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APRESENTACAO

A obra Botanica Aplicada 2 — Inser¢cdes Multidisciplinares traz ao leitor diversos
temas da area, sendo mais de 28 trabalhos cientificos, no qual o leitor podera desfrutar
de pontos da biologia vegetal aplicada abrangentes envolvendo tematicas como de
sociedade, conservacao do ambiente, producéo vegetal, dentre outros.

Aobraestaseccionada em 4 setores tematicos da botanica: Avaliagcao da Producéao
e Desenvolvimento de Plantas; Estudos Taxondmicos de Plantas; Avaliagdo Botanica
para Estudos dos Ambientes; Botanica Aplicada aos Estudos Socioeconémicos do
Ambiente, onde os mesmos trardo estudos cientificos recentes e inovadores de forma
a demonstrar aplicacao da biologia vegetal em assuntos como produ¢ado de mudas,
germinacdo de plantas, avaliacdo de areas degradas, levantamento floristico para
avaliacao de ambientes, estudos socioambientais relacionados a botanica, avaliagbes
econdmicas de plantas.

Aabrangénciadostemas nos setores e sua aplicagao na preservacao, recuperacao
e avaliacdo de ambientes € um ponto importante nesta obra proporcionando ao
leitor incremento de conhecimento sobre o tema e experiéncias a serem replicadas.
Contudo a obra nao se restringe a esta tematica, levando o leitor ao conhecimento de
temas fisioldgicos e de interacdo entre plantas do nivel bioquimico ao fitogeografico
com inumeras abordagens nos capitulos de espécies pouco conhecidas e estudas no
cotidiano do sistema de produgcao e ambientes naturais proporcionando abertura de
novas fronteiras de ideias para suas pesquisas e aprendizado.

Neste sentido ressaltamos a importancia desta leitura de forma a incrementar
o0 conhecimento da aplicabilidade da botanica e para o estudo de espécies botanica
ainda pouco retratadas tornando sua leitura uma abertura de fronteiras para sua
mente. Boa leitura!

André Luiz Oliveira de Francisco
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CAPITULO 6

~ POTENCIAIS EFEITOS ALELOPATICOS E
MUTAGENICOS DE Erythrina mulungu MART. ex Benth.

Ana Paula De Bona

Universidade Federal do Espirito Santo —
Departamento de Ciéncias Bioldgicas

Vitéria — Espirito Santo
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Instituto Estadual de Meio Ambiente e Recursos
Hidricos

Cariacica — Espirito Santo

Marcieni Ataide de Andrade
Universidade Federal do Para

Belém - Para

Maria do Carmo Pimentel Batitucci

Universidade Federal do Espirito Santo —
Departamento de Ciéncias Bioldgicas

Vitéria — Espirito Santo

RESUMO: A espécie Erythrina mulungu Mart.
ex Benth. é uma planta medicinal muito utilizada
principalmente como sedativo e hipotensivo.
Todavia, o género apresenta efeitos toxicos
comprovados por diversos organismos-teste,
necessitando de validagc&do segura para uso em
humanos. Assim, o presente trabalho objetivou
avaliar os potenciais efeitos alelopéaticos e
mutagénicos dos extratos hidroalcodlicos de
folhas e inflorescéncias de E. mulungu Mart.
ex Benth por meio do sistema-teste Allium
cepa. Para a anadlise alelopatica, sementes
de A. cepa foram dispostas em placa de Petri
forrada com papel filtro e tratadas com agua
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EM Allium cepa L.

destilada (controle) ou com as concentragcdes
de 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,6 mg/mL
dos extratos. As varidveis analisadas foram
velocidade de germinacédo (IVG), primeira
contagem (PC), porcentagem de germinagao
(G) e crescimento radicular (CR). Na analise
mutagénica, as sementes foram submetidas aos
tratamentos continuo, descontinuo agudo (20 h)
e desconinuo crénico (72 h) no controle ou nas
concentracoes de 0,4 e 0,6 mg/mLdos extratos.
Foi observada atividade alelopética das folhas
e inflorescéncias sobre as radiculas de Allium
cepa. Com relagdo a atividade mutagénica,
observou-se redugdo do indice mitotico e
auséncia de efeito aneugénico em ambos os
orgaos e presenca de efeito clastogénico nas
inflorescéncias.

