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RESUMO

Plantas medicinais tém demonstrado elevado poder de cura e o conhecimento de
suas propriedades terapéuticas permanece arraigado na tradicdo de diversas
culturas. A espécie G. hirsutum L. pertence da familia Malvaceae, amplamente
encontrada no Nordeste. Seu extrato apresenta substancias como alcaloides,
flavanoides, saponinas e tanoides. A atividade bioldgica dos alcaloides abrange
propriedades, que incluem, anticancerigena, antiparasitaria, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, inseticida, entre outras. O presente estudo objetiva avaliar in vitro a
acao antibacteriana do extrato da Gossypium hirsutum L. contra cepas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae. Para a realizagdo dos ensaios farmacolégicos, as substancias foram
solubilizadas em DMSO e diluidas em agua destilada. Para a avaliagao da atividade
antibacteriana e determinacao da CIM utiliza-se a técnica de microdiluigdo em placa
de 96 pocos. Em uma placa de 96 cavidades, foi adicionado caldo Mueller Hinton e o
extrato etandlico bruto em estudo nas diferentes concentragées. O ensaio foi
realizado em duplicata. As placas foram incubadas a 37°C durante 24-48 horas. A
concentragao inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor concentragao
do extrato que inibir o crescimento visivel do microorganismo. Apos a leitura da CIM,
aliquotas de 20 uL foram retiradas de cada po¢o que n&o apresentar crescimento
bacteriano, e transferidas para pogcos de uma nova placa, desprovidas de qualquer
antimicrobiano. As placas inoculadas foram assepticamente fechadas e incubadas a
35 °C, e as CBMs séo registradas apds 48 h. A CBM foi definida como a menor
concentracdo do extrato que resultar em inibicdo visivel do crescimento do micro-
organismo. Observou-se que o extrato em estudo apresentou valores de CIMs, entre
256 pg/mL e maiores do que 1024 ug/mL e valores de CBMso entre 256 pg/mL e
maiores do que 1024ug/mL para as cepas testadas. Diante dos resultados obtidos
pode-se afirmar que o extrato possui um promissor efeito antibacteriano contra as

cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.

Palavras-chaves: Fitoterapia. Farmacologia. Microbiologia



ABSTRACT

Medicinal plants have demonstrated superior healing power and knowledge of their
permanent therapeutic properties rooted in the culture tradition. The specie G.
hirsutum L. belongs to the family Malvaceae, widely found in the Brazilian Northeast.
lts extract presents substances like alkaloids, flavonoids, saponins and tandides. The
biological activity of alkaloids encompasses property, ancient, anticancer,
antiparasitic, anti-inflammatory, antimicrobial, insecticide, among others. The
objective of this paper is an in vitro evaluation of the antibacterial action of
Gossypium hirsutum L. extract against Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae in different concentrations. For
the pharmacological tests, the substances were solubilized in DMSO and diluted in
distilled water. For the evaluation of the antibacterial activity and determination of
MIC, the 96-well plate microdilution technique is used. In a 96-well plate, Mueller
Hinton broth and the crude ethanolic extract under study at different concentrations.
The assay was performed in duplicate. The plates were incubated at 37 ° C for 24-48
hours. The MIC was determined as the lowest concentration of the extract that
inhibited the visible growth of the microorganism. After reading the MIC, aliquots of
20 pL were withdrawn from each well that did not show bacterial growth, and
transferred to wells of a new plaque, devoid of any antimicrobial. The inoculated
plates were aseptically closed and incubated at 35 ° C, and the MBCs were recorded
after 48 h. MBC was defined as the lowest extract concentration that results in visible
inhibition of microorganism growth. It was observed that the extract presented MICs
values between 256 ug / mL and greater than 1024 pg / mL and MBCs, values
between 256 ug / mL and greater than 1024 pg / mL for the strains tested. In view of
the obtained results it can be affirmed that the extract has a promising antibacterial
effect against the strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and

Pseudomonas aeruginosa.

Key-words: Phytoterapy. Farmacology. Microbiolog
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1. INTRODUGCAO

As bactérias sao micro-organismos patogénicos que ao colonizarem
humanos causam infecgdes, como as da cavidade oral, cada vez mais dificeis
de serem tratadas com antibiéticos triviais (GONZALEZ, MARIOLI, 2010).

Nos ultimos anos, a resisténcia de microrganismos patogénicos tem
aumentado devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos. Portanto, acées
estdo sendo tomadas para reduzir este problema, pois o aumento da
resisténcia tem atraido a atencdo da comunidade cientifica a procura de novas
drogas de origem natural ou sintética (NASCIMENTO et al., 2007).

O uso terapéutico de plantas medicinais possui origem nos primordios
da medicina, os primeiros registros do uso de fitoterapicos datam da China do
periodo de 3000 a.C. (FRANGCA, 2008).

O crescimento mundial da fitoterapia entre os programas preventivos e
curativos tem estimulado a avaliacdo dos extratos de plantas para o uso na
odontologia com acado anti-bacteriana, anti-inflamatéria, anti-hemorragica e
anestésica (SILVA et al., 2006; AGRA et al., 2007)

Estudos experimentais com extratos de plantas tém mostrado os
produtos naturais como uma fonte de novos agentes antimicrobianos
(SAKUNPAK, PANICHAYUPAKARANANT, 2012). Os compostos fendlicos,
encontrados nos extratos, se sobressaem, por suas atividades antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatéria (KLANCNIK et al., 2010).

Gossypium hirsutum L., pertence a familia Malvaceae, € um arbusto e
subarbusto, de origem naturalizada, ndo endémica no Brasil, possui uma ampla
distribuicdo pelo Nordeste, conhecida popularmente por algodoeiro, cultivada
principalmente para fornecimento de matéria prima para industria. No Brasil a
literatura etnofarmacolégica refere seu uso na forma de cha, preparado com as
folhas no tratamento de disenteria, hemorragia uterina e também, o emprego
local das folhas como cicatrizante (LORENZI, MATOS, 2002).

Diante dos fatos apresentados, acerca da importdncia das plantas
medicinais e da busca incessante aos antimicrobianos, o referido estudo se
propde a investigar a atividade antibacteriana do extrato etandlico bruto das
folhas de Gossypium hirsutum.



12

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato etandlico bruto da
Gossypium hirsutum L. contra bactérias patogénicas gram positivas e gram

negativas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a Concentragdo Inibitéria Minima do extrato etandlico de
Gossypium hirsutum L. ;

Verificar a Concentracdo Bactericida Minima do extrato etandlico de
Gossypium hirsutum L.;

Comparar os dados obtidos do extrato etandlico de Gossypium hirsutum
L. com os dados da literatura.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fitoterapia e odontologia

As plantas representam uma importante fonte de medicamento devido a
grande diversidade de moléculas com potencial medicinal, contribuindo para a
busca de novos produtos mais eficazes e menos toxicos contra microrganismos
patogénicos e multirresistentes (BARBOSA FILHO, et al., 2007).

A Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC),
do Ministério da Saude, insere o uso da Fitoterapia no Sistema Unico de Saude
(SUS) (BRASIL, 2006a e 2006b), com isso o cirurgido-dentista € apto a
prescrever e incluir a fioterapia nas praticas de rotina. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, na RDC n? 26/2014, mostra que a fitoterapia se
utiliza de vegetais na preparacdao de formas farmacéuticas, na forma de
extratos, capsulas, tinturas e pomadas, utilizados para tratamento de doencas
e manutencdo de saude. O Medicamento fitoterdpico pode ser considerado
simples, quando o principio ativo € proveniente de apenas uma espeécie
vegetal, ou composto, se o principio ativo for proveniente de mais de uma
espécie vegetal. (ANVISA, 2014).

A fitoterapia, que ainda ndo é uma especialidade médica, mas €
considerada uma terapia alternativa, embora seja uma alternativa de baixo
custo, facil acesso, os fitoterapicos enfrentam barreiras como a falta de
conhecimento dos profissionais, e a escassez de estudos clinicos que
comprovem as propriedades farmacoldgicas. No entanto, vem-se observando
um aumento do interesse dos profissionais da saude em utiliza-la (OLIVEIRA,
AZIKUE, 2001; PINHEIRO, ANDRADE, 2008).

Extratos de plantas ja foram constatados como coadjuvantes em doenca
periodontal induzida em ratos por exemplo o extrato da P. paniculata atuou
como agente modulador da inflamacao (SOUSA, 2015). H4 véarias espécies
com fungao antimicrobiana, anestésico local, anti-viral contra o virus da herpes,
cicatrizante, calmante, analgésica, fungicida, necessidades estas do cotidiano
odontolégico (ASSIS, 2009).



14

Segundo Aleluia et al. (2015) as espécies Syzygium aromaticun L.,
Matricaria recutita L., Punica granatum, Malva sylvestris, Uncaria tomentosa,
Apis melifera estdo entre os fitoterapicos mais utilizados em Odontologia, os
quais possuem principalmente agdo antimicrobiana, anti-inflamatéria e

cicatrizante.

