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RESUMO*

Neste estudo foi investigada a capacidade antimicrobiana in vitro do extrato hidroalcodlico de
alecrim (Rosmarinus officinalis Linn.) sobre bactérias orais plancténicas. Foram utilizados o
extrato puro, suas diluicdes de 1/2 a 1/512, clorexidina e cepas padrdo de Streptococcus mitis
ATCC 98811, Streptococcus sanguinis ATCC 10556, Streptococcus mutans ATCC 25175,
Streptococcus sobrinus ATCC 27609 e Lactobacillus casei ATCC 7469. Inicialmente, foi
determinada a CIM do extrato de alecrim pelo método de difusdo em meio solido sobre as
cepas supracitadas. Em seguida, foi determinada a CIMA do extrato sobre as cepas padrdo de
Streptococcus mitis ATCC 98811, Streptococcus sanguinis ATCC 10556, Streptococcus
mutans ATCC 25175, Streptococcus sobrinus ATCC 27609, na presenca de sacarose a 5%.
Todos os ensaios foram realizados em duplicata e a clorexidina foi utilizada como solucéo
controle. A CIM variou de 66,5 mg/mL a 266 mg/mL e a CIMA de 16 mg/mL a 33,2 mg/mL.
Foi observado que o extrato hidroalcoolico puro de alecrim e diluido até 1/16 apresentou acao
antimicrobiana sobre as cepas padrdo ensaiadas, exceto sobre Streptococcus mitis ATCC
98811. Nao foi observado efeito inibitorio de aderéncia sobre Streptococcus sanguinis ATCC
10556. Streptococcus mutans ATCC 25175 e Lactobacillus casei ATCC 7469 foram as cepas
mais sensiveis a acdo antimicrobiana in vitro do extrato de alecrim.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis; alecrim; Streptococcus; bactéria.

* Escrito obedecendo aos preceitos da NBR 14724/ABNT 2002.



ABSTRACT"

The purpose of this study was to investigate antimicrobial activity in vitro of the hydro-
alcoholic extract of Rosmarinus officinalis Linn. (rosemary) against oral planktonic bacteria.
Rosemary extract and its dilutions varied from 1/2 up to 1/512, chlroxidine, and
Streptococcus mitis ATCC 98811, Streptococcus sanguinis ATCC 10556 Streptococcus
mutans ATCC 25175, Streptococcus sobrinus ATCC 27609 and Lactobacillus casei ATCC
7469 were utilized. Firstly, MIC was evaluated in a solid medium, and the adherence
minimum inhibitory concentration in sucrose at 5%. The assay was conducted in duplicate,
and chlroxidine was control solution. MIC varied from 66,5 mg/mL up to 266 mg/mL and
adherence minimum inhibitory concentration from 16 mg/mL up to 33,2 mg/mL. Hydro-
alcoholic extract of rosemary had shown antimicrobial action against Streptococcus sanguinis
ATCC 10556, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus sobrinus ATCC 27609 and
Lactobacillus casei ATCC 7469. It had not shown antimicrobial action against Streptococcus
mitis ATCC 98811. It had not show adherence inhibitory effect against Streptococcus
sanguinis ATCC 10556. However, Streptococcus mutans ATCC 25175 and Lactobacillus
casei ATCC 7469 had shown the most sensibily bacteria to extract.

Keywords: Rosmarinus officinalis ; rosemary; Streptococcus; bacteria.

* Escrito obedecendo aos preceitos da NBR 14724/ABNT 2002.
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1 INTRODUCAO"

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo quanto a
civilizacdo e, por longo tempo, produtos de origem mineral, vegetal e animal foram as
principais fontes de drogas (De PASQUALE, 1984). No contexto da sociedade moderna, é
crescente o interesse em terapias alternativas e no uso terapéutico de produtos naturais,
especificamente aqueles derivados de plantas (RATES, 2001). Sendo a fitoterapia considerada
pela OMS em seu programa de satde (OMS, 1991).

No Brasil, plantas medicinais sdo popularmente utilizadas, tanto em areas urbanas
como rurais, sob diversas formas como ché, xarope e tinturas (MATQOS, 1997). No entanto, o
uso oficial destas fontes terapéuticas nos servicos de salde requer mais que o conhecimento
popular de suas propriedades. O conhecimento cientifico é requerido para a transformacéo
destas plantas em fonte terapéutica de uso seguro, racional e benéfico (RATES, 2001).

Varios estudos laboratoriais e clinicos empregando plantas medicinais de uso popular
sdo relatados na literatura cientifica odontoldgica, ressaltando-se, mais comumente,
propriedades antimicrobianas, antiinflamatérias e analgésicas. Desta forma, estes
conhecimentos associados ao uso de fitoterapicos pela populacdo podem possibilitar a
apresentacdo de produtos odontolégicos contendo substancias naturais, além da utilizacdo de
recursos naturais de forma eficaz e especifica.

Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim) é um arbusto doméstico de pequeno porte,
aromatico, cultivado em diversos paises, cujo 6leo essencial da respaldo ao seu emprego
como aromatizante de alimentos, bebidas e cosméticos. O alecrim é utilizado na medicina
popular como antiespasmodico (ALONSO, 1998; AL-SEREITI; ABU-AMER; SEN, 1999;

FETROW; AVILA, 2000; NEWALL; ANDERSON; PHILLIPSON, 2002), analgésico (AL-

*Escrito obedecendo aos preceitos da NBR 14724/ABNT 2002.
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SEREITI; ABU-AMER; SEN, 1999; FETROW,; AVILA.2000; NEWALL; ANDERSON;
PHILLIPSON, 2002), anti-reumatico (AL-SEREITI;ABU-AMER; SEN, 1999), diurético
(AL-SEREITI; ABU-AMER; SEN, 1999; ALONSO, 1998), colerético (ALONSO, 1998;
SALLE, 1996), expectorante (AL-SEREITI; ABU-AMER; SEN, 1999), hepatoprotetor
(ALONSO, 1998), antiinflamatério (AL-SEREITI; ABU-AMER; SEN, 1999; FETROW;
AVILA, 2000; NEWALL; ANDERSON; PHILLIPSON, 2002) e antifungico (AL-SEREITI;
ABU-AMER; SEN, 1999; NEWALL; ANDERSON; PHILLIPSON, 2002). Apresenta ainda,
atividade antibacteriana sobre bactérias responsaveis pela deterioracdo de alimentos
(ALONSO, 1998; NEWALL; ANDERSON; PHILLIPSON, 2002).

