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RESUMO

Enddfitos sdo Uteis na agricultura e na inddstria alimenticia e farmacéutica como fontes de metabdlitos de interesse
humano. Plantas medicinais brasileiras com histérico etnobotanico oferecem grandes oportunidades de descoberta
de novos metabolitos bioativos de fungos endofiticos associados a essas plantas. Neste trabalho, foram obtidas 282
coldnias de fungos endofiticos das partes aéreas de B. grossularioides. A frequéncia de coloniza¢do fungica total
dentre todos os fragmentos foi de 53,6%, sendo que do total de coldnias crescidas, apenas 55,24% das obtidas de
folhas e 51,66% das obtidas do caule apresentaram morfotipos distintos e foram isoladas. Foram identificados em
folhas e em caules, respectivamente, 48 e 23 morfotipos diferentes. A atividade antimicrobiana dos extratos brutos
aquosos obtidos dos fungos endofiticos isolados mostrou-se ineficaz quando confrontadas tanto com as cepas
leveduriformes do género Candida e fungos filamentosos Aspergillus parasiticus quanto com bactérias
Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Endofitos, Extrato, Fungos.

ABSTRACT

Endophytes are useful in agriculture and in the food and pharmaceutical industries as metabolites source of human
interest. Brazilian medicinal plants with etnobotanical history, offer great opportunities to discovery new bioactive
metabolites. In this study,282 colonies of endophytic fungi were obtained from aerial parts of B. grossularioides.
The frequency of complete fungal colonization of all the fragments was 53.6%, and the total number of grown
colonies obtained only 55.24% of the leaves and stem of 51.66% presented distinct morphotypes and were isolated.
Forty eightn and 23 different morphotypes were identified from leaves and stems, respectively. The antimicrobial
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activity of aqueous extracts obtained from the isolated endophytic fungi proved to be ineffective when confronted
with both the yeast strains of the genus Candida and with Staphylococcus aureus bacteria.
Keywords: Endophytes, Extract, Fungi.

RESUMEN

Los endofitos son Utiles en la agricultura y en la industria alimentaria y farmacéutica como fuentes de metabolitos
de interés humano. Plantas medicinales brasilefias con historia etnobotanica, ofrecen grandes oportunidades de
descubrimiento de nuevos metabolitos bioactivos de estos hongos enddfitos asociados con las plantas. En este
estudio, 282 colonias de hongos enddfitos de se obtuvieron de partes aéreas de B. grossularioides. La frecuencia
de la colonizacion fungica completa de todos los fragmentos fue 53,6%, y el nimero total de colonias cultivadas,
solo el 55,24% de las laminas obtenidas y 51,66% mostré morfotipos distintos y fueron aislados. Ellos fueron
identificados en hojas y tallos, respectivamente 48 y 23 morfotipos diferentes. La actividad antimicrobiana de los
extractos acuosos obtenidos a partir de hongos enddéfitos ha demostrado ser ineficaz cuando se enfrentan a ambas
cepas de levadura de género Candida y hongos filamentosos Aspergillus parasiticus y con Staphylococcus aureus.
Descriptores: Endofito, Extracto, Hongos.

INTRODUCAO

Associagbes entre  micro-organismos e
individuos multicelulares sdo comuns na natureza.
Essas intimas associacdes, especificamente com

vegetais, ocorrem com os endofitos, definidos por

agricultura e na industria, particularmente, na
alimenticia efarmacéutica como fontes de metabdlitos
primarios e secundarios de interesse médico.
(STAMFORD et al., 1998; STIERLE et al., 1993;

WANG et al., 2000).

Petrini (1991) e Wilson (1995) como organismos que
. . ] . Assim a tecnologia de manipulagdo de micro-

colonizam intra e/ou intercelularmente os tecidos das
i . organismos endofiticos possibilita, no entender de

plantas hospedeiras, em algum momento do seu ciclo
. . Peixoto-Neto et al., (2002), formas de se estabelecer

vital. Segundo Chapla et al., (2013) endofiticos sdo
. . . . o novos processos mais eficientes na producdo de

quaisquer micro-organismos que residem no interior
. novos farmacos. Ainda podem segundo estes mesmos

de plantas, de modo geral, suas partes aéreas como
autores, minimizar o perigo de extin¢do de algumas

caules e folhas, sem causar, aparentemente, qualquer

) . espécies vegetais, que sdo coletadas de forma

dano aos seus hospedeiros. Esta classe de micro-
) . indiscriminada com fins de extracdo de produtos

organismos € encontrada na regido do vegetal

o medicinais.

definida como endosfera, onde se estabelecem, sendo
) ) o ) Dentre os endofitos mais comuns estdo

favorecidos por condicOes ideais de nutriente, pH e

(BACKMANN e SIKORA, 2008;
LINNAKOSKI et al.,2011).

