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Resumo  

O objetivo dessse estudo foi avaliar a susceptibilidade antimicrobiana do óleo essencial da Lippia sidoides Cham, 

frente a Aggregatibacter actinomycetecomitans ATCC 29522 e Porphyromonas gingivalis ATCC 0644. A atividade 

antimicrobiana do óleo da L.sidoides Cham extraídos de folhas e flores e dos constituintes timol e carvacrol através da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) e determinação bactericida mínima (CBM) frente aos periodontopatógenos 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC), Porphyromonas gingivalis (ATCC). Resultados: revelaram que a 

CIM registrado foi de 44,23 a 39,3 mg/mL para o timol e 28,45 a 28,15 mg/mL para carvacrol. Estas concentrações 

foram consideradas bactericidas quando a CBM foi avaliada. Todas as substâncias analisadas apresentaram efeito 

sinérgico em associação com a clorexidina. Dessa forma pode-se concluir que a Lippia sidoides Cham foi eficaz para 

inibir o crescimento in vitro das bactérias periodontopatogênicas apresentando, portanto, potencial biotecnológico 

para uso na área de odontologia.  

Palavras-chave: Clorexidina; Periodontia; Doenças periodontais. 

 

Abstract  

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial susceptibility of essential oil from Lippia sidoides Cham, 

against Aggregatibacter actinomycetecomitans ATCC 29522 and Porphyromonas gingivalis ATCC 0644. The 

antimicrobial activity of L.sidoides Cham oil extracted from leaves and flowers and the constituents thymol and 

carvacrol through Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and minimal bactericidal determination (CBM) against 

periodontopathogens Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC), Porphyromonas gingivalis (ATCC ). Te 

results revealed that the MIC recorded was 44.23 to 39.3 mg/mL for thymol and 28.45 to 28.15 mg/mL for carvacrol. 

These concentrations were considered bactericidal when CBM was evaluated. All analyzed substances showed a 

synergistic effect in association with chlorhexidine. Thus, it can be concluded that Lippia sidoides Cham was effective 

in inhibiting the in vitro growth of periodontopathogenic bacteria, presenting, therefore, biotechnological potential for 

use in the field of dentistry. 

Keywords: Chlorhexidine; Periodontics; Periodontal diseases. 

 

Resumen  

El objetivo de este estudio fue evaluar la susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial de Lippia sidoides Cham 

frente a Aggregatibacter actinomycetecomitans ATCC 29522 y Porphyromonas gingivalis ATCC 0644. La actividad 
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antimicrobiana del aceite de L.sidoides Cham extraído de hojas y flores y los constituyentes timol y carvacrol a través 

de la Concentración mínima inhibitoria (MIC) y determinación bactericida mínima (MBC) frente a los 

periodontopatógenos Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC), Porphyromonas gingivalis (ATCC). 

Resultados: revelaron que la CIM registrada fue de 44,23 a 39,3 mg/mL para timol y de 28,45 a 28,15 mg/mL para 

carvacrol. Estas concentraciones se consideraron bactericidas cuando se evaluó el CBM. Todas las sustancias 

analizadas mostraron un efecto sinérgico en asociación con la clorhexidina. Por lo tanto, se puede concluir que Lippia 

sidoides Cham fue eficaz para inhibir el crecimiento in vitro de bacterias periodontopatógenas, presentando, por tanto, 

potencial biotecnológico para su uso en odontología. 

Palabras clave: Clorhexidina; Periodoncia; Enfermedades periodontales. 

 

1. Introdução  

A doença periodontal é definida como uma inflamação dos tecidos que suportam os dentes (cemento, osso e 

ligamento) iniciada por um desequilíbrio entre o crescimento bacteriano e o sistema imune do hospedeiro (Woo et al. 2021). O 

diagnóstico é baseado no sangramento presente, formação da bolsa periodontal e comprometimento do ligamento que sustenta 

o dente levando a mobilidade dental. A patogênese é mediada pela resposta inflamatória a bacterias no biofilme dental. 

Durante o desenvolvimento da infecção, produtos metabólicos das bactérias periodontopatogênicas e a liberação de mediadores 

inflamatórios danificam o tecido na tentativa de combater o processo inflamatório e subsequente reparo tecidual (Figueredo et 

al. 2019). 

