importantes propriedades tais como: ação 

sedativa, antiespamódica, estomáquica, antifúngica, antiinflamatória e antipirética 

de L. alba (Mill.) N. E. Brown (CORDERO, et al, 2017; MESA-ARANGO, et al. 2009; 

GOMES, et al, 1993); efeito antisséptico, antiinflamatório e cicatrizante do extrato 

aquoso de L. sidoides Cham (GOMES, et al. 2011); ação contra a malária, no 

tratamento de hipertensão e combate à sarna de L. multiflora Moldenke (VALENTIN, 

et al. 1995;  OLADIMEJI, et al. 2000) e tratamento da tosse e bronquite de L. 

dulcis Trevir (COMPADRE, et al 1986). 

O efeito antibacteriano de espécies de Lippia tem sido relatado na literatura. 

L. alba e L. sidoides apresentaram ação contra o Mycobacterium tuberculosis (Mota 

et al. 2018). 
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Juiz (2013), estudou a atividade antimicrobiana das plantas Ocimum 

americanum L., Ocimum basilicum L., Mentha x villosa Huds, Chenopodium 

ambrosioides L. e Lippia alba (Mill) N.E.Br.  frente aos periodontopatógenos 

Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Fusobacterium 

nucleatum. Os resultados mostraram que os óleos essenciais das plantas estudadas 

foram mais efetivos em inibir o crescimento dos microorganismos que os extratos 

metanólicos 

Além da ação antimicrobiana relatada, Ríos et al (2017), provaram que a 

mistura dos óleos essenciais da L. origanoides e S. glutinosa causou uma alta taxa de 

mortalidade contra as larvas do mosquito Aedes aegypti. 

Interessantemente, o óleo essencial da L. origanoides rico em timol, aumentou 

a proliferação de células tronco do tecido adiposo in vitro Brito et al (2018). 

Algumas espécies de Lippia têm sido utilizadas também no reflorestamento 

de áreas devastadas pela mineração. Lippia origanoides, por exemplo, tem sido usada 

como espécie pioneira em regiões de minas de ferro desativadas ou abandonadas na 

Venezuela (GUEVARA et al, 2005). 

 

2.3.1 Lippia thymoides 

 

A espécie Lippia thymoides Mart. & Schauer, conhecida popularmente como 

alecrim-do-mato, alecrim-de-vaqueiro ou alecrim-miúdo-de-cheiro, tem despertado o 

interesse de pesquisadores (SILVA et al., 2015; OLIVEIRA, 2014), por ser promissora 

para a indústria farmacêutica e de defensivos. Corresponde a uma espécie nativa e 

endêmica do Brasil, podendo ser encontrada principalmente na Bahia e Minas Gerais, 

em domínios fitogeográficos de caatinga e cerrado, sendo listada no banco de dados 

de plantas do Nordeste (SALIMENA, 2010; GAMARRA-ROJAS et al., 2012).  

Além disso, a atividade antimicrobiana de seus óleos essenciais e extratos 

tem sido demonstrada por meio de testes qualitativos (RODRIGUES et al., 2008) e 

quantitativos (OLIVEIRA et al., 2011). Silva (2012), demonstrou que os óleos 

essenciais dessa planta inibiram o crescimento da bactéria Staphylococcus aureus, 

enquanto as frações diclorometano e acetato de etila dos extratos metanólicos das 

folhas e caules inibiram o crescimento de S. aureus, Micrococcus luteus e Bacillus 

cereus. O extrato metanólico das folhas significantemente reduziu a temperatura retal 
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de ratos submetidos ao ensaio de hipertermia induzida por hiperpirexia com injeção 

de Saccharomyces cerevisiae. Lucchese et al. (2006) e Pinto et al. (2006) relataram 

que o óleo essencial das folhas apresentou atividade antimicrobiana contra o Bacillus 

cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella choleraesuis e Candida albicans.  

O óleo essencial dessa espécie apresentou atividade antinociceptiva em 

camundongos, provavelmente pelo efeito anti-inflamatório do β-cariofileno, 1,8-cineol, 

canfeno e borneol (SILVA, 2012). Lopes et al. (2005) e Lopes (2004) isolaram do óleo 

essencial dessa planta, os compostos timol, carvacrol, cineol e humuleno. 

  Pelo exposto, observa-se que o uso de princípios ativos encontrados nos 

extratos e óleo essencial da L. thymoides vem ganhando espaço no cenário da 

biotecnologia. Assim, este trabalho visa colaborar nesse sentido testando a 

capacidade imunomoduladora e antimicrobiana dessa planta no controle da 

periodontite. 

 

2.4 A MICROBIOTA BUCAL 

 

A descoberta dos microrganismos remonta ao século XVI. Historicamente, 

Antonie van Leeuwenhoek examinou o seu próprio biofilme dentário e de outras 

pessoas através de seu microscópio. Ele nomeou os micróbios “Dierken”, significando 

pequenos objetos vivos (GORDON & KLAENHAMMER, 2011). Desde então, a ciência 

vem tentando descobrir os segredos dos microrganismos. Nos últimos 200 anos, com 

os avanços da microscopia e de outras tecnologias, a compreensão dos 

microrganismos tornou-se cada vez mais profunda. A cavidade oral humana contém 

vários habitats diferentes, incluindo os dentes, o sulco gengival, a língua, os palatos 

duro e mole e as amígdalas, e atua como o tubo que conecta o exterior e o trato 

digestivo e o trato respiratório do corpo humano, espaço apropriado para a 

colonização de microrganismos (GAO, et al., 2018).  

Os microrganismos encontrados na cavidade oral humana têm sido referidos 

como microbiota bucal, microbiota oral ou microbioma oral (DEWHIRST et al., 2010). 

A interação de microrganismos orais variáveis ajuda o corpo humano contra a invasão 

da estimulação indesejável do lado de fora. No entanto, o desequilíbrio dessa 

microbiota contribui para doenças orais, como cárie dentária, periodontite (PHILIP et 
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al., 2018; WASFI et al., 2018; COSTALONGA & HERZBERG, 2014; JORTH et al., 

2014; LIU et al., 2012;), doenças da mucosa oral (SAIKALY, 2018) e doenças 

sistêmicas, como doenças sistêmicas gastrointestinais e nervosas (LIRAJUNIOR & 

BOSTRÖM, 2018; PLAZA-DIAZ et al., 2018; REDDY et al., 2018; ATARASHI, 2017; 

BLOD et al., 2017; PETERS et al., 2017; ROSZYK & PUSZCZEWICZ , 2017; LING et 

al., 2015; JORTH et al., 2014;  KUCZYNSKI et al., 2012; ZARCO et al., 2012), 

cardiovasculares e respiratórias (TAYLOR & HENNEKENS, 2018; GOMES-FILHO, et 

al., 2014).  

Os microbiomas orais desempenham um papel importante na comunidade 

microbiana e na saúde humana (ZARCO et al., 2012). A seguir discorreremos sobre 

alguns desses microrganismos que foram alvo de nossos estudos com o extrato da L. 

thymoides. 

A cavidade oral pode atuar como um reservatório para certos patógenos que 

podem causar infecções locais e sistêmicas, incluindo doença periodontal. O fungo 

oportunista Candida albicans tem um papel preponderante entre outras espécies do 

seu gênero na periodontite (MURPHY, et al., 2019). De fato, a presença de suas hifas 

foi demonstrada no tecido conjuntivo de pacientes periodontais, em associação com 

bactérias anaeróbias altamente invasivas como Porphyromonas gingivalis, Prevotella 

intermedia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (REYNAUD, et al., 2001). C. 

albicans e Candida dubliniensis podem fazer parte do biofilme bacteriano e 

desempenham um papel fundamental na aderência do mesmo aos tecidos e desta 

forma favorecem a invasão (RUBIO, et al., 2015). Um estudo determinou a prevalência 

de espécies de Candida em bolsas periodontais de indivíduos imunodeprimidos 

residindo em Buenos Aires. Entre 76 leveduras isoladas, C. albicans foi a espécie mais 

frequentemente isolada (63%) (CUESTA, et al., 2010).  

A colonização subgengival por C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata e C. 

tropicalis foi descrita por outros autores (FURLLETTI, et al., 2008; KOGA-ITO, et al. 

2008). Entre os diferentes agentes químicos utilizados, a clorexidina é bastante 

difundida por ter ação anti-séptica de amplo espectro. É usado na manutenção da 

terapia periodontal e como adjuvante do tratamento em procedimentos de raspagem 

e aplainamento radicular (GUARNELLI, et al., 2008). Outras substâncias como a 

própolis têm sido usadas sobretudo pela ação dos seus flavonóides (SIQUEIRA, et 

al., 2015). Como a L. thymoides é rica nesses compostos (MAGALHÃES, 2018; 
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LUCCHESE, et al., 2006), torna-se uma candidata natural no tratamento contra esses 

fungos. 