O biofilme dental é uma densa massa bacteriana que se forma sobre a superficie do
dente, composta por bactérias, macromoléculas provenientes da saliva e do fluido do sulco
gengival e por polissacarideos extracelulares sintetizados pelas bactérias, constituindo a
matriz intermicrobiana (UZEDA, 2002).

A inclusdo em um biofilme leva o microrganismo a exibir propriedades distintas
daquelas exibidas pela sua forma plancténica, isto €, quando seu crescimento ocorre
livremente em meio aquoso (COSTERTON et al., 1987; ROSAN; LAMONT, 2000;
SBORDONE; BORTOLAIA, 2003).

Tais propriedades conferidas pelo biofilme aos microrganismos séo consideradas
como resultado de expresséo génica alterada (MARSH; MARTIN, 2001).

Assim, 0s microrganismos que constituem um biofilme dental mantém com o
hospedeiro uma relacéo de anfibiose, podendo determinar infeccdes como a cérie e a doenca
periodontal (UZEDA, 2002).

A prevencdo destas infeccBes pode ser alcangada através do controle do biofilme
dental, o qual pode ser realizado de forma quimica ou mecénica (AXELSSON, 1993).

Um agente antimicrobiano utilizado no controle quimico do biofilme dental é a
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clorexidina, uma substancia catiébnica, com amplo espectro de acdo, sendo efetiva contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, virus e fungos (DENTON, 1991). No entanto, seu
uso prolongado pode causar mancha dentéria, irritabilidade da mucosa e possivel selecdo
bacteriana (JORGE, 1998).

Sendo assim, parece sensato a busca por antimicrobianos com espectro de acao
limitado, direcionado a microrganismos especificos a serem indicados em situacfes precisas,
onde a limpeza mecénica deve ser auxiliada. Esta busca pode residir nas substancias naturais
que sdo de facil aquisi¢do e baixo custo.

Diante do exposto, este estudo utilizou cepas bacterianas na forma planctonica de S.
sobrinus ATCC 27609, S. mutans ATCC 25175, L. casei ATCC 7469, microrgnismos
relacionados a cérie, S. mitis ATCC 98811 e S. sanguinis ATCC 10556, microrganismo
envolvido no inicio do processo de formacdo do biofilme dental, para avaliacdo da atividade

antimicrobiana do alecrim.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microbiota oral

Por muito tempo na histéria da microbiologia, os microrganismos foram
caracterizados como planctonicos, células livremente suspensas em meio aquoso, e descritos
de acordo com sua caracteristica de crescimento em um meio rico em nutriente. A
redescoberta, por van Leeuwenhoek, de que microrganismos aderem e crescem em superficies
expostas levou a estudos que revelaram microrganismos associados a superficies, constituindo
um biofilme (DOLAN, 2002).

Biofilmes podem ser encontrados em muitos ambientes liquidos ou semiliquidos,
sistemas bioldgicos, industriais e sistemas aquaticos naturais, ndo ocorrendo exclusivamente
na cavidade oral. (BERNIMOULIN, 2003). A microbiota que 0 constitui passa a exibir maior
resisténcia as condi¢cGes ambientais adversas e aos agentes antimicrobianos, comparada aquela
exibida quando seu crescimento ocorre em meio aquoso (SBORDONE; BORTOLAIA, 2003).

O biofilme dental é uma densa massa bacteriana que se forma sobre a superficie do
dente, composta por bactérias, macromoléculas provenientes da saliva e do fluido do sulco
gengival e por polissacarideos extracelulares sintetizados pelas bactérias, constituindo a
matriz intermicrobiana (UZEDA, 2002).

No primeiro ano de vida, a cavidade oral possui cerca de 70% de sua microbiota
constituida por Streptococcus spp, sendo as primeiras espécies que se instalam como
indigenas Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis e Streptococcus mitis. O restante da
microbiota é constituido principalmente por Neisseria spp., Veillonella spp e estafilococos.
Com a erupcao dentaria, se instalam aquelas com capacidade de fixacdo como Streptococcus
sanguinis, Streptococcus gordonii, Streptococcus oralis e algumas espécies de Actinomyces,

consideradas colonizadoras da fase inicial de formagéo do biofilme dental (De LORENZO,
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2004).

A formagdo do biofilme dental ocorre inicialmente com a aderéncia bacteriana a
superficie da pelicula adquirida, mediada por adesinas especificas na superficie bacterina e
por receptores no tecido do hospediro. Em seguida, ocorre a agregacda de bactérias, incapazes
de aderir diretamnete a pelicula adquirida, aquelas ja aderidas, permitindo o desenvolvimento
do biofilme dental (ROSAN; LAMONT, 2000).

Dentre a interacdo adesina-receptores sdo conhecidas as ligagcbes via lectinas,
interacGes hidrofobicas, eletrostaticas via ions calcio salivar, via IgA-S salivar, interacdo com
proteinas salivares &cidas ricas em prolina, com a amilase salivar, entre outras. Seja qual for o
mecanismo de adesdo utilizado, o aspecto mais importante é que existe um elevado grau de
especificidade nestas interacfes, formando pontes de unido, que devem ser firmes e estaveis,
para superarem todas as forcas que tendem a desalojar a bactéria (De LORENZO, 2004).

Desta forma, as espécies pioneiras, através de seu metabolismo, criam condicGes
favoraveis para a colonizacdo de espécies anaerdbias estritas, aumentando a diversidade da
microbiota, constituindo a comunidade-climax. Uma vez estabelecida, a microbiota
permanece relativamnete estdvel ao longo do tempo. Esta estabilidade é denominada
homeostase microbiana e resulta das interacBes hospedeiro-bactérias e interbacterianas
(MARSH, 2002).

Sendo assim, o biofilme dental é encontrado naturalmente na superficie dos dentes,
formando parte das defesas do hospedeiro, por impedir a colonizacdo de microrganismo
exogenos e freqlientemente patogénicos (MARSH; MARTIN, 2001).

Desta forma, a microbiota oral pode estabelecer uma relacdo de simbiose (relacdo
harménica ou de equilibrio) ou de antibiose (relagdo desarmonica ou de desequilibrio) com o
hospedeiro, compondo uma microbiota anfibiontica (UZEDA, 2002).