4.2. Gossypium hirsutum L.

Plantas da Familia Malvaceae, a qual pertence a Gossypium hirsutum L.,
sdo usadas em comunidades ribeirinhas do municipio de Manacapurd,
Amazonas, para Inflamagdes, pneumonia, coélica, tosse, gastrites. (VASQUEZ,
MENDONCA, NODA, 2014)

Muitas espécies da familia Malvaceae estdo em estudo, diante do
intenso uso da populacdo, podem ser consideradas com grande potencial
fitoterapico. Dentre os 250 géneros e 4200 espécies encontradas nessa familia,
encontramos aproximadamente 80 géneros e 400 espécies em solos
brasileiros. (CARVALHO, GAIAD,2002)

Gossypium hirsutum L. conhecida como algoddo pertence a familia
Malvaceae é cultivada principalmente para fornecimento de matéria prima para
fins industriais. No Brasil a literatura etnofarmacoldgica refere seu uso na forma
de cha, preparado com as folhas no tratamento de disenteria, hemorragia
uterina e também, o emprego local das folhas como cicatrizante (LORENZI E
MATOS, 2002).

Testes fitoquimicos na Gossypium hirsutum L. constataram a presenca
de metabdlitos secundarios que podem estar relacionados com a atividade
antibacteriana frente a Staphylococus aureus e Escherichia coli. (MIRANDA et.
al, 2013).
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Fotografia 1 — Gossypium hirsutum

Fonte: https://www.uniprot.org/taxonomy/3635

4.3. Bactérias Patogénicas

Bactérias pertencem ao reino Monera segundo a classificacdo de Robert
Wittaker e podem ser classificadas de acordo com sua forma em cocos,
bacilos, vibirdes, espirilos e espiroquetas. Sado dividas em gram-positivas e
gram-negativas. As gram-positivas possuem parece celular composta em sua
maioria por peptidioglicanos, ja as gram-negativas possuem uma estrutura
mais complexa em sua parede celular, possui poucas camadas de
peptideoglicanos, espaco periplasmatico, sua membrana externa é formada por
dupla camada lipidica, lipoproteinas e lipopolissacarideos (LPS) que conferem
um fator de viruléncia maior a esses tipos de bactérias (TRABULSI;
ALTERTHUM 2015).

7

Staphylococcus aureus, € um cocos Gram positivo, 0 agente mais
comum em infecgbes piogénicas e abscessos, e em individuos
imunossuprimidos pode causar infecgbes graves como osteomielite e
bacteremia, geralmente associada a abscessos metastaticos ou até


https://www.uniprot.org/taxonomy/3635
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endocardite.(SEMENOFF, SEGUNDO, BASIALI; 2008). E uma das principais
causas de infecgdes crbnicas em implantes médicos, crescem em uma
superficie do hospedeiro ou do corpo estranho, resultando em uma
comunidade de bactérias nesse local, e essas comunidades sao
complexamente envolvidas e geralmente s&o consideradas biofilmes. Embora a
cavidade oral ndo seja seu habitat normal, foi possivel o isolar a partir de
biofilme dentario de pacientes com infeccao respiratéria. H4 comprovacao de
que o Staphylococcus aureus pode constituir, de fato, parte da microbiota oral
(KUTSCH, YOUNG; 2011)

Em cerca de 80 a 90% dos casos de osteomielite em maxilares,
Staphylococcus aureus e epidermidis foram identificadas como sendo bactérias
responsaveis pelo processo. (LUCON, 2003)

Tirali et al. (2009) constatou que a Staphylococcus aureus esta entre as
espécies mais resistentes encontradas em canais radiculares infectados, sendo
associada ao insucesso de tratamentos endoddnticos. Outras infecgdes orais
também podem ser causadas por Staphylococcus aureus, a exemplo a queilite
angular, parotidite e mucosite estafilocécica.

Infec¢cbes clinicas com S. aureus provavelmente permanecerao
comuns pois espectro das manifestacbes clinica continua a mudar. Foi
constatado, nas Ultimas duas décadas, mudancas na epidemiologia das
infecgdes por S. aureus tais como as infeccbes associadas de aos servicos de
saude, a endocardite bacteriana, infeccdes proteticas, pleuropulmonares,
meningites, abcesso epidural, além de ter sido encontrada tambem em
biofilmes nos implantes dentais (TONG; et al., 2015, SALVI,; et al, 2008).

Klebsiella pneumoniae € um bacilo Gram-negativo da familia
Enterobacteriaceae, podendo ser encontrada em trato respiratério alto e trato
gastro-intestinal e urinario, causando pneumonia lobar e infeccao urinaria e
septicemia. E uma das bactérias mais comumente encontradas em todo o
mundo, sendo comum em casos de infecgdo do trato respiratério. Tem sido
reconhecida como um patégeno pulmonar, desde a sua descoberta, ha mais de
100 anos (KO, et al; 2002).

Carvalho, Rotbland e Nogueira, 2017 sugerem relacdo entre a
pneumonia nosocomial, que tem como causa a Klebsiella pneumoniae, e a

doenca periodontal, uma vez que a infeccao bacteriana em pacientes com
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periodontite pode favorecer a colonizagdo da orofaringe, perpetuando a
infeccdo através de mediadores inflamatérios e imunoldgicos, facilitando assim
a colonizacao por patdégenos bucais e repiratérios nos tecidos pulmonares.

A Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo, anaerébio facultativo, de
oxidase negativa, catalase positiva, fermentador de lactose, sacarose e glicose,
pode apresentar motilidade. Esta espécie pode ser patogénica ao homem e
outros animais, ocasionando desde doencas no trato gastrointestinal até o 6bito
(YNGST et al., 2006; WELCH et al., 2006).

Dentre as bactérias gram-negativas envolvidas com infec¢oes
endodobnticas destaca-se Escherichia coli, varias estruturas celulares desta
bactéria, como flagelos e capsulas e a molécula de lipopolissacarideo (LPS),
contribuem com a viruléncia da espécie. Essas bactérias podem alcancar a
regido intracanal principalmente quando a polpa dentaria fica exposta a
cavidade bucal por processos cariosos ou traumas coronarios (TRABULSI,
ALTERTHUM,2015 ; LEONARDO; SILVA; NELSON FILHO, 2004).

Suas endotoxinas estdo associadas a necroses pulpares de canais
radiculares e lesdes periapicais crénicas, devido a suas caracteristicas de
bactérias anaerdbias, especialmente gram-negativas (MAEKAWA et. al; 2011).

Pseudomonas aeruginosa, bacilo Gram-negativo, aerébio, nao-
esporulado, ndo fermentador de glicose, possui flagelo polar, pertence a familia
Pseudomonadaceae e apresenta-se em forma de bastonetes. Mesmo fazendo
parte da microbiota residente, & considerado um importante patégeno humano
oportunista, pode ser encontrado na agua, no solo, no ambiente bucal de
individuos hospitalizados. Frequentemente associada a infecgdes hospitalares,
acometendo, principalmente, pacientes imunossuprimidos (LYZACK, CANNON,
PIER, 2002; LUCENA et al., 2014).

P. aeruginosa apresenta-se resistentes a multiplos farmacos, ha também
dificuldades nas opgbes de farmacos para tratamentos combinados além da
necessidade de adesdo definitiva dos profissionais de saude as praticas da
higiene das mé&os, precaucdes criteriosas com amostras multirresistentes e uso
prudente de antimicrobianos (FERREIRA, LALA;2010).
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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO ETANOLICO
BRUTO DA Gossypium hirsutum L. CONTRA CEPAS DE
Staphylococcus aureus

Leticia Ataide Delgado

Abrahao Alves de Oliveira Filho

RESUMO

Plantas medicinais tém demonstrado elevado poder de cura. A espécie G.
hirsutum L. é amplamente encontrada no Nordeste. Seu extrato apresenta
substancias como alcaloides, flavanoides, saponinas e tanoides. O presente
estudo objetiva avaliar in vitro a acao antibacteriana do extrato da G. hirsutum
L. contra Staphylococcus aureus. Para a avaliagdo da atividade antibacteriana
e determinagado da concentracao inibitéria minima (CIM) utiliza-se a técnica de
microdiluicdo em placa de 96 pocos. Em uma placa de 96 cavidades, foi
adicionado caldo Mueller Hinton e o extrato etandlico bruto em estudo nas
diferentes concentragdes. O ensaio foi realizado em duplicata. As placas foram
incubadas a 37°C durante 24-48 horas. A CIM foi determinada como a menor
concentracao do extrato que inibir o crescimento visivel do microorganismo.
Apés a leitura da CIM, aliquotas de 20 pL foram retiradas de cada pog¢o que
nao apresentar crescimento bacteriano, e transferidas para po¢os de uma nova
placa, desprovidas de qualquer antimicrobiano. As placas inoculadas foram
assepticamente fechadas e incubadas a 35 °C, e as CBMs séao registradas
apoés 48 h. A CBM foi definida como a menor concentragdo do extrato que
resultar em inibicao visivel do crescimento do micro-organismo. Observou-se
que o extrato em estudo apresentou CIMsy de 512 ug/mL e CBMs, de 1024
pg/mL . Diante dos resultados obtidos pode-se afirmar que o extrato possui
forte efeito antibacteriano frente as cepas de S. aureus.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoterapia; Microbiologia; Farmacologia