Outro microrganismo alvo de nosso estudo, que apesar de não ser comum na 

cavidade oral pode causar grandes danos à saúde humana (HUANG, et al., 2019; 

SUGIMOTO, et al., 2017), foi a Salmonella choleraesuis.  Salmonella é uma bactéria 

que possui duas espécies capazes de causar doenças em humanos: S. enterica e S. 

bongori. A Salmonella enterica, que possui maior relevância para a saúde pública, é 

composta por seis subespécies (S. enterica subsp. entérica, S. enterica subsp. 

salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp 

houtenae, S. enterica subsp. indica). A Salmonella spp. é geralmente referida por seu 

nome de sorotipo. Por exemplo, Salmonella enterica subsp. enterica é dividida em 

numerosos sorotipos, incluindo S. enteritidis e S. choleraesuis (BRASIL, 2019).  

Sorotipos de Salmonella não tifóide são as principais causas de infecções 

transmitidas por alimentos em todo o mundo. Eles ainda afetam seriamente a saúde 

humana e causam morbidade e mortalidade. As infecções por sorotipos não tifóides 

de Salmonella resultam mais frequentemente em gastroenterite aguda autolimitada 

que não requer terapia antimicrobiana. No entanto, aproximadamente 5% dos 

indivíduos com doença gastrointestinal causada por sorotipos não-tóxicos de 

Salmonella desenvolvem bacteremia. Crianças com certas condições subjacentes 

estão em maior risco de bacteremia, o que pode levar a infecções focais 

extraintestinais. Tais condições incluem idade muito jovem (bebês), HIV/AIDS, 

malignidades, terapia imunossupressora, anemia hemolítica e doença inflamatória 

intestinal (IYER, et al. 2018; LO, et al., 2018; CHEN et al., 1999; CHIU, et al. 1999). 

A rizobactéria Bacillus subtilis tem sido usada para estudos genéticos e 

bioquímicos por várias décadas, e é considerada como paradigma de bactérias Gram-

positivas formadoras de endósporos (MOSZER et al., 2002). Esse microrganismo vive 

em harmonia com o meio sendo muito estudados seus efeitos benéficos na 

periodontite (MESSORA, et al., 2016; TSUBURA, et al. 2009). Porém, sua capacidade 

de formar biofilmes (BRANDA et al., 2001; HAMON e LAZAZZERA, 2001), o torna de 

alta relevância na patogênese periodontal por agregar outros microrganismos e 

absorver DNA exógeno (ABRAHAM, et al., 2018). 

Também implicada na disbiose periodontal a bactéria Micrococcus luteus é 

muitas vezes encontrada de maneira transitória na pele do ser humano. É muito 
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utilizada para a detecção de compostos antimicrobianos e pode estar associada à 

ocorrência de infecções como abscessos, pneumonia, artrite séptica, meningite, 

bacteremia e choque séptico em pacientes imunodeprimidos (TRABULSI; 

ALTERTHUM, 2008). Marion et al. (2014) encontraram esse microrganismo em cones 

de papel usados para tratamento endodôntico. Por ser um patógeno periodontal 

bastante conhecido é usado como indicador da eficiência de antimicrobianos 

(BLANDIZZI, et al. 1999). 

Outro microrganismo importante na periodontite é o Staphylococcus aureus. 

Espécie bacteriana Gram-positiva e onipresente, o nicho ecológico de S. aureus em 

humanos é a narina anterior. Na população humana, aproximadamente 20-25% 

tornaram-se persistentemente colonizados e 75-80% intermitentemente ou nunca 

foram colonizados (DALLA”ANTONIA, et al. 2005; KLUYTMANS, et al. 1997). A 

formação de biofilme de S. aureus na cavidade bucal pode atuar como reservatório 

de infecções bucais.  Esse patógeno está associado a casos refratários de 

periodontite mais difíceis de tratar (HEITZ-MAYFIELD & LANG, 2010). 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria gram negativa aeróbica, não-

fermentadora, muito importante na formação do biofilme bacteriano causador da 

periodontite (RYBTKE, et al., 2015). Segundo Muhlebach et al. (2006) e Taylor et al. 

(1990), Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus desempenham um papel 

importante na morbidade e mortalidade de pacientes com fibrose cística. Caldas et al. 

(2015), em um estudo caso-controle encontraram o mesmo clone bacteriano de P. 

aeruginosa na saliva, nos pulmões e na placa subgengival de pacientes com fibrose 

cística, o que sugere, segundo esse estudo, uma passagem ascendente ou 

descendente de bactérias na cavidade oral e nos pulmões destacando o possível 

papel de um reservatório desse patógeno  na cavidade oral, constituindo uma 

potencial fonte de colonização pulmonar subsequente ou recolonização na fibrose 

cística. 

Também correlacionada à periodontite, a escherichia coli é um micro-

organismo que pertence à família Enterobacteriaceae e entre suas principais 

características têm-se, bacilos Gram-negativos, não esporulados, capazes de 

fermentar glicose com produção de ácido e gás (MURRAY, 2002). 

Interessantemente Souto et al. (2006) em um estudo com 600 amostras, de fluido 

crevicular gengival, observaram que as espécies que predominaram 
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incluíram Corynebacterium diphtheriae, Enterococcus faecalis, Staphylococcus 

aureus, Acinetobacter baumannii e Escherichia coli.  Em particular, C. diphtheriae, E. 

coli, E. faecalis, Pseudomonas. aeruginosa e S. aureus foram significantemente mais 

prevalentes e detectadas em maior número nos sítios doentes de pacientes com 

periodontite em relação aos sítios de indivíduos com saúde periodontal Sinais clínicos 

de doença periodontal apresentaram uma correlação positiva com as espécies A. 

baumannii, Streptococcus pyogenes, E. coli, S. aureus e P. aeruginosa. Além disso, 

as espécies S. pyogenes e A. baumannii, C. diphteriae e E. faecalis, C. diphteriae e 

S. pyogenes. S. aureus  e  P. aeruginosa também demonstraram uma forte correlação 

positiva entre si. Assim, concluíram que bactérias patogênicas "não-orais" são 

detectadas em grande prevalência e altos níveis em sítios de pacientes com 

periodontite.  

Esses achados demonstram que os microrganismos não estão isolados, ao 

contrário, fazem parte de uma microbiota que pode ou não tornar-se patogênica 

dependendo de sua interação com o meio 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 OBTENÇÃO DOS EXTRATOS 

O extrato metanólico das folhas de Lippia thymoides Mart & Schauer foi cedido 

pelo Laboratório de Química de Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON) da 

Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS). De forma resumida, a coleta do 

material vegetal foi realizada em novembro de 2015, na Coleção de Plantas 

Medicinais e Aromáticas da Unidade Experimental do Horto Florestal. Uma exsicata 

da espécie oriunda desta coleção está depositada no Herbário da UEFS, sob número 

de registro 241404 (Figura 1). O extrato foi produzido a partir das folhas secas, por 

maceração em metanol assistida por ultrassom. (MAGALHÃES, 2018).    
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Figura 1: Exsicata  de L. thymoides Mart & Schauer. Nº 241404 – Herbário, UEFS 

Fonte: Magalhães, 2018 

 

3.2 DOSAGEM DE PROTEÍNA  

 

Alíquotas do extrato das folhas de L. thymoides Mart. & Schauer foram 

diluídas em metanol (Synth)/DMSO (Dimetilsulfóxido) (Synth) a 3% e filtradas com 

membrana estéril de diâmetro de 0,22µm para obtenção da concentração protéica. A 

dosagem de proteínas foi realizada com a técnica de Lowry modificada, de acordo 

com as instruções do fabricante (DC™ Protein Assay da Biorad, CA, USA) e os 

resultados foram obtidos pela leitura em espectrofotômetro. 

 

3.3 SELEÇÃO DA AMOSTRA 

 

Foram convidados a compor amostra os indivíduos com boa saúde sistêmica 

que buscaram atendimento odontológico nos ambulatórios do curso de Odontologia 

da UEFS. Os critérios de não inclusão avaliados pela anamnese e considerados para 

este estudo foram: história de doenças sistêmicas, gestação atual, tratamento 

periodontal anterior, uso de fumo atual ou anterior, uso de antibióticos e 

antiinflamatórios, respectivamente, nos seis e dois meses anteriores à coleta. 
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Compuseram o grupo caso 17 indivíduos diagnosticados com periodontite, 

enquanto o grupo controle foi composto por 41 indivíduos sem periodontite. Os 

participantes receberam todas as devidas informações sobre a pesquisa e, 

posteriormente, foram preenchidos formulários para obtenção e assinatura do termo 

de consentimento informado, permanecendo uma cópia com os mesmos.  

A avaliação da condição periodontal foi realizada por um examinador, 

cirurgião dentista, previamente treinado. Os resultados obtidos pelo examinador 

durante o período de calibração foram comparados com os resultados obtidos por um 

professor, Doutor em Periodontia, considerado no teste como padrão ouro. 

A concordância das medidas clínicas foi calculada pelo índice Kappa 

interexaminadores, obtendo-se os valores de concordância de 0,83 e 0,74, para as 

medidas de profundidade de sondagem e recessão, respectivamente. 