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia, Prevotella intermedia, Fusobacterium 

nucleatum, Selenomonas noxia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans são frequentemente isoladas a partir de biofilmes 

dentários de pacientes com periodontopatias e são consideradas patógenos específicos da doença periodontal (Mendes et al. 

2020). 

Através das descobertas cientificas tem surgido fármacos oriundos de ervas medicinais para combate a infecções 

periodontais (Smith & Baumgarth, 2019). O uso de plantas está aumentando continuamente em decorrência da sua eficácia e 

menor possibilidade de efeitos colaterais em comparação a fármacos sintéticos (Ben Arfa et al. 2006). As plantas demonstram 

eficiência contra infecções bacterianas, antifúngicas, antivirais e antiparasitárias incluindo doença periodontal (Mendes et al. 

2020). 

Lippia sidoides Cham, popularmente conhecida como alecrim–pimenta é corriqueiramente utilizada no tratamento de 

diversas patologias (Morão et al. 2016). Alguns estudos apontam que a L. sidoides Cham exerce efeitos antiflamatórios e 

antimicrobianos (Botelho et al. 2007) sendo amplamente utilizada na medicina tradicional apresentando várias atividades 

biológicas (Araújo et al. 2020). 

A Lippia sidoides Cham é encontrada no Nordeste do Brasil onde é usada no tratamento de afecções da pele, picada 

de insetos, dor de garganta (Melo et al. 2014). Produz óleo essencial rico em timol e carvacrol que apresenta potente atividade 

antimicrobiana contra fungos, bactérias e protozoários (Botelho et al. 2007). Os monoterpenos, diterpenos, triterpenos e 

compostos fenólicos que são encontrados na L.sidoides Cham desenvolvem ação antimicrobiana para diversos patógenos 

(Alexa et al. 2018). 

Apesar desses relatos ainda não existe evidências do potencial do óleo essencial da Lippia sidoides Cham, frente a 

Aggregatibacter actinomycetecomitans ATCC 29522 e Porphyromonas gingivalis ATCC 0644.  Partindo desse pressuposto 

propor-se o presente estudo o qual avaliou a susceptibilidade antimicrobiana do óleo essencial da Lippia sidoides Cham, frente 

a Aggregatibacter actinomycetecomitans ATCC 29522 e Porphyromonas gingivalis ATCC 0644.  Para tal utilizou-se 

diferentes abordagens como: determinação da concentração inibitória mínima (MIC) concentração bactericida mínima (CBM), 

microscopia confocal, microscopia de transmissão e varredura para investigar o efeito o OELS na morfologia bacteriana. 
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2. Metodologia  

Extrato bruto, frações e metabólitos 

Lippia sidoides Cham foi colhida no período de floração de 2014 a 2018 das 08:00 as 10:00 da manhã. A exsicata foi 

incorporada sob o número JPB 47237. Das partes aéreas da L.sidoides Cham foi extraído o óleo por arraste a vapor utilizando 

o um mini destilador de óleos essenciais (Modelo D2-v5.2- Linax) armazenado a 4°C até a análise. A identificação dos 

constituintes foi submetido a Cromatografia Gasosa, acoplada a Espectrometria de Massa – CG-EM (modelo GC17A) 

utilizando coluna capilar RTX-5MS (5% Difenil, 95% dimetil polisiloxano. Com base na cromatografia as substâncias foram 

então combinadas fornecendo substâncias puras e identificadas por 1H e 13C RMN3. As amostras foram utilizadas para 

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) concentração bactericida mínima (CBM) e concentração inibitória 

fracionada (FICI). 

 

Cepas Bacterianas 

Foram utilizadas linhagens bacterianas padronizadas a 530 nm o que equivale a 0,5 da escala McFarland ≈1,5 x 108 

UFC/mL de Aggregatibacter actinomycetecomitans ATCC 29522 e Porphyromonas gingivalis ATCC 0644. Para a ativação, 

foram inoculados caldo BHI (Brain Heart Infusion HiMedia Laboratories Pvt.) Ltd., Maharashtra, Índia) suplementado com 

solução de Hemina 5 mg/mL (Sigma®), extrato de levedura 0,005 mg/mL (Acumedia®) e solução de menadiona 1 mg/mL 

(Sigma®) a 37°C, por /48h. 