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF GROSS ETHANOLIC EXTRACT
OF Gossypium hirsutum L. AGAINST Staphylococcus aureus

ABSTRACT

Medicinal plants have shown high healing power. The specie G. hirsutum L. is
widely found in the brazilian northeast. Its extract contains subtances sucha as
alkaloids, flavanoids, saponins and tanoids. The presente study aims to
evaluate in vitro the antibacterial action of the extact of G. hirsutum L. against
Staphylococcus aureus. For the evaluation of the antibacterial activity and
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determination of MIC, the 96-well plate microdilution technique is used. In a 96-
well plate, Mueller Hinton broth and the crude ethanolic extract under study at
different concentrations. The assay was performed in duplicate. The plates
were incubated at 37 © C for 24-48 hours. The MIC was determined as the
lowest concentration of the extract that inhibited the visible growth of the
microorganism. After reading the MIC, aliquots of 20 pL were withdrawn from
each well that did not show bacterial growth, and transferred to wells of a new
plaque, devoid of any antimicrobial. The inoculated plates were aseptically
closed and incubated at 35 ° C, and the MBCs were recorded after 48 h. MBC
was defined as the lowest extract concentration that results in visible inhibition
of microorganism growth. It was observed that the extract under study had
MICso of 512 pg/mL and MBCsg or 1024 pg/MI. In view of the obtained results it
can be affirmed that the extract has a strong antibacterial effect against the
strains of S. aureus.

KEYWORDS: Phytotherapy; Microbiology; Pharmacology

1. INTRODUGAO

As bactérias sdo micro-organismos patogénicos que ao colonizarem
humanos causam infeccdes, como as da cavidade oral, cada vez mais dificeis
de serem tratadas com antibiéticos triviais (GONZALEZ; MARIOLI, 2010). Nos
ultimos anos, a resisténcia de microrganismos patogénicos tem aumentado
devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos. Portanto, acdes estdo sendo
tomadas para reduzir este problema, pois 0 aumento da resisténcia tem atraido
a atencao da comunidade cientifica a procura de novas drogas de origem
natural ou sintética (NASCIMENTO et al., 2007).

O uso terapéutico de plantas medicinais possui origem nos primérdios
da medicina, os primeiros registros do uso de fitoterapicos datam da China do
periodo de 3000 a.C. (FRANCA,2008). Estudos experimentais com extratos de
plantas tém mostrado os produtos naturais como uma fonte de novos agentes
antimicrobianos (SAKUNPAK; PANICHAYUPAKARANANT,2012).

O crescimento mundial da fitoterapia entre os programas preventivos e
curativos tem estimulado a avaliagdo dos extratos de plantas para o uso na
odontologia com acao antibacteriana, anti-inflamatéria, anti-hemorragica e
anestésica (SILVA et al., 2006; AGRA et al., 2007.

Uma opc¢ao de planta medicinal € a espécie Gossypium hirsutum L., que

pertence a familia Malvaceae, € um arbusto e subarbusto, de origem
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naturalizada, ndao endémica no Brasil, possui uma ampla distribuicdo pelo
Nordeste, conhecida popularmente por algodoeiro, cultivada principalmente
para fornecimento de matéria prima para industria. No Brasil a literatura
etnofarmacoldgica refere seu uso na forma de cha, preparado com as folhas no
tratamento de disenteria, hemorragia uterina e também, o emprego local das
folhas como cicatrizante (LORENZI, MATOS, 2002).

Comunidades ribeirinhas do municipio de Manacapurd, Amazonas,
utilizam plantas da Familia Malvaceae, para inflamagdes, pneumonia, célica,
tosse, gastrites. (VASQUEZ, MENDONGCA, NODA, 2014)

Dessa forma, o objetivo desse trabalho € avaliar o potencial anti
microbiano do extrato etanolico bruto da Gossypium hirstum L contra a bactéria
Staphylococcos aureus verificando antes a Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM).

2.MATERIAL E METODO

2.1.Ensaios in vitro

2.1.1.Substancias-teste

O extrato etandlico bruto da Gossypium hirsutum L. foi cedido pela
professora Dra. Maria das Gracas Veloso Marinho da Universidade Federal de
Campina Grande. Para a realizagdo dos ensaios farmacoldgicos, as
substancias foram solubilizadas em DMSO e diluido em agua destilada. A
concentracdo de DMSO (dimetilsulféxido) utilizada foi inferior a 0,1% v/v. O
antimicrobiano utilizado na execugédo dos testes como controle positivo foi o
cloranfenicol, adquirido da Sigma-Aldrich® (S4o Paulo-SP).

2.1.2 Espécies Bacterianas e Meio de cultura

Foram utilizadas bactérias Gram-positivas sendo elas: Staphylococcus
aureus ATCC 25925, Staphylococcus aureus 101, Staphylococcus aureus 102,

Staphylococcus aureus 103, Staphylococcus aureus 104, Staphylococcus
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aureus 105, Staphylococcus aureus 106, previamente isoladas, identificadas e
acondicionadas no laboratério de Microbiologia da Unidade Académica de
Ciéncias Bioldgicas (UACB) do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da
Universidade Federa de Campina Grande (UFCG). Todas as cepas se
mantiveram em meio agar Mueller Hinton (MH), a uma temperatura de 4 °C,
sendo utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em agar Mueller Hinton
e incubados a 35 °C. No estudo da atividade antimicrobiana utilizou-se um
inéculo bacteriano de aproximadamente 1 - 5 x 108 UFC/mL padronizado de
acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland (CLEELAND;
SQUIRES, 1991; HADACEK, GREGER, 2000).

2.1.3 Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima foi determinada pela técnica de
microdiluigdo em caldo (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK, GREGER,
2000). Foram utilizadas placas de 96 orificios estéreis e com tampa. Em cada
orificio da placa, adicionou-se 100 uL do meio liquido agar Mueller Hinton
duplamente concentrado. Em seguida, acrescentou-se 100 yL da emulsao do
extrato na concentragdo inicial de 2048 pjg/mL (também duplamente
concentrado), que foram dispensados nas cavidades da primeira linha da
placa, por meio de uma diluicdo seriada em razdo de dois, obteve-se as
concentracdes de 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4 ug/mL, de modo que
na primeira linha da placa encontrou-se a maior concentragdo e na ultima, a
menor concentragdo. Por fim, foi adicionado 10 pL do indéculo de
aproximadamente 1-5 x 108 UFC/mL das espécies bacterianas nas cavidades,
onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa de bactéria, especificamente.

Paralelamente, realizou-se o controle positivo com o antibacteriano
cloranfenicol. Um controle de micro-organismo foi realizado colocando-se nas
cavidades 100 yL do mesmo agar Mueller Hinton duplamente concentrado, 100
ML de agua destilada estéril e 10 puL do inéculo de cada espécie. Para verificar
a auséncia de interferéncia nos resultados pelos solventes utilizados na
preparacao da emulsdo, no caso o DMSO, foi feito um controle no qual foram
colocados nas cavidades 100 uL do caldo duplamente concentrado, 100 uL de
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DMSO e 10uL da suspensao bacteriana. Um controle de esterilidade do meio
também foi realizado, onde colocou-se 200 pyL do agar Mueller Hinton em um

orificio sem a suspensao das bactérias.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 -
48 hs para ser realizada a leitura. A CIM para o extrato e o antibacteriano foi
definida como a menor concentragdo capaz de inibir visualmente o crescimento
bacteriano verificado nos orificios quando comparado com o crescimento

controle. Os experimentos foram realizados em duplicata.

2.1.4.Determinacao da Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A concentracdo bactericida minima (CBM) também foi determinada para
as cepas de bactérias. Apds a leitura da CIM em 48 horas, aliquotas de 20 uL
foram retiradas de cada poco da placa de microtitulagao que nédo apresentaram
crescimento bacteriano, e transferidas para pog¢os de uma nova placa de
microtitulagcdo contendo 100 pL de caldo Mueller-hinton, desprovidas de
qualquer antimicrobiano. As placas inoculadas séo assepticamente fechadas e
incubadas a 35 °C, e as CBMs serao registradas apds 48 h. A CBM ¢é definida
como a menor concentragdo do extrato que resultar em inibicao visivel do
crescimento do micro-organismo (ERNST et al., 2002; PEREIRA et al., 2011).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas representam uma importante fonte de medicamento devido a
grande diversidade de moléculas com potencial medicinal, contribuindo para a
busca de novos produtos mais eficazes e menos toxicos contra microrganismos
patogénicos e multirresistentes (BARBOSA FILHO; et al., 2007).