No exame periodontal, foram medidos: o índice de sangramento à sondagem, 

profundidade de sondagem de sulco/bolsa e a recessão/hiperplasia gengival e obtidos 

os valores de nível de inserção para toda a cavidade bucal. Tais observações foram 

obtidas em seis diferentes locais para cada unidade dentária (disto-vestibular, médio-

vestibular, mesio-vestibular, disto-lingual, médio-lingual, mesio-lingual), exceto para o 

índice de placa visível que foi avaliado apenas em 4 locais (mesial, distal, vestibular e 

lingual). Todas as medidas foram realizadas com o auxílio de uma sonda milimetrada 

do tipo Williams e registradas ficha de exame bucal formulada para este projeto. 

O diagnóstico da condição periodontal foi realizado empregando-se o critério 

que considera com periodontite o indivíduo que apresentar pelo menos quatro dentes 

com no mínimo um sítio com profundidade de sondagem maior ou igual a 4 mm, perda 

de inserção maior ou igual a 3mm e sangramento à sondagem, no mesmo sítio 

(Gomes-Filho et al., 2007). 

 

3.4 CULTURA DE CÉLULAS 

 

Um volume de 30mL de sangue dos participantes da pesquisa foi coletado por 

punção venosa na fossa antecubital com tubo tipo Vacutainer estéril (BD-SP) 

heparinizado para a realização da cultura de sangue total de acordo com o protocolo 

modificado de Meyer e colaboradores (1982). Embora o uso de células 

mononucleares do sangue periférico (CMSP) seja preconizado para esse tipo de 
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estudo, pois teremos apenas um tipo celular (linfócitos) produzindo citocinas, optamos 

por utilizar sangue total devido à dificuldades técnicas encontradas no decorrer do 

trabalho. 

Em um fluxo laminar, em ambiente estéril, para cada participante, 2mL de 

sangue foram colocados em cada poço de uma placa de cultivo celular de 24 poços 

(COSTAR, Nova Iorque, EUA). As células foram cultivadas com 1,74 µg/ml de extrato 

imunogênico de P. gingivalis ATCC 33277 (NCBI Taxonomy ID: 431947), com 10 

µg/mL do extrato de L. thymoides Mart. & Schauer ou com ambos os estímulos, 

concomitantemente. Um poço permaneceu apenas com o sangue total, representando 

o controle negativo, e em outro, foram colocados 10 µg/ml do mitógeno Pokeweed 

(Phytolacca americana ou PWM), como controle positivo. O extrato imunogênico de 

P. gingivalis foi produzido de acordo com o protocolo padronizado por Trindade et al. 

(2008). 

As células foram cultivadas em estufa com 5% de CO2 a 37°C. Após 48h, as 

placas foram centrifugadas em centrífuga de placas refrigerada, para obtenção do 

sobrenadante, que foi armazenado a - 20ºC até o momento das análises. 

 

  3.5 TESTES DE CITOTOXICIDADE 

 

  3.5.1 Ensaio Toxicológico em Artêmia Salina 

 

A toxicidade dos extratos foi avaliada in vitro em náuplios de Artemia salina 

segundo Meyer et al. (1982). Resumidamente, os extratos brutos vegetais foram 

dissolvidos em sulfóxido de dimetilo (DMSO) na concentração de 11 mg/ml e etanol 

P.A. Os ovos de Artemia salina Leach (Artêmia Salina do RN – 100% Cistos de 

Artêmia Salina da Costa Branca – embalagem de 500 mg) foram colocadas para 

eclodir no compartimento escuro do recipiente, contento água marinha filtrada e 

esterilizada, e deixados em temperatura ambiente por 48 horas para a eclosão. Após 

período de incubação, dez náuplios   foram transferidos para poços contendo água 

marinha.  

As amostras foram transferidas para os poços contendo água do mar e A. 

salina, obtendo concentrações finais de 10 μg/mL, 100 μg/mL e 1000 μg/mL, com 
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volume final de 3 mL. Para o controle negativo e mortalidade, dez náuplios foram 

expostos a água marinha, outros dez a DMSO diluído em água, e dez em etanol. 

 

 3.5.2 Ensaio de viabilidade celular por MTT 

 

O teste do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]) 

é um teste colorimétrico usado para avaliar a viabilidade celular. Este ensaio baseia-

se na medida do dano induzido pelo extrato em estudo, no metabolismo celular de 

glicídeos, usualmente através da avaliação da atividade de desidrogenases 

mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e por consequência, a viabilidade celular, é 

quantificada pela redução do MTT (um sal de coloração amarela e solúvel em água) 

a formazan (E,Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan), um sal de 

coloração arroxeada e insolúvel em água, pela atividade daquelas enzimas. Dessa 

forma, a redução do MTT a formazan, será diretamente proporcional à atividade 

mitocondrial e à viabilidade celular (PEDROSA, 2011). 

 

3.6 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO 

 

3.6.1 Difusão em Disco 

 

A avaliação do potencial antimicrobiano foi efetuada de acordo com a norma 

M2-A8 da NCCLS (National Committe e Laboratory Standards Institute)/ Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária. As cepas bacterianas foram cultivadas por 24h em 

meio Müller Hilton (Himedia, India) e 48h em Ágar Saboroud Dextrose (Kasvi,Itália) 

em estufa bacteriológica a 37°C. As linhagens bacterianas e fúngicas usadas são 

pertencentes a American Type Culture Collection (ATCC). Dentro desta coleção, 

foram utilizadas as bactérias Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli 

(ATCC94863), Micrococus luteus (ATCC10240), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 

15442), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Salmonella choleraesuis (ATCC14028) 

e os fungos, Candida albicans (ATCC18804) e Candida glabrata (CCT0728). 

Foi preparada uma suspensão microbiana após o crescimento dos 

microrganismos usando uma solução salina a 0,9% estéril. Os inóculos de bactérias 

e fungos foram misturados na solução salina, ajustando-se até atingir a turbidez 
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comparável com a solução padrão de McFarland a 0,5, correspondendo de 1 a 2 x 

108 UFC/mL. Com auxílio de um swab estéril, o inóculo da solução microbiana foi 

semeado em placa de petri contendo os meios de cultura respectivos para bactérias 

e fungos. 

Os discos de 6mm contendo 10µl do solvente do extrato de L. thymoides (na 

concentração de 100mg/mL) foram colocados em triplicata, um disco controle 

contendo DMSO e um segundo contendo Cloranfenicol (Laborclin,SP, Brasil) (30µg) 

e Ciclopirox olaminam (Mupirox) (EMS,SP, Brasil). Após esta etapa, as placas 

contendo os discos foram incubadas em estufa bacteriológica a 37 ºC. A leitura foi 

realizada mensurando os halos inibitórios formados ao redor das bactérias e 

fungos,com o uso de uma régua milimetrada, junto à placa invertida,em 24 e 48h. 

 

3.6.2 Concentração Mínima Inibitoria (MIC) 

 

A determinação da concentração mínima inibitória (MIC) foi baseada no 

método de microdiluição em caldo proposta pelo CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute), Norma M100-S15. As linhagens bacterianas utilizadas foram 

Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 94863), Micrococus luteus 

(ATCC 10240), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Staphylococcus aureus 

(ATCC 6538), Salmonella choleraesuis(ATCC14028) e para fungos Candida 

albicans(ATCC18804) e Candida glabrata (CCT0728). 

Para a realização do ensaio, os microrganismos foram cultivados em placas 

de Petri contendo meio de ágar Müller Hilton (Himedia, India) e Ágar Sabourand 

dextrose (Kasvi, Itália) por 24 h para as bactérias e 48 h para os fungos. Em seguida, 

em placa de 96 poços estéril com tampas foram distribuídos 100 µl do meio de cultura 

Broth Nutriente (Himedia, Índia) em cada poço e o mesmo volume do extrato de L. 

thymoides na primeira fileira em triplicata. Para tanto, o mesmo volume foi adicionado 

para os controles (DMSO a 1% e cloranfenicol, para bactérias ou ciclopiroxilamina, 

para os fungos). Em seguida, foi feita uma diluição seriada, deixando a última fileira 

apenas com meio de cultura. Posteriormente, foram distribuídos 100 µl de suspensão 

microbiana em cada poço, exceto na última fileira. Ao final, a placa foi incubada em 

estufa bacteriológica a 37 ºC (24 h para as bactérias e 48 h para os fungos) para 

avaliação do efeito do extrato a seu modo de ação bacteriostático ou bactericida. 
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3.7 ENSAIO IMUNOENZIMÁTICO ELISA PARA DETECÇÃO DE CITOCINAS 

 

As concentrações das citocinas IL-1β, IL-13, IFN-у, IL-10 e IL-17 nos 

sobrenadantes das culturas de células foram mensuradas usando-se kits disponíveis 

comercialmente (Biolegend ELISA MAX™ Standard Set, San Diego, CA - USA). Os 

ensaios foram realizados usando-se placas de poliestireno de alta adsorção com 96 

poços de fundo chato (COSTAR, Coornig Life Science, Tewksbury, MA, EUA). As 

amostras foram diluídas conforme padronização prévia em diluente de reagente 

recomendado pelo fabricante e todas as demais etapas foram realizadas também de 

acordo com as instruções do fabricante. A densidade óptica foi determinada em 

Leitora de ELISA (ELx 800 – Bio-Tek) ajustada para um comprimento de onda na faixa 

de 450 nm.  