De acordo com Souza et al., (2004) as interacoes

umidade aqueles pertencentes ao reino Fungi e, em estudos
realizados em vegetais advindos de diferentes
ecossistemas do planeta, uma ou mais espécies de
fungos endofiticos foram descobertos colonizando
seus tecidos (STIERLE et al., 1993; STAMFORD et
al., 1998; WANG et al., 2000; PEIXOTO-NETO et
al., 2002; SOUZA et al., 2004, BACKMANN e
SIKORA, 2008; LINNAKOSKI et al.,2011). Nao

obstante,

enddfito-planta, ainda que ndo sejam totalmente
esclarecidas, podem ser simbiéticas, e/ou neutras.
Nas simbidticas, 0 micro-organismo pode induzir a
producdo de metabdlitos secundarios que conferem

diversas vantagens as plantas.
) ) ) ) o fato de paises de clima tropical
A literatura ainda afirma que, micro-

seremmegadiversosdo ponto de vista da cobertura

organismos endofitos sdo potencialmente Uteis na
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vegetal,  pesquisas  sobre  micro-organismos
endofiticos ainda s&o incipientes.

De acordo com Peixoto-Neto et al., (2002)
estes  micro-organismos influenciam  varias
caracteristicas expressas pelo hospedeiro, podendo
desempenhar relevantes funcbes para a sanidade
vegetal. Rakotoniriana et al., (2007) afirmam que os
endofiticos podem ser benéficos aos hospedeiros,
uma vez que sdo capazes de produzir compostos
quimicos que conferem maior resisténcia contra
insetos e herbivoros, aumento da tolerdncia a

dessecacdo e as substancias tdxicas, protecdo
contra patogenos, além de acentuar o crescimento
vegetativo da planta.

Plantas brasileiras medicinais com histérico
etnobotanico, como é o caso da Bellucia
grossularioides, popularmente denominada muuba
(Figura 01), oferecem grandes oportunidades de
descoberta de novos metabolitos bioativos. Soares et
al., (2015) alicercam este entendimento, afirmando
existir um crescente interesse industrial e académico
substancias interesse

na prospeccdo de com

terapéutico.

Figura 01. Bellucia grossularioides.

Fonte: Disponivel em:
http://www.kew.org/science/tropamerica/imagedata
base.
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O conhecimento etnoboténico tradicional relata
0 uso de preparados obtidos a partir das partes aéreas
deste vegetal como agentes antimicrobianos contra
doencas causadas por fungos leveduriformes do
género Candida, e bactérias Staphylococcus aureus.
(MORS et al., 2000, SATALAYA et al., 2009 e
VASQUEZ et al., 2014). Além destes, interessa-nos
sobremaneira, o género Aspergillus que representa
uma das principais espécies de microagentes
produtores de enzimas de agdo alimenticia e de
micotoxinas sendo, portanto, de interesse tanto
econdmico quanto médico (Souza et al 2004).

Apesar de a literatura indicar propriedades
medicinais para variadas espécies vegetais, segundo
Mei et al.,(2006); Costa et al.,(2008) e Lourenco et
al., (2009), ainda ndo ha registro da bioprospeccao de
micro-organismos endofiticos presentes em Bellucia
grossularioides, assim como de seus provaveis
efeitos terapéuticos. O objetivo deste trabalho foi a
caracterizacdo da comunidade de micro-organismos
endofiticos associados a B. grossularioides, e
avaliacdo de seu potencial antimicrobiano frente a
micro-organismos dos géneros Candida, Aspergillus,

Staphylococcus.