Extratos de plantas ja foram constatados como coadjuvantes em doenga
periodontal induzida em ratos por exemplo o extrato da P. paniculata atuou
como agente modulador da inflamacédo. (SOUSA, 2015) H& varias espécies

com funcdo antimicrobiana, anestésico local, anti-viral contra o virus da herpes,
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cicatrizante, calmante, analgésica, fungicida, necessidades estas do cotidiano
odontolégico. (ASSIS, 2009)

Segundo Sartoratto (2010), os resultados com valores entre 50-500
Hug/ml de concentragcédo do extrato tem uma forte atividade, 600-1500 pg/ml tem
uma moderada atividade e os valores acima de 1500 pug/ml tem uma fraca
atividade antibacteriana. Com isso, o extrato etandlico da Gossypium hirsutum
L. apresenta um poder inibitério de crescimento contra Staphylococcus aureus,
considerado como forte, pois sua CIMs, (Concentragao Inibitéria Minima capaz
de inibir 50% das bactérias estudadas) foi de 256 pg/mL. A

Conforme, Hafidh et al. (2011), para que um composto seja considerado
bactericida ou bacteriostatico de acordo com a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM), esta deve ser igual ou duas vezes mais que a CIM ou a CBM
deve ser maior que duas vezes a CIM, respectivamente. Analisando os
resultados da CBM pode-se ver que o extrato da G. hirsutum L. possui
atividade bacteriostatica contra espécies de S. aureus , pois sua CBMs
(Concentragao Bactericida Minima capaz de inibir 50% das cepas estudadas)

foi maior do que1024 ug/mL frente as cepas de S. aureus.

Tabela 1 - Concentracao inibitoria minima (CIM) e Concentracdo
bactericida minima (CBM) em ug/mL do extrato etandlico bruto da G.

hirsutum L. contra diferentes cepas de Staphylococcus aureus.

Cepas CIM (ug/mL) CBM
S. aureus (ng/mL)
ATCC 29213 256 -

SA 101 512 -

SA 102 - -

SA 103 - -

SA 104 - -
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SA 105 512 -

SA 106 256 256

(-) Concentragdes maiores que 1024 pug/mL, nao avaliadas neste estudo
Fonte: Autoria Propria

Os resultados apresentados concordam com os resultados obtidos por
Miranda et. al (2010) reforcou os dados encontrados neste estudo, constatando
atividade antibacteriana da G. hirsutum L., contra a S. aureus, em diferentes

graduacgdes alcoolicas, apresentando melhor resultado na graduacao de 50%.

Testes fitoquimicos na G. hirsutum L. constataram a presenca de
metabolitos secundarios que podem estar relacionados com a atividade
antibacteriana frente a Staphylococus aureus e Escherichia coli. (MIRANDA et.
al, 2013).

4.CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, observamos elevado potencial e eficacia
antimicrobiana do extrato etandlico bruto da G. hirsutum L., auxiliando
futuramente no controle da resisténcia das bactérias aos antimicrobianos ja
existentes. No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar o

mecanismo de agéo deste extrato.
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ARTIGO I

Atividade antibacteriana do extrato etanolico bruto da
Gossypium hirsutum L. contra Pseudomonas Aeruginosa

Antibacterial activity of ethanolic extract of Gossypium hirsutum L. against Pseudomonas
aeruginosa.

L. A. Delgado'; A. A. de Oliveira Filho

! Graduagdo de Odontologia, Universidade Federal de Campina Grande, CEP, Patos-Paraiba, Brasil
ZUACB/CSTR, UFCG, CEP, Patos-Paraiba, cep, Brasil

*leticia.ataidedelgado @ gmail.com

(Recebido em dia de mes de ano; aceito em dia de mes de ano)

A busca do conhecimento a cerca de plantas medicinais vem acompanhado a evolugdo do
homem através dos tempo. A evolugdo das espécies bacterianas e resisténcia microbiana delas, vem
crescendo preocupantemente. A Gossypium hirsutum L. € popularmente conhecida como algodoeiro e
suas folhas tem sido usadas com diversos fins terapéuticos. O presente estudo objetiva avaliar in vitro a
acdo antibacteriana do extrato da G. hirsutum L. contra Pseudomonas aruginosa. Para a avaliacdo da
atividade antibacteriana e determinacdo da CIM utilizou-se a técnica de microdiluicdo em placa de 96
pocos. Em uma placa de 96 cavidades, foi adicionado caldo Mueller Hinton e o extrato etandlico bruto em
estudo nas diferentes concentra¢des. O ensaio foi realizado em duplicata. As placas foram incubadas a
37°C durante 24-48 horas. A concentra¢do inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor
concentracdo do extrato que inibir o crescimento visivel do microorganismo. Apés a leitura da CIM,
aliquotas de 20 pL foram retiradas de cada poco que néo apresentar crescimento bacteriano, e transferidas
para pocos de uma nova placa, desprovidas de qualquer antimicrobiano. As placas inoculadas foram
assepticamente fechadas e incubadas a 35 °C, e as CBMs sdo registradas apds 48 h. A CBM foi definida
como a menor concentragdo do extrato que resultar em inibi¢do visivel do crescimento do micro-
organismo. Observou-se que o extrato em estudo apresentou CIMs, de 1024 pg/mL e CBMsy maior que
1024 pg/mL. Diante dos resultados obtidos pode-se afirmar que o extrato possui efeito moderado
antibacteriano frente as cepas de P. aeruginosa.

Palavras-chave: Fitoterapia, Microbiologia, Farmacologia

The search for knowledge about medicinal plants comes with the evolution of man through time. The
evolution of the bacterial species and their microbial resistance, has been growing worryingly. The
Gossypium hirsutum L. is popularly known as cotton and its leaves have been used for various therapeutic
purposes.. For the evaluation of the antibacterial activity and determination of MIC, the 96-well plate
microdilution technique is used. In a 96-well plate, Mueller Hinton broth and the crude ethanolic extract
under study at different concentrations. The assay was performed in duplicate. The plates were incubated
at 37 ° C for 24-48 hours. The MIC was determined as the lowest concentration of the extract that
inhibited the visible growth of the microorganism. After reading the MIC, aliquots of 20 pL were
withdrawn from each well that did not show bacterial growth, and transferred to wells of a new plaque,
devoid of any antimicrobial. The inoculated plates were aseptically closed and incubated at 35 ° C, and
the MBCs were recorded after 48 h. MBC was defined as the lowest extract concentration that results in
visible inhibition of microorganism growth. It was observed that the extract under study had MBC50
greater than 1024 pg / mL and MIC of 1024 pg / mL. In view of the obtained results it can be affirmed
that the extract has a moderate antibacterial effect against the strains of P. aeruginosa.

Keywords: Phytoterapy , Microbiology , Farmacology
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1. INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa, bacilo Gram-negativo, aerébio, nao-esporulado, ndo
fermentador de glicose, possui flagelo polar, pertence a familia Pseudomonadaceae e apresenta-
se em forma de bastonetes. Mesmo fazendo parte da microbiota residente, é considerado um
importante patégeno humano oportunista, pode ser encontrado na dgua, no solo, no ambiente
bucal de individuos hospitalizados. Frequentemente associada a infec¢des hospitalares,
acometendo, principalmente, pacientes imunossuprimidos!2.

P. aeruginosa apresenta-se resistentes a multiplos farmacos, hd também dificuldades
nas opgdes de farmacos para tratamentos combinados além da necessidade de adesdo definitiva
dos profissionais de saide as préticas da higiene das maos, precaugdes criteriosas com amostras
multirresistentes e uso prudente de antimicrobianos”.

Nos ultimos anos, a resisténcia de microrganismos patogénicos tem aumentado devido
ao uso indiscriminado de antimicrobianos. Portanto, acdes estdo sendo tomadas para reduzir
este problema, pois o aumento da resisténcia tem atraido a atencdo da comunidade cientifica a
procura de novas drogas de origem natural ou sintética® .

O homem busca hd muito tempo na natureza alternativas para a melhora da condic¢do
de vida aumentando assim, suas perspectivas de sobrevivéncia e melhoria de sua saide. A
busca do conhecimento a cerca de plantas medicinais vem acompanhado a evolu¢do do homem
através dos tempos’ .

A partir da década de 1980, o interesse pelos farmacos de fontes naturais e extratos
vegetais cresceu bastante, impulsionando novas pesquisas, com a finalidade de evidenciar a
eficdcia da fitoterapia e de desenvolver novos farmacos. Além disso, as plantas medicinais
podem fornecer eficientes farmacos, com maior probabilidade de eficdcia, menor potencial
téxico, e efeito terapéutico semelhante aos firmacos sintéticos’.

O crescimento mundial da fitoterapia entre os programas preventivos e curativos tem
estimulado a avaliacdo dos extratos de plantas para o uso na odontologia com acdo anti-
bacteriana, anti-inflamatoéria, anti-hemorréagica e anestésica’®.