Na manutengéo desta homeostase microbiana, a saliva desempenha importante papel.
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Propriedades protetoras da saliva como propriedade de limpeza, capacidade tampdo e grau de
saturacdo em relacdo aos minerais do dente sdo maximizados quando a saliva é estimulada
apos o consumo de carboidratos fermentaveis, através da reducdo na queda de pH no biofilme
dentario e aumento do potencial de remineralizacdo (EDGAR; HIGHAM; MANNING, 1994).

Em adicdo, proteinas salivares como lisozimas, lactoferrinas e peroxidases apresentam
atividade antimicrobiana direta, agindo em conjunto com os demais componentes da saliva,
limitando o crescimento ou destruindo os microrganismos (GONCALVES; FLORIO, 2003).

Embora a microbiota no biofilme dental co-exista harmonicamente com o hospedeiro,
alteragcbes no ambiente oral, decorrentes do uso de antimicrobianos ou do aumento na
freqiiéncia de ingestdo de sacarose, podem levar ao aumento na propor¢do de microrganismos
patogénicos especificos (BURNE, 1998). No caso da cérie ha aumento na proporcdo de
bactérias acidogénicas e aciddricas, especialmente estreptococos grupo mutans e lactobacilos
(BOWDEN, 1990; MARSH, 1999).

Varias linhas de evidéncias tém conclusivamente estabelecido a relacdo de aglcares na
etiologia da cérie (GUSTAFSSON et al.,, 1954; HARRIS, 1963; NEWBRUN, 1982;
SCHEININ et al., 1976; SHEIHAM, 2001; STEPHAN, 1940; 1944 apud ZERO, 2004).

O biofilme dental formado na presenca de sacarose possui duas caracteristicas unicas,
que podem ser responsaveis por sua cariogenicidade. Primeiro, a sacarose é responsavel pela
formacdo de um biofilme rico em glicanos insollveis que aumentam sua porosidade. Este
aumento de porosidade facilita a difusdo de substratos, os quais sdo metabolizados por
microrganismos acidogénicos, produzindo &cidos organicos e resultando em queda de pH no
biofilme e perda de minerais. Segundo, na presenca de alta freqliéncia de consumo de agucar,
sdo encontradas no biofilme baixas concentracfes de célcio, fluoretos e fosfatos (CURY et al.,
2001).

Sabe-se que a producdo de glicanos insollveis, a partir de sacarose da dieta, aumenta o
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potencial patogénico do biofilme dental por promover a aderéncia e acumulo de
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus no esmalte de animais e humanos (KOO et al,
2000).

Desta forma, o controle do biofilme dental € essencial para manutencdo da saude oral
(IACONO et al., 1998; SCHEIE; PETERSEN, 2004). Este controle pode ser realizado de
forma quimica e/ou mecénica.

Neste contexto, o controle do biofilme dental através da remo¢do mecéanica constitui o
método mais seguro para impedir sua formacdo, visto que o biofilme abriga os
microrganismos que dao origem a carie e a doenga periodontal (PINTO, 2000).

No entanto, apesar do controle mecanico ter potencial para manter adequados niveis de
higiene oral, a experiéncia clinica e estudos populacionais demonstram que tal método néo
tem sido empregado de maneira adequada por parte da populacdo (BARNETT, 2003). Sendo
a qualidade da limpeza, habitos comportamentais e motivacdo do paciente, fatores limitantes
reconhecidos (BUISCHI; AXELSSON, 2003; SCHOU, 1998 apud BAEHNI; TAKEUCHI,
2003).

Neste sentido, os agentes antimicrobianos orais podem auxiliar na manutencdo de
niveis de biofilme dental compativeis com a saude oral. Contudo, o uso prolongado destes
agentes antimicrobianos nao deve romper o equilibrio da microbiota oral, induzindo a
colonizacdo por microrganismos exogenos ou o desenvolvimento de resisténcia microbiana
(MARSH, 1992).

2.2 Antimicrobianos orais

A selecdo de uma substancia antimicrobiana para controle quimico de biofilme dental
deve considerar alguns fatores, levando-se em conta a particularidade do meio ambiente oral:
deve ser avaliada a toxicidade da substancia, a substancia deve ser de baixa permeabilidade

pelos tecidos bucais, ndo deve causar desequilibrio da microbiota residente e deve apresentar
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substantividade ( CURY, 2003).

Estas substancias podem agir interferindo na adeséo bacteriana a superficie dentéria,
prevenindo a proliferacdo bacteriana na superficie dentaria e removendo a placa pré-
existente (ADDY, 1992).

Um agente antimicrobiano utilizado no controle quimico do biofilme dental é a
clorexidina, uma substancia quimica catiénico do grupo das bisbiguanidas. Apresenta amplo
espectro de acdo, sendo efetiva contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, virus,
como herpes virus, influenzavirus e HIV, e fungos (DENTON, 1991).

No entanto, seu uso por tempo prolongado pode resultar em mancha dentéria,
irritabilidade da mucosa (AL-TANNIR; GOODMAN, 1994; JORGE, 1998) e alteracdo
gustativa (AL-TANNIR; GOODMAN, 1994).

A clorexidina, por ser um agente cationico, é adsorvida as superficies oral e bacteriana
carregadas negativamente, interferindo no equilibrio osmético bacteriano, formacdo de
pelicula adquirida e adsorcéo bacteriana ao dente. Em adicédo, tem sido constatado in vivo a
capacidade da clorexidina em reduzir a formacéo de biofilme (DEL BEL CURY, 1994) e de
inibir a sintese de polissacarideos insolGveis da matriz intermicrobiana do biofilme dental
(CURY et al., 2000).

Esta acdo em um dos fatores de viruléncia de bactérias cariogénicas tem sido também
comprovado, em estudos in vitro com tomilho, prépolis e cacau (GEBARA et al., 1996),
propolis e Arnica montana (KOO et al., 2002), e alecrim (TAKARADA et al., 2004), abrindo
a possibilidade do uso de substancias naturais como antimicrobianos orais.

Gebara; Zardetto e Mayer (1996) analisaram a atividade antimicrobiana in vitro de
tinturas de malva, salva, camomila, tomilho, cacau e propolis sobre Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus. Foi observado que a as tinturas de tomilho, cacau e propolis

mostraram-se efetivas na inibi¢cdo do crescimento de Streptococcus mutans e Streptococcus
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sobrinus e da aderéncia destas bactérias, ao vidro, na presenca de sacarose.

Em outro estudo Koo et al. (2000) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro do
extrato de prépolis e Arnica montana, sobre microrganismos orais de relevancia clinica em
odontologia, observando que prépolis produziu halos de inibicdo de crescimento de todos 0s
microrganismos do estudo, incluindo Streptococcus mutans . Ainda relata a inibicdo da
aderéncia de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus a superficie de vidro.