 

3.8 PROCEDIMENTOS DE ANÁLISE DE DADOS 

 

Inicialmente, foi realizada a análise descritiva dos dados relativos a gênero, 

idade, e descritores clínicos, visando a caracterização dos grupos.  

Os valores dos níveis de citocinas obtidos nos dois grupos foram submetidos 

à análise para a identificação da distribuição pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, para 

a seleção dos testes a serem empregados, utilizando-se o programa SPSS 23.0. 

Todos os procedimentos estatísticos foram realizados em um nível de significância de 

5%. 

 

3.9 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O presente estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), de acordo com a Resolução 

466/12, que rege a pesquisa em seres humanos. Foram obtidos termos de 

consentimento livre e esclarecido dos indivíduos selecionados, ou de seus 

responsáveis, para participar do projeto. Os informes para consentimento escrito 

explicam em linguagem clara e acessível, os procedimentos a serem empregados e 
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suas finalidades. O projeto foi autorizado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Estadual de Feira de Santana, sendo o número do parecer: 1.344.223. 

 

4 RESULTADOS 

4.1 CARACTERIZAÇÃO CLÍNICA DOS GRUPOS  

Foram convidados a participar do presente estudo cerca de 150 indivíduos. 

Retirando-se os que se recusaram e os que não atenderam aos critérios de 

elegibilidade, 58 foram incluídos no estudo.  O grupo com periodontite (CP), 

diagnosticado segundo os critérios de Gomes-Filho et al. (2007), foi composto por 17 

participantes (29,31%), enquanto no grupo sem periodontite (SP), foram incluídos 41 

participantes (70,69%). 

A distribuição dos dados relativos à idade foi normal em ambos os grupos, 

tendo sido utilizado, portanto, o teste T de Student. Os dados relacionados aos 

descritores clínicos, por não apresentarem normalidade, foram comparados com o 

teste de Mann-Whitney. Como pode ser observado na tabela 1, a média de idade dos 

participantes do grupo CP foi de 43,18 ± 11,01 anos, sendo a idade mínima 21 anos 

e a máxima, 58 anos. Já a média de idade dos participantes do grupo SP foi de 38,44 

± 12,81 anos, com idades entre 18 e 75 anos. Com relação ao sexo dos voluntários, 

houve diferença estatisticamente significante entre os grupos (p=0,012): entre os 

participantes do grupo CP, 10 (58,8%) eram do sexo feminino e 7 (41,2%) eram do 

sexo masculino. Já no grupo SP, 10 (24,4%) eram do sexo feminino e 31 (75,6%) do 

sexo masculino. Não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos no 

número de dentes presentes na boca (p=0,450), média de 22,00 no grupo SP e 21,88 

no grupo CP. Também não houve diferença estatisticamente significante entre os 

grupos na idade (p=0,165).  

Foi observada diferença estatisticamente significante entre os grupos na 

comparação dos descritores clínicos relacionados à condição periodontal dos 

participantes. A mediana do percentual de sítios com sangramento à sondagem foi de 

45,65 % (IQ 28,55%-69,78%) no grupo CP, enquanto que o valor para o grupo SP foi 

de 9,52 % (IQ 3,67%-32,4%) (p=0,001).  A mediana do percentual de sítios com 

profundidade de sondagem maior ou igual a 4mm, no grupo CP foi de16,66 % (IQ 

8,27%-38,48%), enquanto no grupo SP foi de 0,0 % (IQ 0,0%-3,77%), com diferença 
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estatisticamente significante (p=0,000). Houve diferença também no percentual de 

sítios com nível de inserção clínica ≥3mm, com mediana de 51,85 % (IQ 15,06%-

76,06%) no grupo CP e 7,63% (IQ 2,15%-18,37%) no grupo SP (p=0,000). 

Tabela 1: Distribuição das características clínicas entre os grupos.  

Descritores Clínicos                    Classificação da periodontite 
                   segundo Gomes-Filho (2007) 

 Com periodontite Sem periodontite P 
 N=17 N=41  
Número de dentes(n)    
Média ±  dp 
 

21,88 ± 4,97 22,00 ± 6,63 0,450** 

Mediana(IQ) 
 

22,00(19,0-26,0) 24,00(19,5-27,0)  

Idade    
Média ± dp 
 

43,18 ± 11,01 38,44 ± 12,81 0,165* 

Mediana(IQ) 
 

46,00(39,0-50,5) 36,00(29,0-44,5)  

Percentual de sítios com sangramento a sondagem (%) 
Média ± dp 
 

48,24 ± 29,69 20,34 ± 24,38 0,001** 
 

 Mediana(IQ) 45,65(28,56-69,78) 9,52(3,67-32,41) 

Percentual de sítios com nível de inserção clínica ≥ 3mm (%) 
Média ± dp 
 

46,66 ± 33,83 
 

17,65 ± 24,72 
 

0,000** 

Mediana(IQ) 
 

51,85(15,1-76,1) 7,63(2,15-18,37)  

Percentual de sítios com profundidade de sondagem ≥ 4mm (%) 
Média ± dp 
 

25,41 ± 23,73 2,18 ± 3,55 0,000** 

Mediana(IQ) 
 

16,66(8,27-38,48) 0,0(0,0-3,77)  

Sexo N % N %  
Masculino 
 

       
10                    

    
(58,8%) 

     
10 

    
 (24,4%) 

0,012*** 

Feminino         
7 

    
(41,2%) 

      
31 

     
 (75,6%) 

 

P= valor de nível  de significância ≥ 0,05 
*Teste T de Student 
** Teste Mann-Whitney 
*** Teste Qui - Quadrado  
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4.2 TESTE DE CITOXICIDADE EM ARTEMIA SALINA 

Para o teste de citotoxicidade, o extrato de L. thymoides foi diluído com 

dimetilsulfóxido (DMSO) nas concentrações de 1000 μg/ml, 100 μg/ml e 10 μg/ml 

(Figura 2). Nota-se que nas primeiras 24 horas houve uma mortalidade de 3% na 

concentração de 1000 μg/ml, enquanto nas outras concentrações não houve 

mortalidade. O mesmo ocorreu com o tempo de 48 horas. Já no tempo de 72 horas 

houve uma mortalidade de 10% na concentração de 1000 μg/ml, 0% na concentração 

de 100 μg/ml e 10% na concentração de 10 μg/ml. 

Na figura 3 é demonstrada a citotoxicidade do extrato da planta diluído com 

etanol. Nas primeiras 24 horas não houve mortalidade em nenhuma das 

concentrações. Em 48 a concentração de 1000 μg/ml apresentou uma taxa de 

mortalidade de 10% enquanto as outras concentrações não tiveram mortalidade. Com 

72 horas a concentração de 1000 μg/ml teve uma mortalidade de 13%, enquanto na 

concentração de 100 μg/ml foi de 7% e na de 10 μg/ml, 3%. 

Os resultados dos controles do ensaio utilizando somente os diluentes (DMSO 

e etanol), sem adição do extrato, e a água do mar, estão representados na figura 4. 

Nas primeiras 24 horas, as colônias com água do mar e DMSO tiveram uma 

mortalidade de 3%, enquanto que as colônias com etanol não tiveram mortalidade, o 

mesmo ocorrendo com 48 horas. Com 72 horas as colônias com água do mar e etanol 

tiveram uma taxa de mortalidade de 35% e aquelas com DMSO 7%.  
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Figura 2: Citoxicidade do extrato de Lippia thymoides diluído em DMSO em Artemia salina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Citoxicidade do extrato de Lippia thymoides diluído em etanol em Artemia salina. 
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Figura 4: Citotoxicidade dos controles água do mar, etanol e DMSO em Artemia salina. 

 
 
4.3 DOSAGEM DE PROTEÍNA 
 

A dosagem de proteínas foi realizada pelo método de Lowry modificado, 

obtendo-se as concentrações proteicas do extrato metanólico da planta a partir das 

densidades ópticas da curva padrão. Assim, a concentração de proteínas determinada 

no extrato das folhas Lippia thymoides sem diluição foi de 3,314mg/ml , conforme pode 

ser observado na figura 5. 

 



45 
  

 

Figura 5: Curva de diluição do extrato das folhas de Lippia thymoides para dosagem de proteínas por 
comparação com curva padrão de albumina sérica bovina (método de Lowry modificado). 

 

4.4 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR 
 

O extrato das folhas de Lippia thymoides diluído em metanol (50%) e DMSO 

3% não apresentou efeito citotóxico para CMSP  humanas nas concentrações de 1%, 

5%, 10% e 20% (Figura 6), ou seja, não houve diminuição na redução significativa do 

MTT pelas células cultivadas com os extratos nas referidas concentrações, quando 

comparadas àquelas cultivadas apenas com meio de cultura (branco).  
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Figura 6: Efeito citotóxico das células mononucleares do sangue periférico (CMSP). Avaliação da 
viabilidade celular de CMSP, durante 48h à 37ºC e 5% de CO2 pela técnica do MTT-tetrazólio [3-(4,5-
dimetiazol-2il-2,5-brometo de difeniltetrazólio)]. P < 0,05. Teste One-way ANOVA. 