Muitas espécies da familia Malvaceae estdo em estudo, diante do intenso uso da
populacdo, podem ser consideradas com grande potencial fitoterdpico. Dentre os 250 gé€neros e
4200 espécies encontradas nessa familia, encontramos aproximadamente 80 géneros e 400
espécies em solos brasileiros’.

Gossypium hirsutum L., pertence a familia Malvaceae, ¢ um arbusto e subarbusto, de
origem naturalizada, ndo endémica no Brasil, possui uma ampla distribuicio pelo Nordeste,
conhecida popularmente por algodoeiro, cultivada principalmente para fornecimento de matéria
prima para inddstria. No Brasil a literatura etnofarmacolégica refere seu uso na forma de cha,
preparado com as folhas no tratamento de disenteria, hemorragia uterina e também, o emprego
local das folhas como cicatrizante'”.

2. MATERIAL E METODOS
Ensaios in vitro
Substancias-teste

O extrato etandlico bruto da Gossypium hirsutum L. foi cedido pela professora Dra.
Maria das Gragas Veloso Marinho da Universidade Federal de Campina Grande. Para a
realizacdo dos ensaios farmacoldgicos, as substincias foram solubilizadas em DMSO e diluido
em dgua destilada. A concentragdo de DMSO (dimetilsulf6xido) utilizada foi inferior a 0,1%
v/v. O antimicrobiano utilizado na execucdo dos testes como controle positivo foi o
cloranfenicol, adquirido da Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo-SP).
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Espécies Bacterianas e Meio de cultura

Foram utilizadas Gram-negativas sendo elas: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Pseudomonas aeruginosa 101, Pseudomonas aeruginosa 102 e Pseudomonas aeruginosa 104,
previamente isoladas, identificadas e acondicionadas no laboratério de Microbiologia da
Unidade Académica de Ciéncias Bioldgicas (UACB) do Centro de Satde e Tecnologia Rural
(CSTR) da Universidade Federa de Campina Grande (UFCG).

Todas as cepas se mantiveram em meio Agar Mueller Hinton (constituido por: extrato
de levedura (DIFCO) 10 g, triptona (DIFCO) 5 g, NaCl (VETEC) 10 g) a uma temperatura de 4
°C, sendo utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em 4gar Mueller Hinton (MH)
incubados a 35 °C. No estudo da atividade antimicrobiana sera utilizado um inéculo bacteriano
de aproximadamente 1 - 5 x 10° UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da
escala de McFarland'"'? .

Determinaciao da Concentracio Inibitéria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima é determinada pela técnica de microdiluicio em
caldo'""?. Foram utilizadas placas de 96 orificios estéreis e com tampa. Em cada orificio da
placa, foi adicionado 100 puL do meio liquido MH duplamente concentrado. Em seguida, 100 uL.
do extrato na concentracio inicial de 1024 pg/mL (também duplamente concentrado), foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma dilui¢do seriada em
razdo de dois, obteve-se as concentragoes de 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 ¢ 4 ug/mL, de
modo que na primeira linha da placa encontrou-se a maior concentra¢do e na dltima, a menor
concentragdo. Por fim, foi adicionara 10 pL do indculo de aproximadamente 1-5 x 10® UFC/mL
das espécies bacterianas nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa de
bactéria, especificamente.

Paralelamente, realizou-se o controle positivo com o antibacteriano cloranfenicol. Um
controle de micro-organismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 pL. do mesmo MH
duplamente concentrado, 100 uL. de agua destilada estéril e 10 puL do inéculo de cada espécie.
Para verificar a auséncia de interferéncia nos resultados pelos solventes utilizados na preparacio
da emulsdo, no caso o DMSO, foi feito um controle no qual colocou-se nas cavidades 100 pL
do caldo duplamente concentrado, 100 uL. de DMSO e 10ul da suspensdo bacteriana. Um
controle de esterilidade do meio também foi realizado, onde colocou-se 200 pL. do MH em um
orificio sem a suspensdo das bactérias.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 - 48 hs para ser
realizada a leitura. A CIM para o extrato e o antibacteriano foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento bacteriano verificado nos orificios
quando comparado com o crescimento controle. Os experimentos foram realizados em
duplicata.

Determinacao da Concentracio Bactericida Minima (CBM)

A concentracio bactericida minima (CBM) também foi determinada para as cepas de
bactérias. Apos a leitura da CIM em 48 horas, aliquotas de 20 pL foram retiradas de cada poco
da placa de microtitulagdo que ndo apresentaram crescimento bacteriano, e transferidas para
pocos de uma nova placa de microtitulagdo contendo 100 pL. de MH, desprovidas de qualquer
antimicrobiano. As placas inoculadas sdo assepticamente fechadas e incubadas a 35 °C, e as
CBMs serdo registradas apds 48 h. A CBM ¢ definida como a menor concentracdo do extrato
que resultar em inibigdo visivel do crescimento do micro-organismo'*'*,
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Resultados e discussao

Concentracao Inibitoria Minima (CIM) em meio liquido

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em meio liquido foi determinada para o
extrato etandlico bruto da G. hirsutum L. nas diferentes concentracdes explicitadas na
metodologia e determinada pela menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento
bacteriano, conforme apresentado na tabela 2. Observou-se que os resultados do extrato para as
diversas cepas variou de 128 a 1024 pg/mlL..

Concentracio Bactericida Minima (CBM)

A Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foi determinada a partir da menor
concentracio do extrato que resultou em inibi¢do visivel do crescimento do microorganismo. De
acordo com a tabela 1, observa-se que nenhuma cepa apresentou valores inferiores a 1024
ug/ml.

Tabela 2: Concentragdo inibitoria minima (CIM) e Concentrac¢do bactericida minima (CBM) em ug/mL
do extrato etandlico bruto da G. hirsutum L. contra diferentes cepas de P. aeruginosa

Cepas S. aureus CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)
ATCC 9027 128 -
Pa 101 - -
Pa 102 1024 -
Pa 104 1024 -

(-) Concentragdes maiores que 1024 pg/mL, ndo avaliadas neste estudo
Fonte: Autoria prépria

Extratos de plantas ja foram constatados como coadjuvantes em doenca periodontal
induzida em ratos por exemplo o extrato da P. Paniculata atuou como agente modulador da
inflamacdo'®. H4 vérias espécies com fungio antimicrobiana, anestésico local, anti-viral contra o
virus da herpes, cicatrizante, calmante, analgésica, fungicida, necessidades estas do cotidiano
odontolégico'®.

Segundo Sartoratto'” ,0s valores entre 50-500 pg/ml tem uma forte atividade, 600-1500
pg/ml tem uma moderada atividade e os valores acima de 1500 pg/ml tem uma fraca atividade
antibacteriana. Com isso, o extrato etandlico da Gossypium hirsutum L. apresenta um poder
inibitério de crescimento contra P. aeruginosa, considerado como moderado, uma vez que
apresentou CIMs, (Concentracdo Inibitéria Minima capaz de inibir 50% das cepas) de 1024
ug/mL.

Conforme, Hafidh et al. '® ,para que um composto seja considerado bactericida ou
bacteriostatico de acordo com a Concentra¢do Bactericida Minima (CBM), esta deve ser igual
ou duas vezes mais que a CIM ou a CBM deve ser maior que duas vezes a CIM,
respectivamente. Analisando os resultados da CBM pode-se ver que o extrato da G. hirsutum L.
ndo possui atividade bacteriostatica contra espécies de P. aeruginosa, pois sua CBMs, foi maior
que 1024 pg/mL frente as cepas de P. aeruginosa.

Encontrou-se esultados negativos'” *’ para atividade antibacteriana da Sida rhombifolia,
pertecente a familia Malvaceae,a mesma familia da G. hirusutum L., contra a P. aeruginosa,
discordando dos resultados obtidos com a G. hirsutum L.
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Os dados encontrados neste estudo, foram reforgados, com resultado positivo sobre o
extrato metanolico das folhas da G.hirsutum L. contra a P. aeruginosa, apontando inibi¢dao do
crescimento das cepas da bactéria *'.

3. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, observamos um potencial antimicrobiano do extrato
etandlico bruto da G. hirsutum L. contra a Pseudomonas aeruginosa, auxiliando futuramente no
controle da resisténcia das bactérias aos antimicrobianos ja existentes. No entanto, mais estudos
s@o necessdrios para elucidar o mecanismo de acao deste extrato.
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Artigo lll

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO ETANOLICO
BRUTO DA Gossypium hirsutum L. CONTRA CEPAS DE
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli

RESUMO

Plantas medicinais podem fornecer eficientes farmacos, com alta probabilidade
de eficacia. A espécie G. hirsutum L. € amplamente encontrada no Nordeste,
conhecida popularmente por algodoeiro, na fitoterapia, usa-se as folhas para
confeccdo do cha. O presente estudo objetiva avaliar in vitro a acao
antibacteriana do extrato da G. hirsutum L. contra Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae. Para a avaliacdo da atividade antibacteriana e determinacado da
CIM utilizou-se a técnica de microdiluicao em placa de 96 pocos. Em uma placa
de 96 cavidades, foi adicionado caldo Mueller Hinton e o extrato etanodlico bruto
em estudo nas diferentes concentragdes. O ensaio foi realizado em duplicata.
As placas foram incubadas a 37°C durante 24-48 horas. A CIM foi determinada
como a menor concentracdo do extrato que inibir o crescimento visivel do
microorganismo. Apods a leitura da CIM, aliquotas de 20 pL foram retiradas de
cada poco que nao apresentar crescimento bacteriano, e transferidas para
pocos de uma nova placa, desprovidas de qualquer antimicrobiano. As placas
inoculadas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35 °C, e as CBMs
foram registradas apos 48 h. A CBM foi definida como a menor concentragéo
do extrato que resultar em inibigao visivel do crescimento do micro-organismo.
Observou-se que o extrato em estudo CIMsy para E. coli e K. peneumoniae
respectivamente ClIMsy 1024 ug/mL e maior que 1024 pg/mL e a CBMsp da E.
coli foi maior que 1024 ug/mL . Diante dos resultados obtidos pode-se afirmar
que o extrato possui efeito moderado antibacteriano frente as cepas de K.
peneumoniae e E. coli.

Palavras chave: Microbiologia. Farmacologia. Fitoterapia

ABSTRACT

Medicinal plants can provide convenient drugs with a high probability of sale.
The species G. hirsutum isended found in the Northeast, popularly known as
cotton, in phytotherapy, is used as leaves for making tea.. The present study
aims to evaluate the antibacterial action of the extract of G. hirsutum L. against
Pseudomonas Aeruginosa. For the evaluation of the antibacterial activity and
determination of MIC, the 96-well plate microdilution technique is used. In a 96-
well plate, Mueller Hinton broth and the crude ethanolic extract under study at
different concentrations. The assay was performed in duplicate. The plates
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were incubated at 37 ° C for 24-48 hours. The MIC was determined as the
lowest concentration of the extract that inhibited the visible growth of the
microorganism. After reading the MIC, aliquots of 20 pL were withdrawn from
each well that did not show bacterial growth, and transferred to wells of a new
plaque, devoid of any antimicrobial. The inoculated plates were aseptically
closed and incubated at 35 ° C, and the MBCs were recorded after 48 h. MBC
was defined as the lowest extract concentration that results in visible inhibition
of microorganism growth. It was observed that the extract under study had MIC
of 1024 yg / Ml and MBC50 greater than 1024 pg / mL. In view of the obtained
results it can be affirmed that the extract has a moderate antibacterial effect
against the strains of K. pneumoniae and Escherichia coli.

Key-words: Farmacology, Phytotherapy, Microbiology

INTRODUCAO

Plantas da Familia Malvaceae, a qual pertence a Gossypium hirsutum L.,
sdo usadas em comunidades ribeirinhas do municipio de Manacapurd,
Amazonas, para Inflamagdes, pneumonia, coélica, tosse, gastrites. (VASQUEZ,
MENDONCA, NODA, 2014)

Muitas espécies da familia Malvaceae estdo em estudo, diante do
intenso uso da populacdo, podem ser consideradas com grande potencial
fitoterapico. Dentre os 250 géneros e 4200 espécies encontradas nessa familia,
encontramos aproximadamente 80 géneros e 400 espécies em solos
brasileiros. (CARVALHO, GAIAD,2002)

Gossypium hirsutum L. conhecida como algodao pertence a familia
Malvaceae é cultivada principalmente para fornecimento de matéria prima para
fins industriais. No Brasil a literatura etnofarmacoldgica refere seu uso na forma
de cha, preparado com as folhas no tratamento de disenteria, hemorragia
uterina e também, o emprego local das folhas como cicatrizante (LORENZI E
MATOS, 2002).

Testes fitoquimicos na Gossypium hirsutum L. constataram a presenca
de metabdlitos secundarios como alcaloides, cumarinas, saponinas,
flavanoides, triterpenos e taninos, que podem estar relacionados com a
atividade antibacteriana frente a Staphylococus aureus e Escherichia coli.
(MIRANDA et. al, 2013).

Klebsiella pneumoniae € um bacilo Gram-negativo da familia

Enterobacteriaceae, podendo ser encontrada em trato respiratério alto e trato
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gastro-intestinal e urinario, causando pneumonia lobar e infec¢ao urinaria e
septicemia. E uma das bactérias mais comumente encontradas em todo o
mundo, sendo comum em casos de infeccdo do trato respiratério. Tem sido
reconhecida como um patégeno pulmonar, desde a sua descoberta, ha mais de
100 anos (KO, et al; 2002).

Carvalho, Rotbland e Nogueira, 2017 sugerem relacdo entre a
pneumonia nosocomial, que tem como causa a Klebsiella pneumoniae, e a
doenga periodontal, uma vez que a infeccdo bacteriana em pacientes com
periodontite pode favorecer a colonizagdo da orofaringe, perpetuando a
infeccdo através de mediadores inflamatérios e imunoldgicos, facilitando assim
a colonizacao por patdégenos bucais e repiratdrios nos tecidos pulmonares.

A Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo, anaerdbio facultativo, de
oxidase negativa, catalase positiva, fermentador de lactose, sacarose e glicose,
pode apresentar motilidade. Esta espécie pode ser patogénica ao homem e
outros animais, ocasionando desde doencas no trato gastrointestinal até o 6bito
(YNGST et al., 2006; WELCH et al., 2006).

Dentre as bactérias gram-negativas envolvidas com infecgoes
endodobnticas destaca-se Escherichia coli, varias estruturas celulares desta
bactéria, como flagelos e capsulas e a molécula de lipopolissacarideo (LPS),
contribuem com a viruléncia da espécie. Essas bactérias podem alcancar a
regido intracanal principalmente quando a polpa dentaria fica exposta a
cavidade bucal por processos cariosos ou traumas coronarios (TRABULSI;
ALTERTHUM,2015 ; LEONARDO; SILVA; NELSON FILHO, 2004).

Suas endotoxinas estdo associadas a necroses pulpares de canais
radiculares e lesdes periapicais crbnicas, devido a suas caracteristicas de
bactérias anaerdbias, especialmente gram-negativas (MAEKAWA et. al; 2011).

MATERIAIS E METODO

Ensaios in vitro

Substancias-teste

O extrato etandlico bruto da Gossypium hirsutum foi cedido pela

professora Dra. Maria das Gracas Veloso Marinho da Universidade Federal de
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Campina Grande. Para a realizagdo dos ensaios farmacologicos, as
substancias foram solubilizadas em DMSO e diluido em agua destilada. A
concentracdo de DMSO (dimetilsulféxido) utilizada foi inferior a 0,1% v/v. O
antimicrobiano utilizado na execugédo dos testes como controle positivo foi o
cloranfenicol, adquirido da Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo-SP).

Espécies Bacterianas e Meio de cultura

Foram utilizadas bactérias Gram-negativas sendo elas: Escherichia coli
ATCC 2536, Escherichia coli 101, Escherichia coli 102, Escherichia coli 103, ,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Klebsiela pneumoniae ATCC, Klebsiela
pneumoniae 33, Klebsiela pneumoniae 36, Klebsiela pneumoniae SN, estas,
provenientes do Laboratério de Microbiologia da Unidade Académica de
Ciéncias Biloogicas do Centro de Saude e Tecnologia Rural da Universidade
Federal de Campina Grande, campus Patos, Paraiba.

Todas as cepas se mantiveram em meio dagar Muller Hinton
(constituido por: extrato de levedura (DIFCO) 10 g, triptona (DIFCO) 5 g, NaCl
(VETEC) 10 g) a uma temperatura de 4 °C, sendo utilizados para os ensaios
repiques de 24 horas em Agar Muller Hinton incubados a 35 °C. No estudo da
atividade antimicrobiana sera utilizado um indculo bacteriano de
aproximadamente 1 - 5 x 108 UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez
do tubo 0,5 da escala de McFarland (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK,
GREGER, 2000).

Determinag&o da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima foi determinada pela técnica de
microdiluicdo em caldo (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK, GREGER,
2000). Foram utilizadas placas de 96 orificios estéreis e com tampa. Em cada
orificio da placa, é adicionado 100 pL do meio liquido agar Mueller Hinton
duplamente concentrado. Em seguida, 100 pyL da emulsdo do extrato na
concentracao inicial de 1024 ug/mL (também duplamente concentrado), foram
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dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma
diluicdo seriada em razao de dois, obtiveram-se as concentracbes de 1024,
512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4 uyg/mL, de modo que na primeira linha da placa
encontra-se a maior concentragdo e na ultima, a menor concentragdo. Por fim,
foi adicionou-se 10 pL do inéculo de aproximadamente 1-5 x 108 UFC/mL das
espécies bacterianas nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a
uma cepa de bactéria, especificamente.