Muitos estudos tém confirmado que as bactérias que constituem um biofilme séo
menos suscetiveis a antibidticos e antisépticos quando comparada a forma planctonica destas
bactérias (FINE; FURGANG; BARNETT, 2001; THROWER; PINNEY; WILSON, 1997
WILSON, 1996).

Este aumento de resisténcia bacteriana conferida pelo biofilme resulta de alguns
fatores, incluindo diferengas fenotipicas, diferentes niveis de metabolismo bacteriano em
varios sitios no biofilme e inibicdo de difusdo do agente antimicrobiano (COSTERTON et al.,
1994).

O crescimento bacteriano formando um biofilme pode induzir ou reprimir genes que
normalmente ndo sdo expressos durante o crescimento planctonico (MARSH; MARTIN,
2001). No entanto, pouco se conhece sobre a expressao génica e a organizacao espacial das
espécies em um biofilme (KOLENBRAND, 2000).

Neste contexto, modelos de biofilmes produzidos in vitro tém sido desenvolvidos.
Guggenheim et al. (2001) utilizou um modelo de biofilme dental supragengival constituido
por multiplas espécies bacterianas para analizar a composi¢édo e aderéncia do biofilme, o qual
foi exposto a antisépticos orais.

Thrower; Pinney e Wilson (1997) produziram in vitro biofilme de 1 e 3 dias
constituido por Actinobacillus actinomycetemcomitans para verificar a suscetibilidade

bacteriana ao digluconato de clorexidina e triclosan.
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Segundo Cury (2003), o controle quimico do biofilme dental seria direcionado a
individuos ndo motivados para um adequado controle do biofilme, a pacientes portadores de
aparelhos ortodénticos fixos, aqueles submetidos a radioterapia, no pds-operatério de
cirurgias bucais na impossibilidade de remo¢do mecanica do biofilme e a pacientes com
necessidades especiais.

2.3 Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim)

Rosmarinus officinalis Linn. (Figura 1) € um arbusto doméstico, aromatico, da familia
Labiatae, medindo cerca de um metro de altura com flores azuladas e pequenas folhas verde-
escuras que abrigam pequenas glandulas contendo 6leo aromatico. O alecrim é cultivado em
varios paises europeus e cresce ao longo de toda a costa do Mediterraneo, sendo a planta mais
antiga cultivada por estes povos (AL-SEREITI; ABU-AMER ; SEN, 1999).

Diferentes espécies de alecrim existem em todo o mundo: R. officinalis, R. eriocalyx,
R. laxiflorus e R. lavandulaceus. Rosmarinus officinalis Linn. é apenas uma das espécies que
cresce nas regides do Mediterraneo (ANGIONI et al., 2004). E também conhecida como
rosemary ou romero e, hoje, € cultivada em todo o mundo, crescendo bem em solo semi-arido
rico em calcario, sendo cultivada com sucesso nas serras cearenses ( MATOS, 2002).

Um aspecto relevante em relacdo ao alecrim é que ele faz parte da farmacopéia de
diversos paises, entre eles a Alemanha, Argentina, Australia, Bélgica, Espanha, Franca,
Inglaterra, México, Portugal, Republica Tcheca e Suica (Mc CALEB, 1993). Ademais, 0
alecrim foi classificado pelo Conselho Europeu como aromatizante natural, categoria Ny, a
qual indica que o alecrim pode ser adicionado aos alimentos em pequenas quantidades

(COUNCIL OF EUROPE, 1981).



21

FIGURA 1 - Rosmarinus officinalis Linn.

O alecrim é utilizado na medicina popular como antiespasmddico (AL-SEREITI;
ABU-AMER; SEN, 1999; ALONSO, 1998; FETROW; AVILA, 2000), analgésico,
antinflamatério (AL-SEREITI; ABU-AMER; SEN, 1999; FETROW; AVILA, 2000;
NEWALL; ANDERSON; PHILLIPSON, 2002), antireumatico, expectorante (AL-SEREITI;
ABU-AMER; SEN, 1999), diurético (AL-SEREITI; ABU-AMER; SEN, 1999; ALONSO,
1998), colerético (ALONSO, 1998; SALLE, 1996), hepatoprotetor (ALONSO, 1998), e
antifingico (AL-SEREITI; ABU-AMER; SEN, 1999; NEWALL; ANDERSON;
PHILLIPSON, 2002). Além de apresentar potencial terapéutico no tratamento de
hepatotoxicidade, asma brénquica, Ulceras pépticas, doencas inflamatorias, doencas cardiacas
isquémicas, astenozoospermia e na prevencao de carcinogénese (AL-SEREITI; ABU-AMER;
SEN,1999).

Seu 0leo essencial é composto principalmente por hidrocarbonetos monoterpénicos, (o-
pineno, B-pineno, canfeno, mirceno e limoneno), ésteres terpénicos (1,8-cineol), cénfora,
linalol, verbinol, terpineol, 3-octanona, isobornil-acetato, [B-cariofileno, entre outros. Os

terpenodides sdo representados pelo carnosol (diterpeno), acidos oleanico e ursolico, 2-B-OH-
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oleandlico, 3-O-acetiloleandlico, acido carnosilico, rosmaridienol, 7-metoxi-rosmarol, o e p-
amirenona, entre outros. Os flavonoides incluem diosmetina, diosmina, gencuanina, apigenina,
6-metdxi-gencuanina, hispidulina, luteolina (e derivados), 6-metoxi-homoplantagina,
cirsimarina, nepritina, sinensetina, cupafolina, 7-metoxi-fegopolina. Os fendis sdo os acidos
caféico, clorogénico, labiatico, neoclorogénico e rosmarinico (ALONSO, 1998).

Estudos em animais revelaram como compostos biologicamente ativos no alecrim o a-
pineno, B-pineno, diosmina, 1,8-cineol, borneol, &cido rosmarinico, rosmaricina (derivados),
além do carnosol e acido ursélico, aos quais € atribuida a atividade antibacteriana sobre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Lactobacillus brevis, Pseudomonas fluorescens,
Rhodotorula glutinis e Kluyveromyces bulgaricus em alimentos deteriorados (NEWALL;
ANDERSON; PHILLIPSON, 2002; ALONSO, 1998). Ainda ¢ relatada a atividade sobre
Staphylococcus albus, Corynebacterium spp., Vibrio cholerae, bacillus subtilis, Micrococcus
luteus, Salmonella spp. e listeria monocytogens (ALONSO, 1998).

