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PERFIL QUfMICO E ATIVIDADES TQXICOLOGICA, ANTIBACTERIANA E
MODULATORIA DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE Cnidoscolus urens
(L.) ARTHUR (EUPHORBIACEAE)

Francisco Israel Pereira Mariano'; Dra. Fabiola Fernandes Galvdo Rodrigues®
RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil quimico e atividades toxicoldgica,
antibacteriana e modulatéria do extrato etandlico das folhas de Cnidoscolus urens
(Cansancao) (L.) Arthur (Euphorbiaceae). O extrato etanolico foi preparado com 500g das
folhas frescas por extracdo exaustiva a frio. As andlises antibacterianas foram realizadas
usando o método de microdilui¢do frente as cepas Gram negativas: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoneae e Gram positivas: Sthaphylococcus
aureus, € Bacillus cereus, apresentando resultados de CIM > 1024 pg/ mL sobre as bactérias
testadas. Quanto andlise fitoquimica, foi realizado por forma colorimétrica pela visualizagao
da cor ou formagdao do precipitado, o extrato etanolico de Cnidoscolus urens (EECU)
evidenciou a presenca de: flavondis, chalconas, taninos catéquicos, auronas, catequinas,
flavononas e flavonas onde os mesmos empregam-se com distintas atividades como
antimicrobiana, toxicolégica e at¢é mesmo na inibicdo de distirbios oncologicos. A
concentracdo letal media com Artemia salina apresentou resultados de 43,63 pg/ mL,
utilizando larvas de Artemia salina para verificagdo do potencial toxico. Para atividade
modulatéria da acdo antibidtica frente as cepas bacterianas, foi realizado em placas de
microdilui¢do em triplicata, onde o EECU apresentou tanto agdo sinérgica quanto antagonica,
sendo a agdo sinérgica mais expressiva sobre amicacina e benzilpenicilina frente
Sthaphylococcus aureus, assim como gentamicina frente & Pseudomonas aeruginosa
apresentando resultados significativos, enquanto a benzilpenicilina para a mesma emprega-se
com atividade antagonica interferindo no potencial inibitério de antibidticos. Desta forma,
conclui-se que as folhas Cnidoscolus urens constituem propriedades quimicas e bioldgicas
que podem atuar contribuindo no desenvolvimento de recursos terapéuticos, embasamento de
cunho cientifico e agentes redutores microbiano.

Palavras chave: Antibacterianos. Cnidoscolus urens. Toxicidade.

CHEMICAL PROFILE AND TOXICOLOGICAL, ANTIBACTERIAL AND
MODULATORY ACTIVITIES OF THE ETHANOLIC EXTRACT OF Cnidoscolus
urens (L.) ARTHUR (EUPHORBIACEAE) LEAVES

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the chemical profile and toxicological,
antibacterial and modulatory activities of the ethanolic extract of Cnidoscolus urens
(Cansangdo) (L.) Arthur (Euphorbiaceae) leaves. The ethanolic extract was prepared with
500g of fresh leaves by exhaustive cold extraction. Antibacterial analyzes were performed
using the microdilution method against Gram negative strains: Escherichia coli,
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Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoneae and Gram positive strains:
Sthaphylococcus aureus, and Bacillus cereus, with MIC results > 1024 pg / mL on the tested
bacteria. As far as phytochemical analysis was performed by colorimetric visualization of the
color or formation of the precipitate, the ethanolic extract of Cnidoscolus urens (EECU)
showed the presence of: flavonols, chalcones, catechic tannins, aurones, catechins, flavonones
and flavones where they employ with different activities such as antimicrobial, toxicological
and even in the inhibition of oncological disorders. The mean lethal concentration with brine
shrimp showed results of 43.63 pug / mL using brine shrimp for verification of toxic potential.
For modulatory activity of antibiotic action against bacterial strains, it was performed in
triplicate microdilution plates, where the EECU showed both synergistic and antagonistic
action, being the most expressive synergistic action on amikacin and benzylpenicillin against
Sthaphylococcus aureus, as well as gentamicin against Pseudomonas. aeruginosa showing
significant results, while benzylpenicillin is used with antagonistic activity interfering with
the inhibitory potential of antibiotics. Thus, it is concluded that Cridoscolus urens leaves are
chemical and biological properties that can act contributing to the development of therapeutic
resources, scientific basis and microbial reducing agents.