 

Determinação da Concentração Inibitória Minima (CIM) e concentração Bactericida Minima (CBM) 

A CIM foi determinada em triplicata pela técnica de microdiluição em caldo usando placa de 96 poços (Freires et al. 

2018). As amostras foram preparadas em concentrações variando de 7 a 180 mg/mL com modificações, 100μL da substância 

teste (óleo da L.sidoides Cham , carvacrol e timol) e 20 μL de inóculo foram dispensados em cada poço. As bactérias foram 

incubadas em condições de anaerobiose por 48 hs com 5% ou 10% de H2 e 10% de CO2. Depois disso, 35 μL da resazurina 

em solução aquosa de (0,02%) foi adicionado em cada poço para indicar a viabilidade celular dos microrganismos. Antes de 

adicionar a resazurina, foi removido de cada poço 10 μL e semeado em BHI ágar suplementado com 5% de sangue de carneiro 

desfibrinado e hemina (5 mg/mL, Sigma, St. Louis, MO, USA) e menadiona) e 1mg/mL de menadiona (Sigma). As placas 

foram incubadas como descrito anteriormente. A concentração bactericida mínima foi definida como a menor concentração da 

amostra onde não ocorreu crescimento bacteriano. 

 

Determinação da Concentração Inibitória Fracionada 

O índice de Concentração Inibitória Fracionada (FICI) foi determinado por microdiluição em placa de 96 poços 

também conhecido como “checkboard” que contem diluições seriadas das amostras e clorexidina testada sozinha ou em 

combinação. As bactérias foram cultivadas nas mesmas condições citadas anteriormente. Depois da incubação 30 μL de 

rezasurina a 0.02% (Sigma, St Louis, Mirrouri, USA) foi adicionado em cada poço para revelar o crescimento microbiano. A 

cor azul indica que não há crescimento bacteriano e rosa indica crescimento bacteriano. A interpretação é baseada nos critérios 

descrita por Lewis et al (2002) que define ação sinérgica quando FICI é ≤ 5, aditivo quando FICI variar de > 0.5 a 1, 

indiferente quando FICI variar de 1.0 a 4.0 e antagônico quando FICI for >4.0. 
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3. Resultados  

Composição Química do OELS 

Na Tabela 1 é apresentada o resultado referente a composição química do OELS. A CG-MS identificou o timol 

(70,77%) sendo o composto majoritário, seguido de p-cimeno (5,33%), γ-terpineno (2,38%) e β-mirceno (1,68%). A formação 

dos produtos foi confirmada através da análise de espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio e carbono (1H e 

13C) apresentando  três sinais de compostos aromáticos  de um duplo dubleto em δH 7,13, um dubleto em δH 6,78, um singleto 

em δH 6,60, um sinal em δH 4,72 , característico de hidrogênio de hidroxila; dois múltipletos em δH 3,22 e δH 1,29 de 

hidrogênio e carbono (6H, H-9 e H-10), característicos de grupo isopropil; e um singleto em δH 2,31 (3H; H-7), característico 

de metila ligada ao anel aromático (Figura 1). 

 

Tabela 1. Análise da Composição Química do Óleo essencial extraído da planta Lippia sidoides Cham. 

 

Fonte: Autores. 

 

Figura 1. Espectro de RMN 1H (CDCL3, 400 MHZ) do óleo da L.sidoides Cham e do timol na região de 0,0 a 9,5 mhz. 

 

Fonte: Autores. 
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O espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCl3) também corroborou a presença do timol, ao apresentar seis sinais 

característicos de carbonos aromáticos, sendo três metínicos (δC 126,44; 121,88; 116,24) e três não hidrogenados (δC 152,71; 

136,80; 131,55); dois sinais em δC 26,92, para um carbono; e em δC 22,88, para 2 carbonos, atribuídos ao grupo isopropil; e um 

sinal em δC 21,06, atribuído a metila ligada ao anel aromático (Figura 2). 

 

Figura 2. Espectro de RMN 13C (CDCL3, 100 MHZ) do óleo de L sidoides Cham e timol. 

 

Fonte: Autores. 