Offord et al. (1997) ainda atribuem ao carnosol e ao &cido ursélico a prevencédo de
danos ao DNA de cultivos celulares causados por aflatoxina, um potente carcinogénico
hepatico.

O oleo essencial de alecrim ndo € irritante nem sensibilizante quando aplicado a pele
humana (TISSERAND; BALACS, 1995). O &acido rosmarinico possui baixa toxicidade, de
acordo com a DLsp de 561 mg/Kg iv e, é rapidamente eliminado da circulacéo, iv, t = 9 min.
(PARNHAM; KESSELRING, 1985).

Takarada et al. (2004) demonstraram, através de estudo in vitro, a acdo antimicrobiana
de diferentes 6leos essenciais, entre eles o de alecrim, em concentracdes variando de 0,002%
a 1% sobre S. mutans, S. sobrinus, Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Fusobacterium nucleatum.

Por outro lado, Angioni et al. (2004), em outro estudo in vitro da atividade
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antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim sobre Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, relatam a baixa
atividade antimicrobiana deste Oleo sobre estas amostras estudadas, com concentracdo
inibitdria minima sempre acima de 900 pL/mL.

No entanto, considerando-se sua acao antifingica, estudos in vivo demonstraram que
guando uma emulsdo aquosa do Gleo essencial de alecrim € aplicada na boca 5 vezes ao dia,
em pacientes que ndo respondem ao tratamento com Nistatina®, a lesdo desaparece

completamente no periodo de 2 a 4 dias (DURAKOVIC; DURAKOQOVIC, 1979).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Verificar a agdo antimicrobiana e efeito antiaderente, in vitro, do extrato
hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis Linn.(alecrim) sobre cepas padréo de Streptococcus
mitis ATCC 98811, Streptococcus sanguinis ATCC 10556, Streptococcus sobrinus ATCC
27609, Streptococcus mutans ATCC 25175 e Lactobacillus casei ATCC 7469.
3.2 Espécificos

3.2.1 Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato hidroalcoo6lico de
alecrim sobre cepas padrédo de Streptococcus mitis ATCC 98811, Streptococcus sanguinis
ATCC 10556, Streptococcus sobrinus ATCC 27609, Streptococcus mutans ATCC 25175 e
Lactobacillus casei ATCC 7469, pelo método de difusdo em meio solido;

3.2.2 Determinar a concentracdo inibitéria minima de aderéncia (CIMA) do extrato

sobre as cepas padrdo supracitadas, exceto Lactobacillus casei ATCC 7469.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Obtencéo do material boténico e preparo do extrato

A matéria-prima (folhas e caule) de Rosmarinus officinalis Linn. foi obtida no
canteiro de plantas do biotério do Departamento de Antibiéticos do Campus da UFPE, Recife,
Pernambuco, Brasil e classificado pela etnobotanica Profa. Dra. Alda Chiappeta do
Departamento de Antibiéticos, CCB/ UFPE. Folhas e caule foram separados, pesados, lavados
em agua corrente e submetidos ao processo de maceracgdo por 19 dias a temperatura ambiente.
Nesta etapa, foi utilizada como solucéo extrativa uma solugdo hidroalcodlica a 80% por se
tratar de uma planta aromatica, rica em Gleos essenciais, visando a obtencdo de todos os
componentes quimicos do alecrim durante a maceracgdo, segundo protocolo do Laboratério de
Fitomedicamentos do Departamento de Farmécia da UFPE. Assim, foram utilizados 1400 mL
de solucédo hidroalcodlica a 80% v/v (etanol/ dgua destilada) para 350,59 de matéria prima
fresca. Decorrido o periodo de maceracdo, o material foi filtrado, obtendo-se 1335 mL de
extrato, havendo perda por evaporacdo de 65 mL. Apos filtracdo, o extrato foi acondicionado
em frascos ambar previamente limpos e secos, e estocados em camara fria.

Foi obtido um extrato de cor verde-oliva, odor citrico adocicado e sabor adstringente,
levemente amargo.

4.2 Preparo das dilui¢des do extrato hidroalcodlico de alecrim (escala do extrato)

Dez tubos de ensaio foram numerados de 1 a 10. No tubo 1 foram adicionados 2 mL
de extrato puro e nos demais tubos 1 mL de agua destilada. Em seguida, com uma pipeta foi
transferido 1 mL do extrato contido no tubo 1 para o tubo 2, obtendo-se uma dilui¢do
correspondendo a metade da concentracdo do extrato puro. Este mesmo procedimento foi
repetido mais 8 vezes, sempre retirando 1 mL da diluicdo obtida para o tubo seguinte,

contendo 1 mL de &gua destilada, obtendo-se concentragdes decrescentes do extrato.
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4.3 Microrganismos-teste

Neste estudo foram utilizadas cepas padrdo de Streptococcus mitis ATCC98811,
Streptococcus sanguinis ATCC 10556, Streptococcus mutans ATCC2517, Streptococcus
sobrinus ATCC27609 e Lactobacillus casei ATCC 7469, obtidas na Fundagdo Tropical de
Pesquisas e Tecnologia “André Tozello” (Campinas- SP) e Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo-
SP). As cepas foram transportadas em agar sangue inclinado (“slants”) e, posteriormente,
reativadas no Laboratorio de Genética de Microrganismos — Departamento de Biologia
Molecular, CCEN da UFPB.

4.4 Determinacao da concentracdo inibitéria minima

A determinacdo da CIM do extrato hidroalcodlico de alecrim foi realizada, pelo
método de difusdo em meio solido, sobre cepas padrdo bacterianas, segundo a metodologia de
Cleland e Squirs (1991).