 

4.5 DOSAGEM DE CITOCINAS 

 

A concentração de das citocinas IL-1β, IL-13, IL-10, INF-γ e IL 17 foi dosada 

no sobrenadante de cultura de células de indivíduos com e sem periodontite cultivadas 

com o extrato de L. thymoides a 10%, com e sem a presença do extrato de 

Porphyromonas gingivalis. Como os dados não apresentaram normalidade, as 

variáveis foram comparadas com o teste de Mann-Whitney. 

Houve diferença estatisticamente significante entre os grupos com e sem 

periodontite nas concentrações de IL-1β (Figura 7) quando as células foram 

estimuladas com o extrato de P. gingivalis (p=0,007) e quando as células foram 

estimuladas com o extrato das folhas de L. thymoides (p=0,004). O grupo sem 

periodontite apresentou níveis mais elevados do que o grupo com periodontite nos 

dois casos. Quando as células foram estimuladas concomitantemente com o extrato 

de L. thymoides e o extrato de P. gingivalis (LT+Pg), é possível observar que o grupo 

com periodontite apresentou níveis mais elevados de IL-1β (2,53 pg/mL) do que o 

grupo sem a doença (3,28 pg/mL), porém esta diferença não apresentou significância 

estatística (p=0,092). 
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Figura 7: Concentração de IL 1β no sobrenadante do sangue total de voluntários com periodontite e 
sem periodontite. P≥ 0,05. & = Apresentou diferença estatisticamente significante. 

 

Em relação à dosagem de IL 13 (Figura 8), em geral as concentrações 

encontradas foram muito baixas, não havendo diferença entre os grupos para todas 

as condições de estímulo empregadas na cultura das células do sangue total (Branco, 

p=0,626; PWM, p=0,409; PG, p=0,386; LT,  p=0,348; LT+PG, p=0,169). 
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Figura 8: Concentração de IL 13 no sobrenadante do sangue total de voluntários com periodontite e 
sem periodontite. P ≥ 0,05 

Não houve diferença estatística significante entre os grupos sem periodontite e 

com periodontite nas concentrações de IL-10 (Figura 9) para todos os estímulos 

(Branco, p=0,593; PWM, p=0,624; PG, p=1,000; LT, p=0,221; LT+PG, p=0,624). 

Entretanto, é possível observar que a concentração desta citocina foi maior no grupo 

sem periodontite em todos as condições de estímulo estudadas. 
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Figura 9: Concentração de IL 10 no sobrenadante do sangue total de voluntários com periodontite e 
sem periodontite. P≥ 0,05. § = Apresentou diferença estatisticamente significante. 
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4.5.1 Comparação entre os Estímulos Empregados na Cultura Celular 

 

As concentrações das citocinas no sobrenadante de cultura das células 

humanas, independentemente da presença ou ausência de doença no indivíduo, 

foram comparadas com relação às condições de cultivo empregadas. Como os dados 

não apresentaram normalidade, as variáveis foram comparadas com o teste de 

Kruskall-Wallis seguido do teste de Mann-Whitney com correção de Bonferroni.  

O extrato de P. gingivalis induziu níveis mais elevados de IL-10 (p=0,004), IL-

17 (p=0,006), IFN-γ(p=0,000), IL-1β (p=0,000) em relação aos níveis apresentados 

pelas células cultivadas sem estímulo (branco). Não houve diferença em relação a IL-

13 (p=0,099). 

O extrato da L. thymoides inibiu a produção de IL-13 (p=0,000) e induziu maior 

produção de IFN-γ (p=0,019) quando comparado com a ausência de estímulo 

(branco). Contudo não foi encontrada diferença na IL-10 (p=0,253), IL-17 (p=0,300) e 

IL-1β (p=0,111). 

Quando as células foram cultivadas em presença concomitante dos extratos 

de L. thymoides e P. gingivalis, foi encontrada uma maior produção de IL-10 (p=0,007) 

e IL-17 (p=0,039), bem como menor produção de IL-13 (p=0,000), quando 

comparadas às células cultivadas sem estímulo. Não foram observadas diferenças 

estatisticamente significantes nas concentrações de IFN-γ (p=0,75) e IL-1β (p=0,106). 

As células cultivadas com o extrato de P. gingivalis apresentaram 

concentrações mais elevadas de IL-10 (p=0,042), IL-17 (p=0,038), IL-1β (p=0,000) e 

IL-13 (p=0,000), quando comparadas àquelas induzidas pelo extrato de L. thymoides. 

Entretanto, esta diferença não foi estatisticamente significante na produção de IFN-γ 

(p=0,203). 

Interessantemente, quando o extrato de L. thymoides foi empregado 

concomitantemente com o extrato de P. gingivalis, os níveis de IL-1β (p=0,000) e IL-

13 (p=0,000) foram reduzidos, em relação àqueles observados quando o extrato de 

P. gingivalis fora empregado isoladamente. Não foram observadas diferenças na 

produção de IL-10 (p=0,508), IL-17 (p=0,606) e IFN-γ (p=0,161). 

Finalmente, comparando as concentrações das citocinas observadas no 

sobrenadante das células cultivadas com o extrato de L. thymoides e das células 

cultivadas com o extrato de L. thymoides juntamente com o extrato de P. gingivalis, 
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houve diferença na produção de IL-1β (p=0,007) e não houve para IL-13 (p=0,910), 

IL-10 (p=0,070), IL-17 (p=0,121) e  IFN-γ (p=0,522). 
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Figura 10: Gráficos comparativos entre as citocinas: IL-1β, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-γ. P ≥ 0,05. 
& = Apresentou diferença estatisticamente significante. 

 

4.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 
 
4.6.1 Teste de Difusão em Disco 
 

Os resultados do teste de difusão em disco, usado para avaliar a atividade 

antimicrobiana da planta, estão demonstrados nas tabelas 2 e 3 e na figura 11. O 

extrato metanólico da L. thymoides apresentou atividade em relação às bactérias P. 

aeruginosa (8,33± 0,58), S. aureus (9,66±0,58) e S.  choleraesuis (7,33±1,53) (Tabela 

2). Entre os fungos apresentou atividade em relação a C. albicans (11,33±2,31) 

(Tabela 3). 

 

4.6.2 Ensaio da Concentração Mínima Inibitória 

 

Ensaio da Concentração Mínima Inibitória (MIC) foi realizado para avaliar o 

efeito inibitório do extrato metanólico de Lippia thymoides em 24h para bactérias e 48h 

para fungos (Tabela 4). 

O extrato da planta se mostrou bactericida para os microrganismos M. luteus 

e S. aureus e bacteriostático para B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa e S. cholereasuis. 

Em relação aos fungos, se mostrou fungicida para C. glabrata e fungistático para C. 

albicans. 

 

Tabela 2: Halos de inibição das espécies de bactérias pelo extrato metanólico das folhas de Lippia 
thymoides Mart. & Schauer, obtidos com o teste de difusão em disco realizado em 24h 

 
Microrganismo 

 
Controle 

Metanol/DMSO 
3% (CN) 

 
Controle 

Clorafenicol 
(10µg/mL) 

(CP) 

Concentração do 
extrato das 
folhas de L. 
thymoides 

(100mg/mL) 
Bacillus subtilis  
(ATCC 6633) 

R 30 SA 

Escherichia coli 
(ATCC 94863) 

R 24 SA 

Micrococus luteus 
(ATCC 10240) 

R 35 SA 

Pseudomonas aeruginosa 
(ATCC 15442) 

R 25 (8,33± 0,58) 
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Fonte: o autor  
CN=Controle Negativo,CP= Controle Positivo, R=Resistente(halo <1mm), SA= Sem atividade.  
 

 

 

Tabela 3: Halos de inibição das espécies de fungos pelo extrato metanólico das folhas de Lippia 
thymoides Mart. & Schauer , obtidos com o teste de difusão em disco  realizado em 48h 

Microrganismo Controle  
Metanol/DMSO 3% 

(CN) 

Controle 
Ciclopiroxilamina 

(100mg/mL) 
(CP) 

Concentração do 
extrato das folhas 
de L.origanoides 

(100mg/mL) 
Candida albicans 
(ATCC18804 ) 

R 22 (11,33±2,31) 

Candida glabrata 
(CCT0728). 

R 30 SA 

Fonte: o autor  
CN=Controle Negativo, CP= Controle Positivo, R=Resistente(halo <1mm), SA= Sem atividade.  
 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4: Ensaio da Concentração Mínima Inibitória (MIC) e o efeito inibitório do extrato 
metanólico de Lippia thymoides avaliadas 24h para bactérias e 48h para fungos. 
 