 

Como pode ser observado na Tabela 2 ocorreu uma ação inibitória do OELS, do timol, carvacrol frente a A. 

actinomycetecomitans e Porphyromonas gingivalis. A CIM do OELS, timol e carvacrol variaram de 44,23 mg/mL a 28,45 

mg/mL para A actinomycetecomitans e 39,30 mg/mL a 28,15 mg/mL para Porphyromonas gingivalis. 

 

Tabela 2. Atividade Antimicrobiana L.sidoides Cham para Concentração Inibitória Mínima da A. actinomycetecomitans e 

P.gingivalis em mg/mL.  

 

Fonte: Autores. 

 

Os resultados da FICI apontaram um efeito sinérgico para o óleo combinado com todas as amostras para os 

microrganismos periodontopatogênicos. Os valores variaram de 0,015 a 0,25 mg/mL com o OELS e a clorexidina, 0,014 a 0,12 
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mg/mL do timol e clorexidina,0,03 a 0,12 mg/mL com o carvacrol e clorexidina respectivamente frente Aggregatibacter 

actinomycetecomitans e Porphyromonas gingivalis (Tabela 3). 

 

Tabela 3.  Indice de Concentração Inibitória Fracionária  (FICI) da L.sidoides Cham com timol, carvacrol e clorexidina  

contra periodontopatogenos  de acordo com o critério de Lewis et al 2002.  

 

Fonte: Autores. 

 

4. Discussão 

Estudos avaliando produtos derivados de plantas medicinais tem demonstrado resultados satisfatórios quanto a 

eficácia antimicrobiana (Aryal et al. 2021). No presente estudo avaliou-se o efeito antimicrobiano in vitro do óleo da 

L.sidoides Cham e seus constituintes timol e carvacrol contra patógenos periodontais. Os ensaios de MIC são extensivamente 

aplicados para testes de atividade de ação antimicrobiana de plantas medicinais (Mendes et al. 2020; Wijesundara & 

Rupasinghe, 2019; Olmedo-Juarez et al. 2019). 

Alves et al, (2017) sugeriu que esses ensaios são as melhores maneiras para assegurar a atividade antimicrobiana de 

produtos naturais quando se compara a outras técnicas. Os dados deste estudo evidenciaram que o óleo essencial e seus 

principais constituintes fenólicos timol e carvacrol mostraram um bom efeito antimicrobiano contra bacterias 

periodontopatogênicas. 

Mendes et al, (2020) observou um efeito inibitório e bactericida de Salvia officinali na A.actinomycetecomitans 

ATCC de 3.12 e 6.25 µg/mL  respectivamente. Diversos agentes naturais e sintéticos como clorexidina e substâncias derivados 

do fenol tem sido utilizado na odontologia como forma terapêutica para inibir o crescimento microbiano e assim prevenir 

doenças odontológicas (Sampaio et al. 2020; Couto De Oliveira et al. 2013; Pithon et al. 2013). A ação do óleo essencial e de 

seus componentes é atribuído ao rompimento da membrana citoplasmática (Khruengsai et al. 2021; Ginting et al. 2021). As 

propriedades hidrofóbicas predominantes nos compostos timol e carvacrol permitem interações especificas com as bactérias 

desestabilizando a membrana celular dos organismos (Khruengsai et al. 2021). 

Botelho e Fontenelle 2007, observaram em seus estudos que a atividade antimicrobiana do óleo da L.sidoides Cham é 

atribuída a presença do timol e carvacrol. Acredita-se que os óleos essenciais exercem efeitos como: a perturbação da 

membrana citoplasmática pela interferência na bicamada fosfolipídica da parede celular; aumento da permeabilidade e perda 

dos constituintes celulares e alteração de uma variedade de sistemas enzimáticos, incluindo aqueles envolvidos na produção de 

energia celular e síntese de componentes estruturais ou por inativação e destruição do material genético, resultando em perda 

do controle quimiosmótico da célula afetada, levando a morte bacteriana (Carvalho et al. 2016). 

Segundo Barbosa et al, (2017) a  atividade antimicrobiana não se deve somente à presença dos compostos majoritários 

dos  óleos essenciais, mas da presença de outros componentes em menores concentrações  que podem promover interações 
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sinérgicas, cita-se como exemplo o p-cimeno que sozinho não tem efeito antibacteriano se usado sozinho, mas quando 

combinado com carvacrol, facilita o transporte do carvacrol por meio da membrana citoplasmática para o interior da célula 

bacteriana.  