As cepas foram cultivadas em BHI caldo (Brain Heart Infusion — Difco) e incubadas
em estufa bacterioldgica a 37°C por 18-20 horas em microaerofilia pelo método da chama da
vela. Decorrido este periodo, 0,1 mL do cultivo foi diluido em 10 mL de solugdo salina
0,85% estéril para em seguida ser espalhado em placas de Petri contendo o meio agar
Mdeller- Hinton- Difco. Neste meio foram realizadas perfuragcbes (“pocos”) de
aproximadamente 6mm de didmetro, onde foi colocado um volume de 0,05mL do extrato
puro e suas diluigdes de 1/2 a 1/512, cujas concentracOes variaram de 266 a 0,5 mg/mL. As
placas foram incubadas a 37°C em microaerofilia, por um periodo de 24 horas. Foram
realizados estudos comparativos com o digluconato de clorexidina a 0,12% e com solucéo
hidroalcodlica a 80% . Os ensaios foram realizados em duplicata frente a cada cepa padrao
ensaiada. A CIM foi considerada a menor concentracdo do extrato hidroalcodlico de alecrim
que inibiu completamente o crescimento bacteriano, identificada como o primeiro pogo que,

em ordem ascendente de concentracdo do extrato produziu halo de inibigé&o.
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4.5 Determinagéo da concentragdo inibitdria minima de aderéncia

A CIMA do extrato hidroalcodlico de alecrim foi determinada segundo a metodologia
de Gebara, Zardetto e Mayer (1996), na presenca de sacarose a 5%, usando-se 0 extrato puro e
suas diluicdes, cujas concentracdes variaram de 266 a 0,5 mg/mL. As cepas foram cultivadas
a 37°C “overnight” e 0,03mL de inoculo foi transferido para um recipiente contendo 30 mL
de Miller Hinton- Difco e incubado em microaerofilia por 1 hora a 37°C (sub-cultivo). Apds
este periodo, 1,8 do sub-cultivo foram distribuidos em 10 tubos de hemdlise, os quais foram
numerados de 1 a 10 de acordo com a escala do extrato. Em seguida foram adicionados 0,2
mL do extrato e suas diluicbes em cada tubo. A incubacéo foi feita a 37°C por 24 horas em
microaerofilia, com os tubos inclinados a 30°. A leitura foi realizada atraves da observacao
visual da aderéncia bacteriana ao vidro ap6s agitacdo do mesmo. A CIMA foi considerada a
menor concentracdo do extrato hidroalcodlico de alecrim que, em meio com sacarose impediu

completamente a aderéncia bacteriana ao vidro.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos do estudo da atividade antimicrobiana in vitro do extrato
hidroalcodlico de alecrim, pelo método de difusdo em meio sélido, demonstraram que o
extrato de alecrim apresentou a¢do antimicrobiana sobre as cepas padrdo de Streptococcus
sanguinis ATCC 10556, Streptococcus sobrinus ATCC 27609, Streptococcus mutans ATCC
25175 e Lactobacillus casei ATCC 7469. N&o sendo observada agdo antimicrobiana do
extrato de alecrim sobre Streptococcus mitis ATCC 98811 (Tabela 1). As concentragdes
inibitérias minimas variaram de 66,5 mg/mL a 266 mg/mL (Tabela 2). A figura 1 representa a
atividade antimicrobiana in vitro do extrato hidroalcodlico de alecrim, em termos de halos de
inibicdo, do crescimento de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Tabela 1 - Média dos halos de inibicdo do crescimento microbiano produzido pelo extrato
hidroalcoodlico de alecrim através do método de difusdo em meio solido.

Concentragdo do extrato de alecrim (mg/mL)

Cepas padrao Diametro dos halos de inibigdo (mm)
266 133 66,5 33,2
<16,0

Streptococcus sanguinis ATCC 15 - - - -
10556

Streptococcus sobrinus ATCC 15 - - - -
27609

Streptococcus mutans ATCC 18 15 11 - -
25175

Straptococcus mitis ATCC - - - - -
98811

Lactobacillus casei ATCC 18 15 11 - -
7469

(-) auséncia de inibicdo de crescimento.
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Tabela 2 - Concentragdo inibitdria minima (CIM) do extrato hidroalcoodlico de alecrim
determinada através do método de difusdo em meio sélido.

Cepas padréo Concentracdo inibitoria minima (mg/mL)
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 266
Streptococcus sobrinus ATCC 27609 266
Streptococcus mutans ATCC 25175 66,5

Streptococcus mitis ATCC 98811

Lactobacillus casei ATCC 7469 66,5

(-) auséncia de inibicdo de crescimento.

FIGURA 2 - Halos de inibicdo do crescimento de Streptococcus mutans ATCC 25175
produzidos pelo extrato hidroalcodlico de alecrim através do método de difusdo em meio
solido.

Os resultados da concentracdo inibitéria minima de aderéncia, em caldo Miller-
Hinton acrescido de 5% d sacarose, do extrato hidroalcodlico de alecrim frente as cepas

padrdo de Streptococcus mitis ATCC 98811, Streptococcus sanguinis ATCC 10556,

Streptococcus sobrinus ATCC 27609 e  Streptococcus mutans ATCC 25175 estdo
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presentados na tabela 3.

Cepas padrao Concentracdo inibitoria minima de aderéncia
(mg/mL)
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 -
Streptococcus sobrinus ATCC 27609 33,25
Streptococcus mutans ATCC 25175 16,0
Streptococcus mitis ATCC 98811 33,25

Tabela 3 - Concentracéo inibitoria minima de aderéncia (CIMA) do extrato hidroalcoolico de
alecrim determinada pela aderéncia bacteriana ao vidro na presenca de 5% de sacarose.
(-) auséncia de inibicdo de aderéncia.
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6 DISCUSSAO

Os testes com agentes antimicrobianos sobre bactérias orais plancténicas podem ser
muito Gteis, uma vez que podem qualificar o agente para tratamento de infec¢des orais
biofilme-dependentes, ou desqualifica-lo, caso estes testes demonstrem resultados negativos
(COSTERTON et al., 1987).

O estudo com o o extrato hidroalcodlico de alecrim demonstrou atividade
antimicrobiana sobre as cepas de Streptococcus sanguinis ATCC 10556, Streptococcus
sobrinus ATCC 27609, Streptococcus mutans ATCC 25175 e Lactobacillus casei ATCC
7469. Esta acdo, no entanto, ndo foi observada sobre Streptococcus mitis ATCC 98811, um
componente da microbiota ndo patogénica. Foram observados halos de inibicdo de
crescimento bacteriano que variaram de 11mm a 18mm de didmetro, havendo diminuicdo
destes halos a medida que a concentracao do extrato foi diminuida.

A CIM foi considerada a menor concentracdo do extrato hidroalcodlico de alecrim que
inibiu completamente o crescimento bacteriano, ou seja, a menor concentracdo do extrato que
produziu halo de inibicdo, sendo equivalente a 66, 5 mg/mL para Streptococcus mutans
ATCC 25175 e Lactobacillus casei ATCC 7469 e a 266 mg/mL para Streptococcus sanguinis
ATCC 10556 e Streptococcus sobrinus ATCC 27609.