 
Microrganismo 

Concentração Mínima 
Inibitória  (MIC) 

mg/mL 

Efeito 
Antimicrobiano 

 

BACTÉRIAS   
Bacillus subtilis 
(ATCC 6633) 

SA Bacteriostático 

Escherichia coli 
(ATCC 94863) 

SA Bacteriostático 

Micrococus luteus 
(ATCC 10240) 

1000 Bactericida 

Pseudomonas aeruginosa 
(ATCC 15442) 

31,25 Bacteriostático 

Staphylococcus aureus 
(ATCC 6538) 

R 25 (9,66±0,58) 

Salmonella  choleraesuis  
(ATCC14028)   

R 23 (7,33±1,53) 
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Staphylococcus aureus 
(ATCC 6538) 

1000 Bactericida 

Salmonella choleraesuis 
(ATCC14028) 

SA Bacteriostático 

FUNGOS 
Candida albicans 

(ATCC18804 ) 
31,25 Fungistático 

Candida glabrata 
(CCT0728). 

250 Fungicida 

Fonte: autor. 
SA= Sem atividade 
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Figura 11: Alos de inibição da L. thymoides: (A) Escherichia coli, (B) Salmonella 
choleraesuis, (C) Micrococus luteus, (D) Candida albicans, (E) Staphylococcus aureus, (F) 
Bacillus subtilis (G) Pseudomonas aeruginosa, (H) Candida glabrata 
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5 DISCUSSÃO 

Um dos principais achados do presente estudo mostrou que o extrato de L. 

thymoides pode inibir a produção in vitro de IL-1β e IL-13, contrapondo a ação do 

extrato de Porphyromonas gingivalis no sobrenadante de sangue total humano. P. 

gingivalis é um microrganismo anaeróbio gram-negativo, considerado um patógeno 

chave na disbiose periodontal (BLASCO-BAQUE, et al, 2017; OLSEN, et al., 2017). 

Possui inúmeras moléculas com características de antigenicidade, que interagem com 

o tecido do hospedeiro, induzindo a produção de citocinas, como IL 10, IL 1β, IL 6, 

INF-γ, TNF-α, IL 8, IL 13, IL 17 e IL 23.  (KARIU et al., 2019; CARDOSO, et al., 2018; 

FERREIRA, et al., 2017; FIGUEREDO, et al., 2017; MAEKAWA et al., 2014 

TRINDADE et al., 2013).  

Estes mediadores participam da patogênese da periodontite permitindo a 

migração de precursores de osteoclastos para a superfície óssea, onde ocorre a fusão 

dos precursores, dando origem aos osteoclastos. O eixo RANKL-RANK – 

osteoprotegerina (OPG) é considerado crucial neste processo (SOKOS, et al., 2014). 

Os fibroblastos do ligamento periodontal produzem principalmente OPG, uma 

molécula inibidora de osteoclastogênese. No entanto, eles podem ser influenciados in 

vivo por interações indiretas com bactérias, o que justifica o estudo do potencial 

antimicrobiano da planta no nosso trabalho, ou por carga mecânica. Incubação de 

fibroblastos do ligamento periodontal com bactérias ou componentes bacterianos 

causa aumento da expressão de RANKL e outras moléculas estimulantes da 

osteoclastogênese, como fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e fator estimulante de 

colônia de macrófagos (MCSF) (THIELE, et al, 2018; SOKOS, et al., 2014) o que 

denota a importância do estudo de mediadores químicos como as citocinas, na 

patogênese periodontal.  

Os mediadores incluídos na resposta do hospedeiro podem, 

consequentemente, regular positivamente a expressão das metaloproteinases de 

matriz (MMPs) nas lesões afetadas pela periodontite (SORSA, et al., 2015). As MMPs 

representam uma estrutura de proteases relacionadas, mas geneticamente distintas, 

que atuam não apenas no desenvolvimento fisiológico e remodelação tecidual, mas 

também no patológico. As MMPs podem degradar coletivamente quase todos os 

componentes da matriz extracelular e da base da membrana, e sua atividade 
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patologicamente excessiva leva à destruição do tecido periodontal (SALAZAR, 2013; 

SORSA, et al., 2006). 

A citocina pró-inflamatória IL 1β, é expressa por muitas células, incluindo 

macrófagos, células NK, monócitos, células dendríticas e neutrófilos (GIRALDO et al., 

2009). Patógenos periodontais, como Porphyromonas gingivalis, são capazes de 

produzir moléculas que podem estimular a sua produção (SANTOS-LIMA et al., 2019; 

TRINDADE et al., 2012). Esta citocina está envolvida no desequilíbrio do eixo RANK-

RANKL-OPG, sendo responsável por ocasionar reabsorção óssea alveolar (PETEAN, 

et al., 2019;). Portanto, substâncias que consigam inibir a produção da IL 1β podem 

reduzir a reabsorção óssea alveolar por inibição dessa citocina (AOKI-NONAKA, et al. 

2019; KOOK et al., 2017) o que ocorreu com a utilização dos extratos da L. thymoides 

nos nossos estudos. 

Já a IL-13, uma citocina do perfil de resposta imune Th2, atua suprimindo a 

produção de citocinas pró-inflamatórias por monócitos / macrófagos (CHEN, et al., 

2016). Sendo assim, a inibição destes dois mediadores pode indicar um potencial 

papel imunomodulador do extrato de L. thymoides que pode proteger os tecidos do 

início e da progressão da periodontite. 

Por outro lado, existem estudos que afirmam que a polarização da resposta 

do hospedeiro para um perfil do tipo Th2 pode ser protetora contra o avanço da 

periodontite (CARVALHO-FILHO,  et al., 2016).O extrato da L. thymoides inibiu a 

produção de IL-13 em relação às células cultivadas sem estímulo. Como a IL-13 induz 

tanto a regulação de TGF-β, como suprime a produção de matriz de metaloproteinase 

1, impedindo a destruição de colágeno (BROWN-LOBBINS, et al., 2018), esse 

resultado pode contraindicar o uso do extrato da planta na periodontite. Contudo, nos 

experimentos executados neste estudo, as concentrações de IL 13 detectadas, tanto 

no grupo CP como no SP, foram muito baixas, o que poderia implicar, in vivo, em uma 

menor atuação desta citocina na patogênese da doença. Testes de funcionalidade 

seriam necessários para uma melhor compreensão do papel das citocinas no contexto 

do microambiente periodontal, com a presença de outras bactérias e de diversos 

mediadores sendo produzidos concomitantemente. 

Notadamente, o extrato de L. thymoides mostrou a capacidade de modular 

negativamente a sua produção de IFN-γ induzida por P. gingivalis, uma vez que a sua 

produção pelas células cultivadas com os extratos da planta e da bactéria foi inferior 
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àquela observada no sobrenadante de cultura das células cultivadas em presença 

apenas da bactéria. Embora esta diferença não tenha sido estatisticamente 

significativamente, é possível observar graficamente a sua relevância, sugerindo a 

necessidade de discussão deste achado. É possível que o pequeno tamanho da 

amostra tenha impactado no poder do teste estatístico. O IFN-γ é uma citocina de 

assinatura do perfil de resposta Th1, responsável classicamente pela proteção contra 

patógenos intracelulares (ABBAS, et al., 2015). Apesar de ser um patógeno 

extracelular, P. gingivalis pode, facultativamente, infectar células do hospedeiro, como 

macrófagos e fibroblastos e induzir a produção de IFN- γ (GMITEREK,  et al., 2016). 

Esta citocina possui potente ação pró-inflamatória em imunidade inata e adaptativa   

não só induzindo a produção de citocinas  e quimiocinas, (ISAZA-GUZMÁN,  et al., 

2015)  mas também pela regulação positiva da expressão de várias proteínas de 

membrana incluindo classe I e II dos principais antígenos do complexo de 

histocompatibilidade (MHC), receptores Fc, moléculas de adesão de leucócitos e 

antígenos da família B7. Além disso, o IFN-γ é um potente ativador de macrófagos de 

funções efetoras. Direciona a síntese, troca de classes, e secreção de 

imunoglobulinas pelas células B (PESTKA S.; et al., 2004). 

Em relação à IL-10 e à IL-17, os resultados mostram que o extrato de P. 

gingivalis é capaz de aumentar a sua concentração, porém o extrato de L. thymoides 

não é capaz de modular a sua produção, já que os seus níveis permaneceram 

elevados quando as células foram cultivadas com os dois extratos. A manutenção de 

concentrações elevadas de IL-10 pode ser um aspecto positivo, já que esta citocina 

exerce papel importante na regulação da resposta imune, sendo uma potente citocina 

anti-inflamatória, além de contribuir para a manutenção da massa óssea por meio da 

inibição da reabsorção óssea osteoclástica e da regulação da formação óssea 

osteoblástica (ZHANG et al., 2014; TRINDADE et al., 2012). O polimorfismo no gene 

IL-10 (-597) em indivíduos com periodontite pode levar à menor produção desta 

citocina, estando esses indivíduos sujeitos a uma maior destruição tecidual (TOKER, 

et al., 2018).  

Já a IL-17 é a citocina de assinatura do perfil Th17, caracterizado pelo grande 

envolvimento de neutrófilos na resposta a infecções. Esta característica é muito 

destacada na periodontite, cuja participação neutrofílica é amplamente relatada 

(THORBERT‐MROS,  et al., 2019; BATOOL,  et al., 2018). Foi demonstrado que P. 
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gingivalis induz um aumento nos níveis de IL 17 em células mononucleares do sangue 

periférico, o que leva a uma maior expressão de células T CD4+ (CHENG et al. 2016). 