Paralelamente, foi feito o controle positivo com o antibacteriano
cloranfenicol. Um controle de micro-organismo foi realizado colocando-se nas
cavidades 100 yL do mesmo agar Mueller Hinton duplamente concentrado, 100
ML de agua destilada estéril e 10 pyL do inéculo de cada espécie. Para verificar
a auséncia de interferéncia nos resultados pelos solventes utilizados na
preparacdo da emulsdo, no caso o DMSO, realizou-se um controle no qual
foram colocados nas cavidades 100 pL do caldo duplamente concentrado, 100
ML de DMSO e 10uL da suspensao bacteriana. Um controle de esterilidade do
meio também foi realizado, onde colocou-se 200 pL do agar Mueller Hinton em
um orificio sem a suspensao das bactérias.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 -
48 hs para ser realizada a leitura. A CIM para o extrato e o antibacteriano foi
definida como a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento
bacteriano verificado nos orificios quando comparado com o crescimento

controle. Os experimentos foram realizados em duplicata.

Determinacéo da Concentragédo Bactericida Minima (CBM)

A concentracdo bactericida minima (CBM) também foi determinada para
as cepas de bactérias. Apos a leitura da CIM em 48 horas, aliquotas de 20 uL
foram retiradas de cada poco da placa de microtitulagdo que nao apresentaram
crescimento bacteriano, e transferidas para pocos de uma nova placa de
microtitulacdo contendo 100 pL de caldo Mueller Hinton, desprovidas de
qualquer antimicrobiano. As placas inoculadas foram assepticamente fechadas
e incubadas a 35 °C, e as CBMs foram registradas apdés 48 h. A CBM é
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definida como a menor concentragéo do extrato que resultar em inibi¢ao visivel
do crescimento do micro-organismo (ERNST et al., 2002; PEREIRA et al.,
2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes fitoquimicos na Gossypium hirsutum L. constataram a presenca
de metabdlitos secundarios que podem estar relacionados com a atividade
antibacteriana frente a Staphylococus aureus e Escherichia coli. (MIRANDA et.
al, 2013).

Segundo Sartoratto (2010), os valores entre 50-500 pg/ml tem uma forte
atividade, 600-1500 pg/ml tem uma moderada atividade e os valores acima de
1500 pg/ml tem uma fraca atividade antibacteriana. Com isso, o extrato
etandlico da Gossypium hirsutum L. apresenta um poder inibitério de
crescimento contra E. coli e K. pneumoniae , considerado como moderado pois
para ambas as bactérias, apresenta CIMso (Concentragdo Inibitéria Minima
capaz de inibir 50% das cepas) maior que 1024 pg/ml.

Conforme, Hafidh et al. (2011), para que um composto seja considerado
bactericida ou bacteriostatico de acordo com a Concentragdo Bactericida
Minima (CBM), esta deve ser igual ou duas vezes mais que a CIM ou a CBM
deve ser maior que duas vezes a CIM, respectivamente. Analisando os
resultados da CBM pode-se ver que o extrato da G. hirsutum L. n&o possui
atividade bacteriostatica contra espécies de E. coli e K. pneumoniae , nas
concentracbes estudadas, pois ambas CBMs, (Concentragdo Bactericida
Minima capaz de inibir 50% das cepas) foram maior do que 1024 pg/mL frente

as cepas.

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em meio liquido

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) em meio liquido foi determinada
para o extrato etandlico bruto da G. hirsutum L. nas diferentes concentracdes
explicitadas na metodologia e determinada pela menor concentragdo capaz de

inibir visualmente o crescimento bacteriano, conforme apresentado nas tabelas
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3 e 4. Observou-se que os resultados do extrato para as diversas cepas foi
maior que 1024 yg/mL.

Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A Concentracao Bactericida Minima (CBM) foi determinada a partir da menor
concentracdo do extrato que resultou em inibicdo visivel do crescimento do
microorganismo. De acordo com as tabelas 3 e 4, observa-se que nenhuma
cepa obteve valores iguais ou menor que 1024 ug/ml. Constatando resultado
bacteriostatico negative para as concentragdes estudadas.

Tabela 3 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida
minima (CBM) em pg/mL do extrato etandlico bruto da G. hirsutum L. contra

diferentes cepas de E. coli.

Cepas E. coli CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)
ATCC 8539 | - -
Ec 101 | 1024 -
Ec 102 | - -
Ec 103 | - -
Ec 104 | 1024 -

(-) Concentragdes maiores que 1024 pug/mL, ndo avaliadas neste estudo

Fonte: autoria prépria

Tabela 4 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentragdo bactericida
minima (CBM) em pg/mL do extrato etandlico bruto da G. hirsutum L. contra

diferentes cepas de K. pneumoniae .

Cepas k penumoniae CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)
K. pneumoniae ATCC | - _
K. pneumoniae 33 ]
|

1024 -

K. pneumoniae 36
K. pneumoniae SN
(-) Concentragdes maiores que 1024 ug/mL, ndo avaliadas neste estudo

Fonte: autoria propria

Bouzada et. al., (2009), constatou resultado positivo de inibicao da K.
pneumoniae e da E. coli com o extrato da G. hirsutum L, em concentragcdes
maior que que 1000 pg/mL, concordando com o estudo.



43

Miranda et. al., (2013), constatou resultado negativo em diferentes graudacdes
alcoolicas do extrato da G. hirtutum L., contra E. coli.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, observamos um potencial do extrato
etandlico bruto da G. hirsutum L. contra a Escherichia coli e um potencial
antibacteriano duvidoso contra a Klebsiella peneumoniae, auxiliando
futuramente no controle da resisténcia das bactérias aos antimicrobianos ja
existentes. No entanto, mais estudos sado necessarios para elucidar o

mecanismo de acao deste extrato.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos sugerem um eficaz efeito antibacteriano do extrato
da Gossypium hirsutum L., destacando um efeito mais significativo contra as
cepas de Staphylococcus aureus. Diante da constante evolucdo das bactérias
e mecanismos de resisténcias aos antibibticos ja existentes, resultados assim,

entusiasmam.

No entanto, sugere-se mais estudos nesta area, utilizando testes de
toxicidade, por exemplo, para a completa elucidagéo.
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NORMAS DA REVISTA | — Scientia Plena

Diretrizes para Autores

A submissao deve estar em formato ".doc" (desde que néao ultrapasse 2MB). O
arquivo deve ser preparado de acordo com o modelo que consta no artigo-
exemplo: http://scientiaplena.org.br/public/journals/1/Modelo Artigo 2015.docx

Submissoes que se apresentarem fora das normas da revista serao
arquivadas. Recomendamos atencao na adequacao do texto a essas
normas, principalmente no que diz respeito ao estilo de citacao (tipo
Vancouver) e padronizacao das referéncias bibliograficas.

Um TUTORIAL com orientacbes para auxiliar o processo de submissao pode

ser acessado em http://www.scientiaplena.org.br/Tutorial.pdf

Sao aceitos artigos em Portugués, Inglés ou Espanhol.

No ato de envio do artigo o autor deve obrigatoriamente:

1) Indicar a area do conhecimento, de acordo com a lista a seguir, € uma
subarea, de preenchimento livre (campo "Comentarios do Autor").

Grandes areas do conhecimento:
Ciéncias Agrérias

Ciéncias Bioldgicas

Ciéncias da Saude

Ciéncias Exatas e da Terra
Ciéncias Humanas, Letras e Artes

Ciéncias Sociais Aplicadas


http://scientiaplena.org.br/public/journals/1/Modelo_Artigo_2015.docx
http://scientiaplena.org.br/Tutorial.pdf
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Engenharias e Computacao

Multidisciplinar

2) O nome completo de todos os autores deve ser cadastrado, no momento
da submissao, de acordo com a ordem de autoria apresentada no trabalho
(campo Metadados).

3) Indicar trés nomes de avaliadores (nome completo, email e instituicdo em
que trabalha) para a submissdo (no campo "Comentarios do Autor"). Os
avaliadores indicados devem ser pesquisadores de reconhecida competéncia
no tema do trabalho e que nao tenham participado do desenvolvimento do
artigo submetido. Nao indicar avaliadores da mesma instituicao de origem
do(s) autore(s) da submissao, visando evitar conflito de interesses.
Editores da revista Scientia Plena nao deverao ser indicados para a
avaliacao.

Trabalhos que utilizaram seres humanos como objeto de estudo ou realizaram
experimentacdo animal devem indicar no texto o ndmero da aprovagao do
projeto pelos respectivos Comités de Etica. Estudos que envolvem a aplicagdo
de questionarios devem informar se foi utilizado o “Termo de consentimento
livre e esclarecido”. Estudos com captura e/ou coleta de grupos bioldgicos
devem indicar o numero da licengca de autorizacdo para atividades com

finalidade cientifica (IBAMA, SISBIO ou érgao estadual/municipal).