De acordo com os dados apresentados, pode-se verificar que o extrato de alecrim
apresentou para as cepas padréo duas CIMs: 266 mg/mL e 66, 5 mg/mL. Estas concentragdes
corresponderam ao extrato puro e a diluicdo de 1/4, respectivamnete.

Estes achados sugerem que o0 extrato em estudo possui compostos bioativos com
atividade antimicrobiana in vitro sobre as cepas de Streptococcus sanguinis ATCC 10556,
Streptococcus sobrinus ATCC 27609, Streptococcus mutans ATCC 25175 e Lactobacillus

casei ATCC 7469.
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Sabe-se que alguns fatores devem ser considerados na selecdo de um agente
antimicrobiano oral, dentre eles, a substancia ndo deve causar desequilibrio da microbiota ndo
residente (CURY, 2003; MARSH; MARTIN, 2001).

Neste contexto, o extrato hidroalcodlico de alecrim torna-se uma substancia
promissora, visto a auséncia de atividade antimicrobiana deste extrato sobre Streptococcus
mitis ATCC 98811, um componente da microbiota ndo patogénica.

As glicanas sintetizadas por microrganismos do biofilme dental, a partir da sacarose da
dieta, participam ativamente na aderéncia bacteriana, sendo esta aderéncia induzida por este
polissacarideo extracelular um importante mecanismo na colonizacdo de Streptococcus
mutans na superficie dentaria (UZEDA, 20002).

Neste contexto, 0 uso de agentes antimicrobianos que alterem a aderéncia bacteriana
ao dente tem grandes vantagens, em particular, pouca ou nenhuma alteracdo da microbiota é
esperada com o seu uso prolongado ( GEBARA; ZARDETTO; MAYER, 1996).

O extrato de alecrim apresentou efeito inibitorio de aderéncia de todas as cepas padrdo
representado pela auséncia de aderéncia, na presenca de sacarose, a superficie do vidro.
Porém ndo foi observado efeito inibitdrio de aderéncia sobre Streptococcus sanguinis ATCC
10556. As menores concentraces do extrato que apresentaram acgdo inibitéria de aderéncia
foram de 16 mg/mL para Streptococcus mutans ATCC 25175 e de 33,25 mg/mL para
Streptococcus sobrinus ATCC 27609 e  Streptococcus mitis ATCC 98811. Estas
concentracOes corresponderam as diluicdes de 1/16 e 1/8, respectivamente.

A literatura odontoldgica relata resultados de varios estudos nos quais a concentracéo
inibitéria minima de agentes contra bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas tem sido
pesquisada (WILSON, 1996). No entanto, poucos relatos foram encontrados sobre a

utilizacdo do alecrim contra microrganismos de relevancia clinica em odontologia.
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Corroborando os achados deste estudo, Takarada et al. (2004) afirmam que o Oleo
essencial de alecrim possui efeito inibitorio de aderéncia , em concentragdes de 0,20% a
0,50%, sobre Streptococcus mutans. Contudo, de forma contréria aos achados aqui
apresentados, afirmam que o alecrim ndo apresentou efeito inibitorio do crescimento de
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, embora tenha apresentado atividade inibitéria
de crescimento de bactérias Gram-negativas como A. actinomicetemcomitans, P. gingivalis e
F. nucleatum.

Estudos semelhantes ao aqui descrito foram desenvolvidos, utilizando-se extratos de
diferentes plantas, para verificacdo de atividade antimicrobiana sobre bactérias orais.

Gebara; Zardetto e Mayer (1996), analisando a atividade antimicrobiana in vitro de
diferentes tinturas naturais, observaram atividade inibitoria do crescimento e aderéncia de
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus pelas tinturas de tomilho, cacau e propolis.,
cujas CIMs foram de 0,06mg/mL, 0,10mg/mL e 0,04mg/mL, respectivamente sobre
Streptococcus mutans e de 0,04mg/mL, 0,12mg/mL e 0,02mg/mL sobre Streptococcus
sobrinus. As CIMA de tomilho, cacau e prépolis foram de 0,02mg/mL, 0,04mg/mL e
0,01lmg/mL, respectivamente para as cepas de Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus.

Koo et al. (2000) estudando a atividade antimicrobiana in vitro do extrato de prdpolis
e Arnica montana contra bactérias orais de relevancia clinica em odontologia, observaram que
prépolis inibiu o crescimento microbiano de Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus sobrinus, Actinomyces naeslundii, Porphyromonas gingivalis, dentre outros,
produzindo halos médios de 2mm, 4,42mm, 2,25mm, 9,25mm e 3,42mm, respectivamente.
Arnica montana mostrou halos de 0,33mm e 0,48mm sobre Actinomyces naeslundii e
Porphyromonas gingivalis. Ainda, demonstraram a inibicdo de aderéncia de Streptococcus

mutans e Streptococcus sobrinus, na concentracdo de 400ug/mL destes extratos.
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Estudos investigando a efetividade de agentes antimicrobianos sobre bactérias tém
indicado que resultados consideravelmente diferentes podem ser obtidos quando o estudo é
realizado sobre bactérias plancténicas e organizadas em biofilme (FINE; FURGANG;
BARNETT, 2001).

O crescimento bacteriano formando um biofilme pode induzir ou reprimir genes que
normalmente ndo sdo expressos durante o crescimento planctonico (MARSH; MARTIN,
2001). No entanto, pouco se conhece sobre a expressao génica e a organizacao espacial das
espécies em um biofilme (KOLENBRAND, 2000).

Sabendo-se que na cavidade oral os microrganismos estdo aderidos a superficie
dentéria, o desenvolvimento de biofilmes orais in vitro representa um avanco no estudo de
agentes antimicrobianos orais. A utilizacdo destes modelos de estudo in vitro possibilita a
demonstracdo de que bactérias em um biofilme possuem diferentes propriedades comparadas
a condicdo planctonica (BAEHNI; TAKEUCHI, 2003).

Thrower; Pinney e Wilson (1997) analisando a suscetibilidade in vitro de biofilmes e
suspensdo planctdnica de Actinobacillus actinomycetemcomitans a antisépticos orais,
afirmam que biofilmes de trés dias foram os mais resistentes a acdo dos antisépticos, sendo o
digluconato de clorexidina o antiseptico mais ativo.