Key words: Antibacterial. Cnidoscolus urens. Toxicity.

1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de diversas comunidades e grupos étnicos. A utilidade de plantas como fonte de
tratamento e cura de enfermidades tem aumentado de forma crescentemente, devido
apresentar menos toxicidade, custo beneficio e melhor acessibilidade para a populagao
(CARNEIRO et al., 2014; CAVALCANTE; SILVA, 2014).

Através da biodiversidade vegetativa, as plantas medicinas apresentam consigo
inimeras caracteristicas quimicas e metabolicas proprias empregando-se de diferentes formas,
por meio de toxicidade distribuida em defesa contra patdgenos e repelentes naturais. Em vista
da acentuada resisténcia microbiana, a utilizacdo de produtos naturais torna-se uma nova
alternativa terapéutica através de associagdes sinérgicas no controle e disseminagdo
microbiana, mediante propriedades de comportamentos inibidores e interferentes naturais
(ARAUIJO et al., 2014; QUEIROZ; BIZERRA; MACHADO, 2018).

Nesta linha de pesquisa, as plantas da Caatinga ainda sdo pouco exploradas, no entanto
algumas investigagdes vém contribuindo para amplificar o conhecimento sobre a ecologia,
diversidade e possiveis aplicabilidades. Situado no semidrido brasileiro especialmente no
bioma Caatinga, o género Cnidoscolus apresenta-se amplamente distribuido em diferentes
espécies assim como o C. urens popularmente conhecido em urtiga-cansangdo, onde possui

um grande potencial téxico caracterizado por apresentar efeitos indutores inflamatoérios,



‘mediante a presenga de propriedades e metabolitos secundarios distribuidos nas mesmas
(MOURA et al., 2019; NETO et al., 2017).

Através destas peculiaridades ainda apresentam destintas atividades como:
antimicrobianos interagindo com membranas celulares de microrganismos, de forma a
antagonizar ou inibir os possiveis crescimento bacteriano. Por meio de propriedades bioativas
com atividades biologicas diversas e eficientes, a mesma tem despertado diferentes fins de
interesse cientifico, sobretudo por apresentar elevada toxicidade, caracteres de tricomas
urticantes e peculiaridades adaptaveis, que atuam garantindo melhores vertentes de defesas
fisiologicas e caracteristicas de resisténcia (AMPARO et al., 2017; GOZALEZ; GUZMAN,
2014).

De acordo com Souza (2014), estudos fitoquimicos do género Cnidoscolus, incluindo
C. urens, revelam a presenca de compostos quimicos biologicamente ativos nas suas
diferentes estruturas vegetais, tais como: flavonoides, terpenos, cumarinas, saponinas e
esteroides, onde alguns destes empregam-se com efeitos conhecidos quanto agentes
inseticidas e redutores de ions e moléculas de radicais livres.

Dessa forma, acredita-se que o C. urens apresenta tanto na parte aérea quanto no
sistema radicular compostos secundarios bioativos de potencial efetivo, que interagem
diretamente em alvos e ions biologicos. Além disso, supde-se que diferentes metabdlitos,
obtidos por meio de técnicas cromatograficas em funcdo da polaridade de diferentes
solventes, podem afetar de forma negativa o comportamento ¢ desenvolvimento de micro-
organismos em diferentes fases do seu ciclo proliferativo (SANTOS et al.,, 2018;
ARELLANES; MARTINEZ; TOME, 2014).

Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi identificar o perfil quimico e avaliar as
atividades toxicoldgica, antibacteriana e modulatoria do extrato etanolico das folhas de

Cnidoscolus urens (L.) ARTHUR (EUPHORBIACEAE).
2 MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL DE ESTUDO E MATERIAL VEGETAL
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia e Bromatologia do

Centro Universitario Dr. Ledo Sampaio ¢ no Laboratorio de Pesquisas de Produtos Naturais

da Universidade Regional do Cariri — URCA. Foram utilizados partes aéreas das folhas do



cansan¢do (Cnidoscolus urens), coletadas no més de agosto de 2019 no sitio Ribeirdo I,

municipio de Brejo Santo, Ceara (7° 33°36, 0648 S; 38°49°13, 50156 W).

Figura 1: Folhas da espécie Cnidoscolus urens L. Arthur.

Fonte: Proprio autor

2.2 OBTENCAO DO EXTRATO

Para obtengdo do extrato etandlico foi utilizado o processo de extracdo a frio com
etanol P.A. O extrato foi preparado com extragao exaustiva a frio das folhas fresca (500 g) da
planta em imersdo por 72 horas. Apds esse periodo o extrato sera filtrado e o solvente

destilado em evaporador rotativo a vacuo.

2.2.1 Prospeccao Fitoquimica

Os testes fitoquimicos foram utilizados para detectar a presenca de metabdlitos
secundarios como: flavonoides, lignanas e saponinas seguindo o método descrito por Matos
(2009), os testes se baseiam na observacdo visual da alteragdo de cor e/ou formagdo de

precipitado apos a adigdo de reagentes especificos (SIMOES et al., 2017).

2.3 MATERIAL BACTERIANO

Os micro-organismos utilizados nos testes foram obtidos em parceria com o
Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri
(URCA). Foram utilizadas linhagens padrao de bactérias Gram negativas: Escherichia coli

(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Klebsiella pneumoniae (ATCC



10031), e Gram positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 12624), Bacillus cereus (ATCC
33018) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

2.4 AVALIACAO ANTIBACTERIANA E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada em ensaio de microdiluicao
em caldo com base no CLSI (2012). Ao anteceder o teste, as linhagens bacterianas foram
ativadas em meio Brain Heart Infusion (BHI 3,8 %) e mantidas na estufa por 24 horas. Apos
o primeiro cultivo o indculo bacteriano foi padronizado a partir de uma suspen¢do com
concentracio de aproximadamente de 1 x 10 UFC/mL (turbidez da escala de McFarland). Em
seguida, esta suspensdo foi diluida em caldo BHI a 10 % entdo volumes de 100 pL foram
adicionados e homogeneizados nos pocos de uma placa de microdiluicdo com dilui¢cdes em
série. Em cada poco foi adicionado 100 pL de solugdo extrato e as concentragdes finais
variam entre 512 - 8 ug/mL. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Apo6s 24 h na estufa a 37 °C, a atividade antibacteriana foi detectada através do
método colorimétrico, utilizando uma solucdo indicadora de resazurina sédica (Sigma) em
agua destilada estéril na concentragdo de 0,01 % (p/v), 25 uL desta solugdo foi adicionada em
cada cavidade e as placas ficaram em um periodo de incubag¢do de lh em temperatura
ambiente. A mudanca de coloragdo azul para rosa ocorre devido a reducdo da resazurina,
indica o crescimento bacteriano auxiliando a visualizacdo da CIM, definida como a menor
concentragdo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada.

Os experimentos foram realizados em triplicata (CLSI, 2012).

2.4.1 Atividade moduladora frente a antibioticos

O teste de modulagdo foi realizado na presenca e na auséncia do extrato através de
microdilui¢do em triplicata. Para avaliar a atividade moduladora foram utilizados os CIM/ 8
do extrato frente aos antibioticos aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) e antibidticos
B-lactamicos (cefalotina e benzilpenicilina). As linhagens bacterianas utilizadas foram
inoculadas em BHI a 10% e armazenadas em estufa bacteriologica a 37° por 24 horas. O teste
foi monitorado com um controle positivo contendo apenas antibioticos € 0s microrganismos
Staphyloccocus aureus € Pseudomonas aeruginosa . As concentragdes adicionadas das drogas

antibacterianas usadas nesse ensaio variaram de 512-0,5ug/mL (RODRIGUES et al., 2013).
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2.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE FRENTE Artemia salina