Esta exacerbação da resposta imune, tanto inata quanto adaptativa, pode ser 

responsável não apenas pela defesa contra a infecção periodontal, mas também pela 

destruição dos tecidos periodontais (SOMMER,  et al., 2019). 

Interessantemente, na comparação da produção de citocinas entre indivíduos 

doentes e não doentes, o grupo de indivíduos sem periodontite apresentou níveis mais 

elevados de IL-1β do que o grupo com periodontite quando as células foram 

estimuladas com o extrato de P. gingivalis e com o extrato das folhas de L. thymoides 

isoladamente. É possível que o papel local desta citocina seja mais relevante que sua 

atuação à distância, já que sua presença é marcante no fluido gengival e nos tecidos 

doentes (ROMANO,  et al., 2018). Uma das limitações deste estudo é a utilização de 

células do sangue periférico e não de células locais. Isto é minimizado pelo emprego 

de antígenos em cultura, simulando a ação parácrina das citocinas, mais intensa que 

sua ação endócrina. 

Outra limitação do estudo é o pequeno tamanho da amostra, peculiar aos 

ensaios in vitro em razão dos custos de execução, além dos rigorosos critérios de 

elegibilidade, que dificultaram a composição dos grupos, especialmente o de 

indivíduos com periodontite. Além disso, a periodontite é uma doença que pode ter 

diferentes níveis de gravidade em um mesmo indivíduo e até mesmo em único dente 

(PAPAPANOU, et al., 2018; HINRICHS & NOVAK, 2011). Assim, um diagnóstico 

robusto para a classificação dos indivíduos doentes neste tipo de estudo é condição 

imprescindível. 

Dessa maneira, pela análise dos descritores clínicos periodontais, os grupos 

foram bem caracterizados quanto ao diagnóstico de periodontite visto que o critério 

empregado para a classificação (Gomes-Filho et al., 2007) é mais específico do que 

sensível, ou seja, há pouca probabilidade de serem encontrados falsos positivos. Esta 

classificação garantiu uma maior confiabilidade dos resultados, porém reduziu a 

possibilidade de recrutamento de indivíduos doentes. 

Em relação ao extrato metanólico da L. thymoides, a concentração (10%) 

adotada para os experimentos apresentou baixa citotoxicidade em teste com artêmia 

salina (3% de mortalidade na concentração de 10 μg/ml com etanol em 72 horas e 

10% na mesma concentração e tempo com DMSO), o mesmo ocorrendo no teste de 
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viabilidade celular. O extrato sem diluição apresentou uma concentração proteica de 

3,314mg/ml, o que pode ser devido à presença de alguns produtos do metabolismo 

secundário da planta, como os alcaloides, ricos em triptofano e tirosina (PINTO, et al., 

2013; SOARES & TAVARES-DIAS, 2013). Vale salientar que diversos fatores podem 

influenciar na composição química da planta e na quantidade total de proteínas, a 

exemplo da composição do solo, época da colheita e fatores climáticos como 

precipitação e insolação (SILVA, 2012).  

Outro achado muito importante diz respeito  ao potencial antimicrobiano da 

planta. Seu extrato metanólico mostrou-se bactericida para os microrganismos M. 

luteus e S. aureus e bacteriostático para B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa e S. 

cholereasuis. Em relação aos fungos, se mostrou fungicida para C. glabrata e 

fungistático para C. albicans. Já foi relatado previamente que o extrato metanólico de 

L. thymoides possui atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Bacillus 

cereus, Candida parapsilosis, Micrococcus luteus e Candida albicans (SILVA, et al, 

2015). Esses resultados são bastante promissores no campo do tratamento de 

indivíduos com doenças ocasionadas por infecção por estes microrganismos, com 

especial relevância para aqueles imunossuprimidos, cujo sistema de defesa inato e 

adaptativo não consegue controlar o a infecção com eficiência.  

Neste sentido, a utilização do extrato de L. thymoides, bem como dos seus 

compostos, pode ser uma alternativa viável e segura no tratamento de doenças 

infecciosas, a exemplo da periodontite. 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONCLUSÃO 
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Pelo exposto, nota-se que a L. thymoides é uma planta medicinal com 

potencial imunomodulador e antimicrobiano, podendo ser uma fonte de novos 

produtos no tratamento da periodontite 

. 
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8 APÊNDICES 

8.1 APÊNDICE A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

PROJETO: AVALIAÇÃO DO EFEITO IMUNOMODULADOR DE EXTRATOS E ÓLEOS 

ESSENCIAIS DE PLANTAS NATIVAS DA REGIÃO DO SEMI-ÁRIDO BAIANO NA 

PERIODONTITE CRÔNICA. 

PESQUISADORA RESPONSÁVEL: Soraya Castro Trindade 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Para ser lido para  ̸por todos os participantes do estudo 

 

 

As informações a seguir descrevem o estudo e os seus direitos como participante. 
Além do que for aqui esclarecido, o entrevistador poderá responder qualquer questão que 
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você tenha referente ao estudo. Por favor, leia ou ouça com atenção e, sempre que achar 
necessário, interrompa para perguntar. 

Você está sendo convidado (a) a participar da pesquisa “Avaliação do efeito 
imunomodulador de extratos e óleos essenciais de plantas nativas da região do semiárido 
baiano na periodontite crônica”. Antes de decidir participar, é importante que você entenda o 
porquê da realização desta pesquisa e o que ela envolve. Por favor, dedique um tempo para 
ler cuidadosamente as informações seguintes e, se preferir, converse com seus familiares, 
amigos ou com seu médico. Se você desejar, pode levar este material para casa para pensar 
melhor. Pergunte-nos se houver qualquer coisa que não esteja clara ou se precisar de mais 
informações. 

A Periodontite é uma doença que se caracteriza por uma inflamação do osso que 
envolve os dentes, levando à perda dos dentes, ao mau hálito e ao comprometimento da 
saúde geral do doente. O estudo das células e moléculas envolvidas no processo inflamatório 
é importante para compreender melhor a atividade dessa doença e seus fatores de risco. Os 
resultados desta pesquisa nos ajudarão a ter uma melhor compreensão da Periodontite e 
poderão possibilitar um crescimento científico relacionado a esse tema, inclusive 
influenciando na forma de prevenir e tratar a doença aqui estudada. 

O objetivo desse estudo é avaliar a ação dos extratos de algumas espécies vegetais - 
manjericão (Ocimum basilicum), salva-de-marajó (Lippia origanoides), alecrim do campo 
(Lippia thymoides), Lippia lasiocalycina, Lippia insignis, erva cidreira (Lippia alba), alecrim-de-
tabuleiro (Hyptis fruticosa), Hyptis leucocephala e  alfavaca branca (Hyptis macrostachys) e 
das raízes das cactáceas mandacaru (Cereus jamacaru), quipá-de espinho (Tacinga 
palmadora), rabo de raposa (Harrisia adscendens) e figueira da Índia (Opuntia fícus) sobre 
células mononucleares do sangue periférico (CMSP) humanas, de pacientes com e sem 
periodontite. 

Com isso, buscamos dados que contribuam para a compreensão da influência do 
extrato dessas plantas no tratamento da Periodontite, bem como para o entendimento dos 
mecanismos de resposta do homem diante da infecção por esse micro-organismo. 

Para tanto, serão realizados a) preenchimento de questionário com perguntas sobre 
sua saúde e seus hábitos de higiene da boca; b) exame bucal, realizado por um (a) dentista, 
utilizando instrumentos apropriados para avaliar a gengiva; e c) coleta de uma amostra de 
sangue do seu braço (exame de sangue comum), realizada por um (a) dentista capacitado (a) 
e treinado (a) para a coleta. 

Durante o questionário de saúde, caso seja identificada alguma doença sistêmica, 
como hipertensão, diabetes ou distúrbio de coagulação; você não participará das etapas 
seguintes da pesquisa, mas continuará sendo atendido nas atividades de extensão do curso 
de Odontologia da UEFS. 

Os exames bucais que serão realizados são exames rotineiramente efetuados por 
dentistas em consultórios ou serviços odontológicos. Todo o material coletado será, depois 
de feitos os exames necessários para este projeto, jogado fora. Solicitamos aqui a sua 
autorização para coleta e utilização do seu sangue durante o período desta pesquisa. 

Durante a coleta de sangue do seu braço, você poderá sentir dor. A intensidade da dor 
varia entre cada indivíduo, porém é uma dor suportável. Quanto mais tranquilo (a) você 
estiver, menos doloroso será o procedimento. 

Após a coleta, pode-se formar um hematoma (ficar um pouco roxo) ou ficar dolorido, 
mas o (a) dentista que realizará a coleta dispõe de meios para contornar esses efeitos 
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indesejáveis. Faça perguntas sobre essas complicações para o (a) profissional a fim de se 
tranquilizar. 