MATERIAIS E METODOS

Localizacao Geografica

Os pontos de coleta situam-se as margens do
Ribeirdo Carand, nas coordenadas S 10° 42" 50" W
47° 55°67", na fazenda Propriedade de Deus, no
municipio de Monte do Carmo, TO, Brasil, em local
isento de qualquer vestigio de antropizacdo ou de

dano ambiental.(Figura 02)

Figura 02. Area de coleta localizada na Fazenda Propriedade
de Deus — Municipio de Monte do Carmo (TO)
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Fonte: Mapa do Continente Sul-Americano disponivel
em www.google.com.br. Foto da area de coleta tirada
pelos autores.

Coleta de Amostras

Partes aéreas (folhas e caules) de exemplares
de Bellucia grossularioides (L) Triana, foram
coletadas na area de vegetacdo nativa, nos meses de
marco, julho e novembro de 2014, compreendendo os
periodos chuvoso e seco. A exsicata foi depositada no
Herbario da Universidade Federal do Tocantins sob o
n® HTO 10640. O material coletado foi processado no
Laboratorio de Microbiologia Geral e Aplicada
(LMGA) da Universidade Federal do Tocantins
(UFT).

Isolamento e preservacao de endoéfitos.

Seguiu-se a metodologia padrdo proposta por
Aradjo et al. (2010). Inicialmente foi realizada uma
lavagem com detergente neutro e enxague com H,O
mQ (dgua milique) estéril. Logo apoés, trés
fragmentos de cada folha medindo aproximadamente
5 mm de didmetro e trés fragbes de cada caule, com
aproximadamente 5 mm de comprimento foram
excisados e imersos em alcool 70% (v/v) por 1
minuto, em seguida, em hipoclorito de sédio a 2%
por 03 minutos e lavadas com H,O mQ estéril por
mais 02 minutos. Ap6s o procedimento de assepsia,
os fragmentos foram transferidos para placas de
cultura contendo meio de cultivo Agar-Dextrose-
Batata (BDA) suplementado com 100 pg/mL de

cloranfenicol, para inibir o crescimento bacteriano.
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As placas foram incubadas a 28°C por um periodo de
até 15 dias.

Para a purificacdo das amostras, discos de 5
mm de didmetro dos isolados fungicos obtidos, foram
reinoculados em placas de cultura contendo meio
BDA e novamente incubados a 25°C por mais 07
dias.

A preservagao dos isolados seguiu 0 método
do congelamento em glicerol. Para tanto, seis
fragmentos do micélio purificado foram retirados e
acondicionados em tubos criogénicos de 2,5 mi
a 15 %
refrigeracdo, a -80°C e depositados na colecdo de

contendo glicerol e mantidos, em

cultura Carlos Augusto Rosa da Universidade Federal

do Tocantins.

Taxa de colonizacao

A taxa de colonizacdo foi calculada conforme
TAYLOR et al., (1999), utilizando-se a férmula:
(Nd/Nt)*100, onde Nd e Nt

respectivamente, ao nimero de amostras das quais foi

correspondem,

possivel isolar um ou mais enddfitos, e ao nimero

total de fragmentos amostrados.

Determinacdo da atividade antimicrobiana contra

patdgenos Candida albicans, Candida krusei e

Staphylococcus aureus.

Nesta etapa foram realizados testes in vitro e
em triplicata, com a finalidade de avaliar a antibiose
dos metabdlitos extracelulares presentes nos meios
fermentados obtidos do cultivo, em meio liquido, dos
enddfitos isolados, seguindo-se a metodologia
estabelecida por Kawamoto e Lorbeer (1976) apud
Souza et al., (2004) denominada método do filtrado,
com algumas modificacdes.
didmetro

Discos miceliais, com um

aproximado de 5 milimetros dos enddfitos
purificados, cultivados em meio BDA s6lido, foram

inoculados em Erlenmeyers com 50 mL de caldo
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BDA a 28°C, incubados com agitacdo manual diaria,
por 15 dias com vistas a obtencdo do extrato
metabolico fungico bruto. Em seguida, o micélio foi
separado da cultura por filtragdo em papel filtro
Whatman n° 05, sendo o residuo so6lido descartado e o
sobrenadante obtido refiltrado em papel filtro
Whatman n® 01. O produto final foi filtrado em
membrana de esterilizacdo millipore 0,22 pm/cm?de
poro, para remocdo de contaminantes residuais e
armazenados em tubos de ensaio esterilizados. O
produto final, assim obtido, foi considerado como
concentracdo padrdo.