A toxicidade foi testada contra o microcrustaceo Artemia salina através do método
proposto por Meyer et al., (1982). O teste foi realizado em triplicata, com diferentes
concentragdes, acompanhado de um controle positivo preparado com agua marinha e
dicromato de potassio (K,Cr,0O7), € um controle negativo com 4gua marinha ¢ DMSO
(Dimetilsufoxido). Apds 24 horas foi feita a leitura de larvas mortas. O céalculo da CLs, foi
realizado por regressao linear, sendo considerado significativo quando CLsy < 1000 pg/mL

(DA COSTA et al., 2010).

2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os testes microbiologicos e toxicoldgicos foram analisados pelo ANOVA bidirecional
seguido pelo teste de Bonferroni utilizando software Graphpad Prism 6.0. Os resultados em p

<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CONSTITUENTES QUIMICOS DO EXTRATO VEGETAL

De acordo com as andlise e experimentos realizados, foram evidenciando a presenca
de alguns metabolitos secundarios como flavonois, flavonas, xantonas e entre outros sendo o
mesmo obtido através da metodologia de Matos (2009) presentes na Figura 1.

Outros componentes como flavondides também formam encontrados, onde de acordo
com Souza (2014), relata experimentos com a utilizacdo do extrato etandlico das folhas de C.
urens no estado de Pernambuco, evidenciando que o mesmo interage com proteinas vegetais
sobre as espécies bacterianas de forma a reduzir a disponibilidade nutricional e impedindo

consequentemente o seu crescimento e desenvolvimento microbiano.
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Tabela 1: Constituintes quimicos presentes no extrato etanolico das folhas de Cnidoscolus

urens L. (Arthur).

Extrato Constituintes

Cl1 c2 3 C4 Ccs  Ceé C7 C8 C9 C10

EEFC - -+ + + + + + + +

EEFC: Extrato Etanodlico das Folhas de Cnidoscolus urens L. Arthur; C1: Antocianinas; C2: Antocianidinas; C3:
Flavonas; C4: Flavondis; C5: Chalconas; C6: Xantonas; C7: Tanino catéquicos; C8: Auronas; C9: Flavononas;
C10: Catequinas; +: Positivo; -: Negativo.

Fonte: Préprio autor

Baseado em pesquisas realizadas por Lima et al. (2018) ressalta a importancia dos
taninos presente nas folhas de plantas ornamentais quando exclama que esses possuem papel
importante na protecdo contra os microrganismos, além de interferirem no processo
simbiotico e possuirem grande relevancia em atividades farmacoldgicas. Outros fendis como
taninos condensados sdao responsaveis por caracterizar os alimentos com sabor amargo e odor

forte, essas caracteristicas sensoriais também foram observados na espécie do presente estudo.

3.2 AVALIACAO ANTIBACTERIANA E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM).

A utilidade de forma irracional aos antibidticos tem uma grande contribuigdo para o
crescimento € mecanismos de resisténcia microbiana, tornando-se alvo para o desequilibrio do
bem estar e satde populacional, como também sérias consequéncias na eficacia de
tratamentos e adesdo terapéutica. Em vista disso, a utilizacdo e associacdo de produtos
naturais torna-se um grande incentivo para a populacdo, mediante suas caracteristicas
metabolicas e sinérgicas na potencializacdo junto aos antibidticos, além do custo beneficio,
baixa toxicidade e acessibilidade facilitando as devidas utilidades (LOUREIRO et al., 2016;
SANTOS; NOGUEIRA; MENDONCA, 2015).

Apesar dos relatos na literatura consultada indicarem uma evidente atividade
antimicrobiana de extratos etanolicos da espécie C. urems, apOs a realizagdo do teste de
Concentragdao Inibitéria Minima (CIM) com as linhagens de bactérias Gram positivas e

negativas foram obtidas resultados de CIM > 1024 ug/mL. No entanto, pode-se observar que
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mesmo com propriedades que atuam de carater inibitorio, ndo foram utilizadas concentragdes

significativas que interferissem no crescimento e desenvolvimento bacteriano (Tabela 2).