Participando desta pesquisa, você não receberá nenhum tipo de benefício material, 
como dinheiro, mas estará contribuindo para a elaboração de um trabalho científico que 
poderá proporcionar benefícios futuros à sociedade. Os dentistas envolvidos na pesquisa, 
juntamente com os estudantes de Odontologia que ajudarão no projeto, realizarão o seu 
tratamento periodontal.  

A divulgação dos resultados da pesquisa para os participantes voluntários será feita 
por meio de palestras agendadas previamente, a serem realizadas na sala de espera, antes 
do atendimento odontológico. Se você já tiver concluído o tratamento, será convidado (a) por 
telefone a comparecer na data indicada, na qual será também realizada uma revisão da sua 
saúde bucal, por meio do exame clínico periodontal, acompanhada de terapia de manutenção, 
caso necessária. 

Os resultados dessa pesquisa podem ajudar no desenvolvimento, pelos serviços 
públicos de saúde, de ações voltadas para prevenção da Periodontite; as quais trarão 
benefícios futuros para você, sua família e sua comunidade. 

Vale ressaltar que, a qualquer momento, você poderá fazer perguntas sobre esta 
pesquisa com a garantia de que serão respondidas. Tem a liberdade de abandonar a pesquisa 
sem prejuízo para si, podendo entrar em contato com os pesquisadores desta pesquisa para 
pedir que os seus dados sejam retirados da mesma, sem qualquer prejuízo para o seu 
atendimento em qualquer das atividades de extensão do curso de Odontologia da UEFS. 

Os dados obtidos neste estudo, bem como fotografias que possam ser tiradas, serão 
apresentados em congressos e encontros da comunidade científica e serão publicados em 
revistas especializadas. No entanto, a sua identidade nunca será revelada e seu rosto nunca 
será mostrado nas fotografias, apenas sua boca. 

Caso ocorram danos à saúde causados diretamente pela pesquisa, o participante tem 
direito a indenização, o procedimento será interrompido e os pesquisadores farão os 
encaminhamentos necessários. Nenhum custo será cobrado a você, pois será coberto pelo 
orçamento da pesquisa. Vale ressaltar que o risco de danos causados pela sua participação 
na pesquisa é baixo, pois serão realizados procedimentos de Odontologia que já seriam 
realizados na sua avaliação clínica. Da mesma forma, a coleta do seu sangue é semelhante 
àquela realizada quando você faz exame de sangue no laboratório.  

 

Para o esclarecimento de dúvidas sobre o projeto, você pode entrar em contato com o 
pesquisador, ligando para (75) 3161.8112 (NUPPIIM- UEFS). 

 

Estando de acordo, assinam: 

 

____________________________________________________________ 

Assinatura do participante da pesquisa 

 

____________________________________________________________ 
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Assinatura do pesquisador 

 

 

Local e Data: _________________________________________________ 

 

Pesquisadora responsável: Soraya Castro Trindade. 

NUPPIIM - UEFS. Campus Universitário, Feira de Santana - Bahia. 

BR-116, quilômetro 3, avenida Universitária, sem número. 

 

 

1ª via do participante da pesquisa 

2ª via da pesquisadora responsável 

 

8.2. APÊNDICE B – FICHA DE ANAMNESE 

Ficha de anammese 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ATENÇÃO: a sua participação em qualquer tipo de pesquisa é voluntária. Em caso de denúncia 
pelo não cumprimento do que foi acordado ligue (75) 3161. 8067 (CEP-UEFS). 
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INFORMAÇÕES GERAIS 
Número do cadastro do paciente: 

Endereço: 

Telefone: 

Data de nascimento: Idade: Sexo: 

Ocupação atual: Local de trabalho: 

Ocupação anterior: Tempo de atividade: 
HÁBITOS DE VIDA 

Fumo Sim  Não  Tip
o 

 Nº 
cigarros/dia 

 Meses  

Álcool Sim 
 Não  Tip

o 
 Anos  

Drogas  Sim 
 Não  Tip

o 
 

ANTECEDENTES MÉDICOS 

Alergias Sim 
 Não  Tip

o 
 
Anos  

Anemia Sim 
 Não  Tip

o 
 
Anos  

Hipertensão arterial Sim  Não  Compensada Sim   Não  

Hipotensão Arterial Sim  Não  Compensada Sim   Não  

Válvulas Artificiais Sim 
 Não  Tip

o 
 

Problemas Valvares Sim 
 Não  Tip

o 
 

Endocardite Bacteriana Sim  Não   

Ponte Safena Sim  Não   

Infarto do Miocárdio Sim  Não   

Marcapasso Sim  Não  Anos   

Angina Sim  Não  Compensada Sim   Não  

Diabete Tipo I Sim  Não  Compensada Sim   Não  

Diabete Tipo II Sim 
 Não  

Compensada Sim  Não  
Ano
s 

 

Hepatite Sim  Não  Compensada Sim    Não  

Epilepsia Sim  Não  Compensada Sim   Não  

Distúrbio de coagulação Sim  Não  Compensado Sim  Não  Anos  

Leucemia Sim  Não  Compensada Sim   Não  

Tuberculose Sim  Não  Compensada Sim   Não  

Arterosclerose Sim  Não  Compensada Sim  Não  Anos  

Osteoporose Sim  Não  Compensada Sim   Não  

Portador HIV Sim  Não  Em Tratamento Sim   Não  

Portador HTLV Sim 
 Não  

Em Tratamento 
Sim  Nã

o 
 

Anos  

Neoplasias Sim  Não  Em Tratamento Sim   Não  

Radioterapia Sim  Não  Em Tratamento Sim   Não  

Transplantado Sim 
 Não  

Em Tratamento 
Sim  Nã

o 
 

Anos  

Leischimaniose Sim 
 Não  

Em Tratamento 
Sim  Nã

o 
 

Anos  

Equistossomose Sim 
 Não  

Em Tratamento 
Sim  Nã

o 
 

Anos  

Hipetireoidismo Sim 
 Não  

Em Tratamento 
Sim  Nã

o 
 

Anos  

Hipotiroidismo Sim 
 Não  

Em Tratamento 
Sim  Nã

o 
 

Anos  
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Lupus eritematoso Sim 
 Não  

Em Tratamento 
Sim  Nã

o 
 

Anos  

Artrite Reumatóide Sim 
 Não  

Em Tratamento 
Sim  Nã

o 
 

Anos  

Febre Reumática Sim 
 Não  

Em Tratamento 
Sim  Nã

o 
 

Anos  

Doença de Crhon Sim 
 Não  

Em Tratamento 
Sim  Nã

o 
 

Anos  

Colite Ulcerativa Sim 
 Não  

Em Tratamento 
Sim  Nã

o 
 

Anos  

Malária Sim  Não  Em Tratamento Sim   Não  

Herpes Sim  Não  Em Tratamento Sim   Não  

Já se submeteu a alguma destas cirurgias? 

Amigdalectomia     Sim  Não  Anos   

Adenoidectomia Sim  Não  Anos   

Apendicectomia Sim  Não  Anos   

Esplenectomia Sim  Não  Anos   

Já fez uso destes medicamentos pelo menos um mês/ano. Se sim, qual a idade de início e qual a duração do uso? 

Fenilbutazona Sim 
 
Não 

 Idade-
anos 

 Duração-anos 
 

Corticóide Sim 
 
Não 

 Idade-
anos 

 Duração-anos  

Indometacina Sim 
 
Não 

 Idade-
anos 

 Duração-anos  

Cloranfenicol Sim 
 
Não 

 Idade-
anos 

 Duração-anos  

munossupressor Sim 
 
Não 

 Idade-
anos 

 Duração-anos  

Amoxicilina Sim 
 
Não 

 Idade-
anos 

 Duração-anos  

Metronidazol Sim 
 
Não 

 Idade-
anos 

 Duração-anos  

Hormônios Sim 
 
Não 

 Idade-
anos 

 Duração-anos  

Última vez que foi ao 
Dentista 

 O que realizou?  

Já fez Tratamento Periodontal? 
Si
m 

 Não  Em 
Tratament
o 

Si
m 

 Não  

Já fez Tratamento Ortodôntico? 
Si
m 

 Não  Em 
Tratament
o 

Si
m 

 Não  

Família com Doença Periodontal 
Si
m 

 Não   

HÁBITOS DE HIGIENE ORAL 

Quantas vezes escova seus 
dentes ao dia? 

1 vez 

 

2 vezes 

 3 
veze
s ou 
+ 

 

 

Além da escova, usa outro tipo 
de instrumento para limpar os 
dentes? 

Fio  Palito  Escova 
interde
ntal 

 Escova 
bitufo 

 Bochec
hos 

  

O que você acha da sua 
condição bucal? 

Ótima  Boa  Ruim  
Não está 
preocupado com 
ela 
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8.3. APÊNDICE C – PERIOGRAMA 

Assinatura do Paciente: 

Assinatura do Entrevistador: 
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8.4. APÊNDICE D – ARTIGO CIENTÍFICO SUBMETIDO AO JOURNAL OF NATURAL 

PRODUCTS 
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9 ANEXO    - PARECER CONSUBSTANCIADO 
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