Condigdes para submissao

Como parte do processo de submissao, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que ndo estiverem de acordo com as normas serao devolvidas aos

autores.
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A contribuicdo é original e inédita, ndo sendo avaliada para publicagdo por

outra revista.

Os arquivos para submissao estao em formato Microsoft Word (desde que nao
ultrapassem 2MB). O arquivo de texto principal ndo deve ser submetido em
.pdf.

O arquivo esta preparado de acordo com os padrdes de estilo e requisitos
bibliogréaficos que constam no artigo-
exemplo: http://scientiaplena.org.br/public/journals/1/Modelo Artigo 2015.docx

O nome completo de todos os autores deve ser cadastrado, no momento da
submisséo, de acordo com a ordem de autoria apresentada no trabalho (campo
Metadados).

Indicar, no campo de Comentarios ao Editor, area e subarea do conhecimento
do trabalho.

Indicar, no campo de Comentéarios ao Editor, trés possiveis avaliadores para a

submissao (nome completo, email e instituicdo em que trabalha).

Declaragao de Direito Autoral
Autores que publicam nesta revista concordam com os seguintes termos:

Autores mantém os direitos autorais e concedem a revista o direito de primeira

publicacdo, com o trabalho simultaneamente licenciado sob a Licenca Creative

Commons Attribution que permite o compartiihamento do trabalho com

reconhecimento da autoria e publicag&o inicial nesta revista.

Autores tém autorizacdo para assumir contratos adicionais separadamente,
para distribuicdo ndo-exclusiva da versao do trabalho publicada nesta revista
(ex.: publicar em repositério institucional ou como capitulo de livro), com
reconhecimento de autoria e publicag&o inicial nesta revista.

Autores tém permissédo e sdo estimulados a publicar e distribuir seu trabalho

online (ex.: em repositérios institucionais ou na sua pagina pessoal) a qualquer


http://scientiaplena.org.br/public/journals/1/Modelo_Artigo_2015.docx
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
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ponto antes ou durante o processo editorial, ja que isso pode gerar alteracdes
produtivas, bem como aumentar o impacto e a citagdo do trabalho publicado.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente
para os servigos prestados por esta publicagdo, ndo sendo disponibilizados
para outras finalidades ou a terceiros.
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ANEXO II- Normas da revista UNIABEU
Diretrizes para Autores
Submisséo eletrénica

Os textos submetidos deverao ser inéditos e ndo poderéao estar sob avaliacdo
em outro periodico.

1- A submissao sera feita online. O texto ndo devera conter informacgéo sobre a
autoria. A identificacdo e a filiacdo institucional serdo feitas no momento da
submissdo do artigo ou resenha.

2- O texto devera ser editado no MS-Word, com espacamento de 1,5 cm,
entrada de paragrafo de 1,5 cm, recuo de 2 cm nas citagdes e ser formatado
em A4 e com margens inferior, superior, direita e esquerda de 2,5 cm. As
paginas deverao ser numeradas ao alto, a direita.

3- Os artigos deverdo ter um minimo de oito € maximo de quinze laudas
(incluindo bibliografia e notas explicativas), digitadas em Arial 12 para corpo de
texto e 11 para citacbes em paragrafo préprio, em espaco 1,5 para corpo de

texto e espaco simples para citagdes em paragrafo proprio.

4- Todos os textos deverdo estar acompanhados de um resumo (maximo de
200 palavras), 3 palavras-chave, abstract, 3 key words (precedendo o texto) e
referéncias bibliograficas.

5- O titulo devera estar em fonte Arial 14, centralizado. Subtitulos: Nao iniciar
uma nova pagina a cada subtitulo; Os titulos sdo diferenciados graficamente
entre se¢des de hierarquia diferentes e iguais quando de mesma hierarquia;

Deve seguir uma numeracao sequencial.

6- Para énfase ou destaque usar-se-4 aspas duplas, reservando-se o
italico para titulos de obras, palavras ou expressdes em outros idiomas citadas

no texto.

7- As citagdes bibliograficas serdo indicadas no corpo do texto, no sistema de

chamada autor-data, entre parénteses, com as seguintes informacgdes:
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sobrenome do autor em caixa alta; virgula; data da publicagcédo; virgula;
abreviatura de pagina (p.) e o numero desta. (Ex: SILVA, 1992, p. 3-23)

8- As notas de rodapé deverdo ser restritas ao minimo indispensavel.

9- As referéncias bibliograficas deverao ser apresentadas ao final do texto,

antes das notas explicativas, obedecendo as normas da ABNT (NBR-6023).

Livro: sobrenome do autor, titulo do livro (em itdlico), local de publicacao,
editora, data.

BERGSON, Henri.Matéria e memoria. Sao Paulo: Martins Fontes, 1999.

Artigo: nome do autor, titulo do artigo, nome do periédico (italico), local de
publicacdo, editora ou entidade responsavel pela publicacdo, volume e numero
do periddico, numeros inicial e final das paginas do artigo, data.

COSTA, A.F.C. da Estrutura da produgao editorial dos periddicos biomédicos
brasileiros. Trans-in- formagcdo, Campinas, v. 1, n.1, p. 81-104, jan./abr. 1989.

10- As ilustracoes deverdao ter a qualidade, necessaria para uma boa
reproducdo grafica. O formato do arquivo de imagem devera ser jpg. As
imagens deverao ser identificadas, com titulo ou legenda, e designadas, no
texto, de forma abreviada, como figura (Fig. 1, Fig. 2 etc).

11- As resenhas deverdo seguir as mesmas normas para artigos,
apresentando a referéncia completa da obra resenhada em paragrafo
justificado, ao invés do titulo. O texto devera ter entre 3 e 5 laudas.

12- Todos os trabalhos encaminhados para publicacdo serdo submetidos a
apreciacdo dos Conselhos Editorial e Consultivo, que dispéem de plena
autoridade para decidir sobre a conveniéncia ou ndo de sua publicacao,
podendo sugerir alteracoes.

13-A desconsideragao das normas implicara a néo aceitagao do texto.

14- A aprovacdo de um trabalho ndo implica sua publicacdo no numero

imediatamente a seguir.

15- Seréao feitas chamadas para nimeros especiais ou comemorativos.
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16- Excepcionalmente, podera ser feita a publicagcdo de dois numeros em um
mesmo quadrimestre.
17- O numero de artigos publicados ndo excedera a 25 por nimero.

18- Textos de estudantes de pds-graduacao serdo considerados se elaborados

em coautoria com orientador doutor.

Condigdes para submissao

Como parte do processo de submissao, os autores sédo obrigados a verificar a
conformidade da submiss&o em relagcéo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que nao estiverem de acordo com as normas serao devolvidas aos

autores.

A contribuicao é original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicacédo

por outra revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentarios ao Editor".

Os arquivos para submissao estao em formato Microsoft Word, OpenOffice ou
RTF (desde que nao ultrapassem 2MB)

URLs para as referéncias foram informadas quando necessério.

O texto esta em espaco 1,5; usa uma fonte de 12-pontos; emprega italico em
vez de sublinhado (exceto em enderecos URL); as figuras e tabelas estao

inseridas no texto, ndo no final do documento, como anexos.

O texto segue os padroes de estilo e requisitos bibliograficos descritos
em Diretrizes para Autores, na secao Sobre a Revista.

A identificacdo de autoria do trabalho foi removida do arquivo e da opcao
Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista,
caso submetido para avaliacao por pares (ex.: artigos), conforme instrucdes

disponiveis em Assegurando a Avaliagdo Cega por Pares.
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54

ANEXO IIl - Normas da revista UNINGA

Condig¢bes para submisséo

Como parte do processo de submissao, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relagdo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que nao estiverem de acordo com as normas serao devolvidas aos
autores.

A contribuicdo € original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicacap
por outra revista; caso contrario, deve-se justificar em “Comentarios ao editor”

O arquivo da submissao esta em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF.
URLs para as referéncias foram informados quando possivel

O texto estd em espaco simples; usa uma fonte de 12-ponts; emprega italico
em vez de sublinhado (exceto em enderecos de URL); as figuras e tabelas
estdo inseridas no texto, ndo no final do documento na forma de anexos.

O texto segue os padrbes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em
“Diretrizes para Autores”, na pagina Sobre a Revista.

O documento do word a ser enviado esta SEM NENHUMA identificagédo dos
autores, como nome, instituicdo, endereco, etc.

O titulo do arquivo a ser enviado ndao contém seu nome ou sobrenome, nem
nome de sua instituicdo, ou seja, nada que permita a identificacdo dos autores.
Diretrizes para Autores

Normas ABNT (citagbes e referéncias)

Enviar arquivo no word, contendo titulo em portugués e inglés, resumo e
abstract, e o texto do corpo do artigo.

As figuras, tabelas, graficos, legendas e referéncias deverdo incluidas no
arquivo do word.

Neste arquivo do word que sera feito upload, ndo adicionar nenhuma
informacgao dos autores (nome, qualificagado, enderego, e-mail)

ATENCAO: enviar o artigo sem nenhuma identificagéo dos autores!