Para a determinacdo da  atividade
antimicrobiana, os sobrenadantes foram confrontados
com cepas-padrdo dos patégenos humanos C.
albicans (ATCC 18804), C. krusei (ATCC 18805) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), sendo o0s
testes realizados com base no modelo descrito por
Quiroga et al., (2001) modificado. Desta forma, apds
diluicdo e padronizacdo de concentracdo pela escala
de Mc Farland (0,5), os patdgenos do género
Candida, foram inoculados, por meio da técnica do
esgotamento, em placa de Petri contendo meio Agar
Sabouraud (AS) e S. aureus foi inoculado em placa
contendo meio Mdeller-Hinton (MH). Em seguida,
20l de cada extrato aquoso bruto foi aplicado em um
disco branco de papel estéril (com aproximadamente
5 mm de didmetro) a temperatura ambiente. Seis
discos assim preparados foram depositados sobre a
superficie do agar inoculado com o patégeno alvo.
Como controle positivo utilizou-se fluconazol
5mg/4ml para os testes que envolveram as leveduras
e gentamicina para S. aureus. As placas foram
incubadas em estufa BOD por 48 horas.

Determinacdo da atividade antimicrobiana contra

Aspergillus parasiticus.

Os fungos endofiticos isolados foram

testados, segundo o método da cultura pareada,

DOI:http://dx.doi.org/10.20873/uft.2359-3652.2016v3n2p112

quanto a producdo de substancias volateis e difusiveis
frente ao fitopatogeno A. parasiticus (IMI 242695).
Os isolados endofiticos foram previamente cultivados
em meio BDA por 07 dias. Em seguida, um disco de
agar com 5 mm de didmetro contendo o micélio de
cada fungo endofitico foi inoculado em uma das
extremidades de uma nova placa de Petri contendo
meio BDA e incubado em estufa BOD por trés dias a
25°C. Apbs este
05 mm do fitopatdgeno A.

periodo, um disco de,
aproximadamente,
parasiticus  foi inoculado em um ponto
diametralmente oposto ao endofito cultivado.

Em seguida as placas foram incubadas a 25°C
por 7 dias, e o raio do micélio do fungo
fitopatogénico foi mensurado e comparado com
valores observados no controle negativo(cultura pura)

Para a verificacdo da producdo de compostos
volateis foram utilizadas placas de cultura com meio
cindido na parte central a fim de que fosse evitada
possivel difusdo de qualquer substancia ndo desejada
de um extremo a outro da placa.

Visando evitar a dissipacdo dos compostos
volateis, cada placa foi selada com filme de parafina
plastica (Parafilm®). Foram confrontados (em lados
diametralmente opostos da placa) o endofitico e o
fitopatégeno. Os controles negativos foram realizados
com a inoculagdo de cada fitopatdgeno no meio de
cultura sem a presenca do antagonista, sendo que a
inibicdo do crescimento foi avaliada, medindo-se o
crescimento do micélio do fitopatdégeno incubado na
presenca do endofitico teste, em comparagdo com 0
controle. Todos os testes foram realizados em

triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A diversidade dos fungos isolados dos

diferentes tecidos vegetais foi determinada com base
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na contagem das coldnias purificadas e na analise 17 19 10 53