Guggenheim et al. (2001) desenvolveram modelo in vitro de biofilme dental
supragengival, constituido de multiplas espécies microbianas, observando que a exposicao
deste biofilme a clorexidina ou a triclosan levou a uma reducdo de bactérias vidveis
semelhante aquela observada in vivo.

A capacidade da clorexidina em reduzir a formagéo de biofilme tem sido constatado in
vivo por Del Bel Cury (1994). Em adicdo, Cury et al. (2000) relata a inibicdo da sintese de
polissacarideos insolUveis da matriz intermicrobiana do biofilme pela clorexidina.

Os resultados obtidos destes estudos, utilizando biofilmes dentais produzidos in vitro
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para teste de agentes antimicrobianos orais, podem ser mais preditivos de atividade clinica
(WILSON, 1996). Estes estudos podem ser Uteis em testes pré-clinicos destes agentes, em
concentragOes clinicamente relevantes (GUGGENHEIM et al., 2001; FINE; FURGANG;
BARNETT, 2001).

Sendo assim, os achados do estudo aqui descrito sugerem que o alecrim possui
compostos bioativos com atividade antimicrobiana in vitro. No entanto, a relevancia clinica
destes achados necessita de avaliagdo utilizando modelos de estudo que possam reproduzir
situacdes mais proximas aquelas encontradas na cavidade oral.

Ainda, é oportuno ressaltar que este estudo ndo teve a pretensdo de buscar mais um
antimicrobiano oral, mas, sim, a busca de um fitoterdpico a ser utilizado em odontologia, em
situagdes precisas, onde a remogdo mecénica do biofilme dental deve ser auxiliada, dentro de
uma estratégia racional de prevencdo de infeccdes orais biofilme-dependentes, contribuindo
para utilizacdo de modo seguro e especifico, de fontes terapéuticas disponiveis na flora

brasileira.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se:

e O extrato hidroalcodlico de alecrim apresentou a¢do antimicrobiana, in vitro, sobre as
cepas padrédo de Streptococcus sanguinis ATCC 10556, Streptococcus sobrinus
ATCC 27609, Streptococcus mutans ATCC 25175 e Lactobacillus casei ATCC 7469.
Né&o sendo observada acdo antimicrobiana do extrato de alecrim sobre Streptococcus

mitis ATCC 98811.

e O extrato hidroalcoodlico de alecrim apresentou efeito inibitdrio de aderéncia, in vitro,
sobre as cepas padréo de Streptococcus mitis ATCC 98811, Streptococcus sobrinus
ATCC 27609 e Streptococcus mutans ATCC 25175. Néao sendo observado efeito
inibitorio de aderéncia in vitro do extrato de alecrim sobre Streptococcus sanguinis

ATCC 10556.
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Ata da 43 Defesa de Dissertagdao do Curso de Mestrado em Odontologia do
Departamento de Prétese e Cirurgia Buco- Facial do Centro de Ciéncias da Sadade
da Universidade Federal de Pernambuco. Recife, 22 de margo de 2005.

As 13:30(treze horas e trinta minutos) do dia 22 do més de margo do ano de dois
mil e cinco , reuniram-se na sala “A” do Curso de Pos Graduacio em Odontologia do
Departamento de Protese e Cirurgia Buco-Facial da UFPE, os membros da Banca
Examinadora, composta pelos professores: Prof. Dr. Geraldo Bosco Lindoso Couto-
UFPE, (presidente) ,Prof. Dr. Fabio Correia Sampaio da UFPB, atuando como primeiro
examinador, Profa. Dra. lvone Antonia de Souza - UFPE, atuando como segundo
examinador, para julgar o trabalho intitulado “ ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN
VITRO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE ALECRIM SOBRE BACTERIAS
ORAIS PLANCTONICAS E ORGANIZADAS EM BIOFILME ”, da CD MANOELA DE
SOUZA ARAUJO SILVA, candidata ao Grau de Mestre em Odontologia, na Area de
Concentragdo em CLINICA INTEGRADA , sob orientagdo da Profa. Dra.
ALESSANDRA ALBUQUERQUE TAVARES CARVALHO e co-orientagao da Prof? Dra.
MARIA DO SOCORRO VIEIRA PEREIRA da Universidade Federal da Paraiba.
Dando inicio aos trabalhos o senhor Vice - Coordenador Prof. Dr. CARLOS MENEZES
AGUIAR convidou os senhores membros para compor a Banca Examinadora, em
seguida foram entregues aos presentes copias do Regimento Interno do Curso de
Mestrado em Odontologia, que trata dos critérios de avaliagdo para julgamento da
Dissertagdo de Mestrado. O presidente da mesa apés tomar posse dos trabalhos e
conferir os membros convidou a mestranda, MANOELA DE SOUZA ARAUJO SILVA ,
para expor sobre o aludido tema , tendo sido concedido trinta minutos. A candidata
expos o trabalho e em seguida colocou-se a disposi¢ao dos Examinadores para
argliicdo. Apos o término da arglicdo os Examinadores se reuniram em secreto para
deliberagdes formais. Ao término da discusséao, atribuiram a candidata os seguintes
conceitos: Prof. Dr. Fabio Correia Sampaio (Aprovada), Profa.Da. Ivone Antonia de
Souza (Aprovada), Prof.Dr. Geraldo Bosco Lindoso Couto ( Aprovada) a candidata
recebeu trés conceitos (Aprovada ) é considerada (Aprovada ), devendo a candidata
acatar as sugestdes da Banca Examinadora de acordo com o Regimento Interno do
Curso. Face a aprovagdo, fica a candidata, apta a receber o Grau de Mestre em
Odontologia, cabendo a UFPE através de sua Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos

.“IU:I =
te 009
231 (0§15

Efm o, R E'\;L(;‘ _
7«}35\\&‘) raujo

em

40
aIAPE * 11333098



43

Graduacao, tomar as providéncias cabiveis para os devidos fins. Nada mais
havendo a tratar, o Senhor Presidente da Banca Examinadora encerrou a
sessdo e para constar eu, Oziclere Sena de Araujo Silva , lavrei a presente Ata que vai
por mim assinada , pelos demais componentes da Banca Examinadora e pela recém
formada mestre pela UFPE, MANOELA DE SOUZA ARAUJO SILVA. Mowaule & fr

N ML{:QWDM e de u’*xrulp Sipafc

Recife, 22 de margo de 2005.

Prof. .Dr. GERAL
Presidente,

12 Examinador
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Profa. Dra. IVONE AN.TUN% DE SOUZA - UFPE

2° Examinador
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