Tabela 2: Concentracdao inibitoria minima do EECU frente as cepas de bactérias Gram

positivas e Gram negativas.

EECU
BACTERIAS CIM (ug/mL)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) > 1024
Escherichia coli (ATCC 25922) > 1024
Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) > 1024
Bacillus cereus (ATCC 33018) > 1024
Staphylococcus aureus (ATCC 12624), > 1024
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), > 1024
EECU - Extrato etanolico de Cnidoscolus urens Fonte: Proprio autor

3.3 ATIVIDADE MODULADORA FRENTE A ANTIBIOTICOS

A utilidade de produtos naturais tem ganhado cada vez mais importancia na pratica
medicinal, por apresentarem inimeras propriedades e variados efeitos terapéuticos passando a
ser um meio alternativo no ambito cientifico, clinico e etnofarmacéutico. Devido os
compostos naturais serem potencializadores consideraveis, aumenta-se o campo de atuacdo
medicamentoso visando uma diminuicdo de resisténcia microbiana por atuarem de modo a
aumentar permeabilidade em membranas e adesdo de farmacos em regides bacterianas
(CARNEIRO et al., 2014; CAVALCANTE; SILVA, 2014).

Pode-se observar que frente a Pseudomonas aeruginosa ao colocar o antibidtico
benzilpenicilina em contato com o extrato etandlico das folhas de Cnidoscolus urens, houve
efeito antagonico. No entanto, ao associar a cefalotina com o extrato vegetal ndo obteve
relevancia estatisticamente significativa, onde ambos permaneceram na mesma concentragao
tanto para Staphyloccocus aureus quanto para Pseudomonas aeruginosa. Porém diante do
Staphyloccocus aureus observa-se efeito sinérgico, ao associar benzilpenicilina com o produto

vegetal reduzindo assim a concentragao inibitéria minima mostrada no Gréafico 1.
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Grafico 1. Resultado do potencial modulador do EECU na atividade de antibioticos beta
lactamicos frente as cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Staphylococcus

aureus ATCC 25923.

150, JR*

-

_—

1 Benzilpenicilina

B2 Benzilpenicilina + EECU
[ Cefalotina

EE Cefalotina + EECU

CIM (pg/mL

P. aeruginosa S. aureus

Fonte: propria do autor. ANOVA bidirecional seguida pelo pos-teste de Bonferroni, usando o software

GraphPad Prism 6.0. * p <0,0001; **p <0,0005.

Para a Pseudomonas aeruginosa houve antagonismo quando colocado amicacina
associado ao extrato vegetal, porém para gentamicina apresentou resultados bastante
significativo com efeito de sinergismo. Houve sinergismo também entre Staphyloccocus
aureus € amicacina quando associado ao extrato vegetal. Em relacdo a gentamicina frente ao
Staphyloccocus aureus nao apresentou resultados significativos pois permaneceram nas

mesmas concentragdes inibitéria minima mostrada no Grafico 2.

Grafico 2. Resultado do potencial modulador do EECU na atividade de antibidticos
aminoglicosideos frente as cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923.
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Fonte: propria do autor. ANOVA bidirecional seguida pelo pos-teste de Bonferroni, usando o software

GraphPad Prism 6.0. * p <0,0001; **p <0,0005.

Diante os ensaios antimicrobianos realizados nota-se uma boa atividade sinérgica ao
associar o extrato etanolico de Cnidoscolus urens frentes as bactérias Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, onde o extrato foi responsavel por reduzir CIM de variados
antibioticos testados. Portanto, resultados mostraram que frente S. aureus foi verificada a
reducdo da concentracgdo inibitoéria minima de forma mais significativa em relacdo ao controle
com o antibiotico aminoglicosideo sozinho verificando caracteristicas de sinergismo como
observado na Gréfico 2.