morfoldgica macroscopica. Em folhas e em caules 18 16 09 56
foram identificados, respectivamente, 48 e 23 19 21 10 48
morfotipos diferentes (Figura 03). 20 14 08 57
_ o o 21 20 09 45
Figura 03. Amostra da diversidade morfotipica de fungos
endofiticos isolados de partes aéreas (folhas e caules) de 22 17 07 41
B. grossularioides. A) Enddfitos isolados da folha; B)
Endofitos isolados do caule. 23 16 10 63
24 18 12 67
25 16 11 69
26 22 09 41
27 19 11 58
28 17 09 53
29 13 08 62
A tabela 1 abaixo exibe a distribuicdo das 30 11 06 55
coldnias isoladas neste trabalho que, em conjunto, Total 524 282 54
perfazem um total de 282 amostras.
Tabela 1. Isolamento de fungos endofiticos colonizadores
das partes aéreas de Bellucia grossularioides. Segundo a literatura, fragmentos caulinares e
INDIVIDUOS ~ COLONIAS  COLONIAS ISOLAMENTO  foliares tém sido as partes vegetais mais utilizadas 117
CRESCIDAS  ISOLADAS (%) 3 " —
para a obtencdo de fungos endofiticos em estudos de
01 18 14 78 . . . x
diversidade e bioprospecc¢édo
02 21 14 67
(SURYANARAYANAN et al.,, 2002; SANTOS et
03 21 14 o7 al., 2003; LIU et al., 2004; PROMPUTTHA et al.,
04 = 10 67 2007; GONZALEZ e  TELLO, 2011
05 23 12 52 HIGGINBOTHAM et al., 2013).
06 21 09 43 De modo geral houve maior frequéncia de
07 22 13 59 fungos endofiticos nas folhas do vegetal hospedeiro
08 1 07 64 gue nos caules, sendo que do total de colbnias
09 16 08 50 isoladas (282), 158 foram obtidas de folhas (55,24%)
10 23 06 26 e 124 obtidas do caule (51,66%). As taxas de
1 1 08 23 colonizagdo flngica das partes aéreas de B.
grossularioides sdo demostradas na tabela 2.
12 20 08 40
13 16 09 56
14 16 10 63
Tabela 2. Taxas de colonizagdo endofitica por tecido
15 16 07 44 vegetal analisado.
16 15 04 27
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TVA TCC MediaxSd TClI Média*
Sd
Folha 286 95+230 158 53+21
Caule 240 8+ 2,18 124 41+13
Total 524 175+350 282 94+25

TVA - Tecido Vegetal Analisado; TCC — Total de Col6nias
Crescidas; TCI — Total de Coldnias Isoladas.

Estes dados apresentam-se consonantes a

literatura, quando indicam uma alta taxa de
colonizacdo em partes aéreas de muuba. Percentagens
elevadas de colonizacdo endofitica foram descritas
por Souza et al., (2004) e Galvao (1998) para as
folhas das plantas tropicais Pueraria phaseoloides e
Theobroma grandiflorum com taxas de 72,5% e
58,7% (2008)

observaram frequéncias de colonizacdo superiores a

respectivamente. Huang et al.,
74% em folhas, caules e frutos de 29 plantas
medicinais tradicionais chinesas. Banhos et al.,
(2014) que obtiveram taxa de colonizagdo endofitica
de 53,3% em Myrcia guianenses utilizando os
métodos de desinfeccdo da superficie similares aos
apesentados neste trabalho, e 0 mesmo meio para o
isolamento (BDA).

frequéncias de colonizacdo acima de 23,5% fungos

Vieira et al., (2012) relataram

endofiticos em folhas de Ixora coccinea. Silva et al.,
(2006) evidenciaram taxas de colonizacao superiores
a 54,8% em folhas e 77,2% em caules de plantas
pertencentes ao género Annona.

Huang et al., (2008) afirmam que a
abundancia da colonizacdo endofitica varia de acordo
com os tecidos do hospedeiro. A literatura cientifica
sugere como uma explicacdo possivel para o fato de
serem notadas altas taxas de colonizacdo em
determinados tipos de tecidos vegetais o fato de que
fungos endofiticos podem exercer papel basilar nas
estruturas anatdmicas e fisioldgicas das plantas
incrementando, desta forma, a resisténcia a provaveis

inimigos naturais (GALVAO, 1998; SOUZA et al.,

DOI:http://dx.doi.org/10.20873/uft.2359-3652.2016v3n2p112

2004; SILVA et al., 2006; HUANG et al., 2008;
VIEIRA et al., 2012).

A avaliacdo de riqueza para revelagdo da
suficiéncia do esfor¢co amostral foi revelada através
da curva de acumulacdo de morfotipos por individuo

vegetal coletado. (Figura 04).

Figura 4. Curva de riqueza de morfotipos por tecido
vegetal coletado de B. grossularioides observada pelo
estimador Jaccknife 1
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Analisando estas varidveis percebe-se um
crescimento continuo no nimero de morfotipos com
0 aumento da amostragem em endofitos oriundos das
folhas, sem, no entanto, ocorrer uma estabilizacao.
Uma possivel explicacdo para este fato de acordo
com Malta (2013) é de que € grande a probabilidade
de que fossem encontrados mais morfotipos caso o
esforco amostral tivesse sido maior. O indice de
Jackniffe demonstrou uma assintota apenas nas
amostras oriundas do caule. Para o tecido foliar, no
entanto, 0s dados apresentados evidenciam a
necessidade de complementacdo da amostragem para
estabilizacdo da curva de riqueza de espécies.