Para as combinações realizadas com a clorexidina e OELS e seus constituintes timol e carvacrol frente as bactérias em 

estudo apresentaram sinergismo. De acordo com Rosato et al, 200724, o efeito sinérgico envolve enzimas, proteínas de 

transporte, canais iônicos, ribossomos e mecanismos físico-químicos e proteínas transportadoras. Contudo, é difícil elucidar o 

mecanismo exato do efeito sinérgico sem maiores investigações, daí surgiu a necessidade de maiores investigações as quais 

foram realizadas como CG-Massa e Ressonância Magnética Nuclear. 

Em estudos de Batista et al. (2018) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro do óleo da L.sidoides  contra 

Streptococcus agalactiae, constatando sua atividade antimicrobiana com concentração inibitória miníma (CIM) de 312,5 μg 

mL−1 e concentração bactericida mínima (CBM) de 416,7 μg mL−1 . 

Marangoni et al, (2018) testaram três diterpenos observando uma boa ação antimicrobiana contra P.nigrescens, 

P.intermedia, P.gingivalis e A. actinomycetemcomitans isolados de cepas clinicas em que o composto inibiu até 50% com CIM 

variando de 6.25 to 25 mg/mL. Enquanto que, Moreti et al, (2017) observaram em seus estudos a ação de diterpeno em 

antibiofilme do extrato de Mikania glomerata contra A. actinomycetemcomitans ATCC 43717 e P.gingivalis 3.12, e  200 

µg/mL. 

No presente estudo, as análises dos resultados dos monoterpernos revelaram valores de 48,25 a 28,15 mg/mL para 

ação do timol, contra A. actinomycetemcomitans e P.gingivalis  e o carvacrol de 28,45 a 28,15 mg/mL respectivamente para os 

mesmos microrganismos. Também a FICI foi determinada seguindo os padrões da CLSI, sendo combinado os agentes 

antimicrobianos timol e carvacrol com a clorexidina. 

Maragoni et al, (2018) concluíram que a clorexidina combinada com dois ou três diterpenos atuam sinergicamente 

contra P. gingivalis (ATCC 33277). Segundo Dorman e Deans, (2000) as atividades biológicas dos óleos essenciais podem 

estar relacionadas com sua composição assim como com configuração dos seus componentes apresentando interações 

sinérgicas entre os componentes. 

Estudos dos componentes de OE mostraram que as moléculas fenólicas tais como carvacrol, eugenol e timol são 

altamente ativos contra vários microrganismos e a atividade antimicrobiana desses monoterpernos ocasiona dano na membrana 

celular das bactérias (Xu et al. 2020). Vários estudos têm mostrado que o timol sozinho ou juntos com outros metabólitos tem 

potente atividade antimicrobiana, antifúngica, antiparasitária (Nagoor Meeran et al. 2017). 

Embora o timol e carvacrol tenham mostrado potente antimicrobiano, o presente estudo é o primeiro a demostrar a 

atividade antimicrobiana da Lippia sidoides Cham em bactérias periodontopatogênicas. A determinação do mecanismo de ação 

dos óleos essenciais não é fácil, porque a atividade antimicrobiana geralmente não é o resultado de um único mecanismo, mas 

sim uma cascata de reações envolvendo toda a célula bacteriana. 

Para Nazarro et al, (2013) o efeito antimicrobiano dos óleos essenciais pode ser diferente a depender do constituinte 

da amostra em análise, em que o mesmo constituinte em baixa concentração pode atuar como inibidor de enzima enquanto que 

altas concentrações pode atuar na desnaturação de proteínas. Contudo, outros efeitos são atribuídos aos óleos essenciais como 

degradação da parede celular e danos nas proteínas da membrana. 

 

5. Conclusão  

Conclui-se que o óleo essencial da Lippia sidoides Cham tem atividade antimicrobiana frente a A. 

actinomycetemcomitans e P.gingivalis  devido aos maiores constituintes que são timol e p-cimeno, podendo ser atribuído a 

danos na parede celular e membrana citoplasmática.  
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