O antagonismo da amicacina e benzilpenicilina frente Pseudomonas aeruginosa, deve-
se principalmente a resisténcia multipla da cepa, bem como caracteristicas genéticas
ambientais (plasmideo) e uso indiscriminado de antibidticos o que reforca os resultados
conferidos no Grafico 1, responsaveis por limitar e prolongar op¢des terapéuticas e tratamento
de determinadas infecg¢des.

Como mostrado os antibidticos amicacina e benzilpenicilina apresentaram atividades
sinérgica sobre as bactérias testadas sendo estas Gram positivas particularmente S. aureus.
Categorizando os aminoglicosideos, segundo Coutinho (2015), sanciona que sdao antibidticos
com forte poder de penetracdao e agdo mais imediata, por interferirem na sintese proteica, em
particularmente a amicacina e gentamicina apresentando maior atividade contra cepas
multirresistentes.

Com base nos beta- lactamicos, sdo classificados e comumente utilizados devido sua
tolerancia pelo organismo e atuacdo sobre interferir na formagdo de peptideoglicanos da
parede celular bacteriana. No entanto, o uso inadequado desta classe gera mecanismos de
resisténcia, sendo um dos mais utilizados pelas bactérias ¢ a producdo de enzimas de

inativacdo denominadas de beta-lactamases. De acordo com Ribeiro (2018), uma alternativa
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de modificar esses mecanismos de resisténcia ¢ a combinagdo dessas drogas aos produtos

naturais conferindo melhores fontes de tratamentos e bloqueamentos de resisténcia.

3.4 ATIVIDADE TOXICOLOGICA FRENTE AO MICROCRUSTACEO Artemia salina

Tabela 3: Resultados da toxicidade de Cridoscolus urens frente Artemia salina

Concentracoes da solucio extrato ug/mL  Toxicidade sobre Artemias em %

1000 100
500 100
250 83,4
100 63,0
50 57,3
10 16,6

Fonte: Proprio autor

Dentre os resultados obtidos para a toxicidade do C. urens, pode-se observar que o
EEC (Extrato etandlico de Cnidoscolus) apresentou-se CLsy de 43,63 pg/ mL com atividades
intermediarias em diferentes concentragoes.

Cada amostra foi testada em triplicata com diferentes intensidades no intuito de
verificar o potencial toxico de cada amostra com as larvas testadas. Mediante a presenca de
substancias e componentes toxicos, estudos antimicrobianos e modulatérios realizados por
Souza (2014), corroboram com os resultados encontrados o que consolida ainda mais que a
espécie C. urens requer novas investigacdes, ainda que a mesma demostra distintas atividades,
assim como toxicologica e antitumorais.

De acordo com Frozza (2016), observa-se cada vez mais a procura de tratamentos
alternativos complementares para intervencao e cura de agentes cancerigenos, destacando-se
através de associagdes e aplicagdes de produtos naturais por atuarem de forma significativa e
efetiva na terapia cancerigena. Ainda sobre os produtos naturais, os mesmos demonstram que
as propriedades bioativas assim como citotdxica, sofrem interferéncias pelas vias metabdlicas,
na sinalizagdo celular e inibi¢do da proliferacdo, o que diz respeito a capacidade antitumoral

servindo de grande interesse para a comunidade de pesquisa clinica e cientifica.
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4 CONCLUSAO

Com isso, ¢ possivel concluir que com os resultados obtidos neste trabalho,
demonstraram que o extrato etandlico de Cridoscolus urens apresentou uma variedade de
compostos quimicos, como: flavanoides, antocianidinas, taninos condensados, flavonas e
xantonas, onde podem ser utilizados em diferentes atividades tais como: antimicrobiana,
antioncogenica, anti-inflamatoria e at¢ mesmo na terapia antimicrobiana servindo de forma
alternativa no controle ¢ inibi¢cao de bactérias resistentes.

Diante o exposto, evidencia com grande importancia a realizacdo de novos testes
relacionados a toxicidade, focalizando em uma melhoria nas analises e resultados

experimentais.
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