Ao se observar o panorama do tratamento das
doengas infecciosas, nota-se

gue o réapido

desenvolvimento  de  resisténcia a  terapia
antimicrobiana motiva a pesquisa de novos farmacos
capazes de combater de forma eficaz e segura estes
patégenos. (MACHADO et al., 2010).

Alguns autores a exemplo de Piato (1997) e
Glehn e Rodrigues (2012) mencionam que a

candidose é uma doenca causada, por fungos do
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género Candida que sdo parte significativa da
microbiota fangica humana, podendo habitar o trato
gastrintestinal e geniturinario e que, sob determinadas
circunstancias, tornam-se patogénicos. Estes micro-
organismos sdo responsaveis por varias formas de
infeccBes (dentre elas infecgBes leucorréicas) e sao
recomendadas como cepas-padrdo para testes de
susceptibilidade antifangica. (MENEZES et al.,
2009).

Nestas analises, avaliou-se as atividades
antifingica e/ou antibacteriana do filtrado do cultivo
dos enddfitos testados. Nenhuma atividade
antimicrobiana foi observada para quaisquer dos
extratos brutos testados sobre nenhum dos micro-
organismos alvo como demonstrado pela figura 05

abaixo.

Figura 05. Teste antimicrobiano do extrato aquoso bruto
dos fungos endofiticos isolados e purificados de B.
grossularioides em presenca de patégenos humanos do
género Candida e do género Staphylococcus. A) Inicio do
experimento; B) Placas ap6s 48 h de incubacéo.

Desta maneira, o0s resultados observados,
contrastam dos obtidos por Souza et al. (2004) que
aferiram a capacidade inibitéria dos metabolitos
secundarios de endofitos isolados de plantas
amazodnicas toxicas contra S. aureus. Ramasamy et
al. (2010)

antibacteriana de extratos metabélicos produzidos por

verificaram  igualmente, atividade
fungos endofiticos encontrados na Malasia, contra

este mesmo micro-organismo.
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Em contrapartida, Soares et al. (2015) relataram
ndo registrar nenhuma atividade antibacteriana dos
compostos produzidos por fungos endofiticos
filamentosos isolados a partir das partes aéreas de
Costus spiralis. Estes autores afirmaram néao
visualizar inibicdo do crescimento dos patdgenos-
alvo (Streptococcus pneumoniae e Kilebsiella
pneumoniae) em presenca dos endofitos-teste. Néao
obstante, Ascéncio et al., (2014) comunicaram que 0s
extratos advindos desta mesma planta apresentaram
atividade inibitéria contra as leveduras do género
Candida, bem como contra bactérias dos géneros
Bacillus, Pseudomonas, Salmonella e Enterococcus.

Para a analise da atividade antagbnica dos
endofitos frente a

pesquisados Aspergillus

parasiticus, a literatura é abundante em
demonstragdes de resultados positivos a exemplo de
Pimenta et al, (2012); Malta (2013); Silva et al
(2013); Ascéncio et al (2014) e Malta et al (2015).
No entanto, os endofitos isolados das partes aéreas de
B. grossularioides ndo apresentaram potencial para
biocontrole do fitopatdgeno A. parasiticus através da
producdo de substancias bioativas (difusiveis e

volateis).

CONCLUSAO

A prospeccdo  de  micro-organismos
endofiticos associados a B. grossularioides foi
realizada demonstrando que a muuba constitui um
importante reservatério de fungos endofiticos. A
maior frequéncia de fungos endofiticos foi obtida nas
folhas do vegetal hospedeiro (55,24%), do que no
caule (51,66%).

nenhuma atividade antimicrobiana frente a micro-

No entanto, ndo foi evidenciado

organismos dos géneros Candida, Aspergillus e
Staphylococcus, para quaisquer dos extratos obtidos a
partir dos enddfitos testados sobre nenhum dos

micro-organismos alvo.
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Todos os autores declararam ndo haver qualquer
potencial conflito de interesses referente a este artigo.
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