PALAVRAS-CHAVE:Aleloptia. Mutagenicidade.
Planta medicinal. A. cepa.

ABSTRACT: Erythrina mulungu Mart. ex Benth.
(Mulungu) is used in popular medicine due its
sedative and hypotensive effects. However,
this gender presents toxic effects confirmed by
several organisms-tests, indicating de necessity
of a safety validation to its use in humans. This
paper aimed to evaluate the allelopathic and
mutagenic effects of hydroalcoholic extracts
of leaves and inflorescences of E. mulungu
Mart. ex Benth. on Allium cepa system. In the
allelopathic analysis seeds of A. cepa were
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arranged in Petri dishes lined with filter paper and treated with distilled water (control)
or 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 and 0,6 mg/mL of the extracts. The variables analyzed
were speed germination index, the first count, germination index and the radicle growth.
To the mutagenic analysis, seeds received continuous and acute (20 h) and chronic
(72 h) discontinuous treatment with control and 0,4 e 0,6 mg/mL of the extracts. The
results indicated allelopathic activity of leaves and inflorescences on the growth of the
radicles. Regarding the mutagenic activity, was observed reduction of mitotic index in
both extracts and clastogenic effect on the extract of the inflorescences.
KEYWORDS: Allelopathy. Mutagenicity. Medical plants. A. cepa.

11 INTRODUCAO

Atualmente, a fitoterapia tem sido revalorizada (CARVALHO, 2004; BIESKI,
2005; TUROLLA, 2006) e, segundo dados da Organizacdao Mundial da Saude (OMS),
cerca de 80% da populacdo mundial fazem uso de plantas in natura ou através de
formulacbes medicamentosas como principal recurso no atendimento basico de
saude (ELISABETSKY, 2002). Isto se deve ao fato de ser um tratamento acessivel
e classificado, de acordo com o senso comum, como natural, ndo perigoso a saude
e isento de reacbes adversas e/ou contraindicagcdes. Contudo, muitas plantas que
possuem poder curativo podem apresentar substancias toxicas (CAPASSO et al., 2000),
podendo levar a diversos tipos de agravos a saude, tais como, reacdes alérgicas ou
toxicas, efeitos adversos, interacdes medicamentosas e efeitos mutagénicos (ALVES
et al., 2004). Esta toxicidade € atribuida a diversidade de compostos quimicos oriundos
do metabolismo secundario, que atuam tanto como principios ativos em medicamentos
(FERREIRA; AQUILA, 2000) quanto como compostos toxicos, causando toxicidade
sobre varias plantas e/ou animais (SOUZA, 2005).

Erythrina mulungu Mart. ex Benth., planta encontrada na parte central do Brasil e
popularmente conhecida como mulungu, é uma espécie utilizada farmacologicamente
como sedativa e hipotensiva (LORENZI; MATOS, 2008), além de possuir inUmeras
aplicacbes ligadas a agroecologia, sendo recomendada no enriqguecimento e
arborizagcdo de pastagens, na recuperagao de matas ciliares e de ecossistemas
degradados e na manutencao da fauna silvestre (NEVES, 2006).

Sabe-se também que o género Erythrina € composto por espécies que manifestam
tanto potencial toéxico quanto alelopatico (OLIVEIRA et al., 2012), tornando necessario
0 seu estudo fitoquimico, a fim de identificar quais sdao os compostos secundarios
presentes, bem como a realizagdo de avaliacéo citotoxica/genotdxica (toxicoldgica) a
fim de legitimar seu uso terapéutico seguro.

Além disso, diante de seu papel ecoldgico, € importante avaliar o efeito
alelopético da espécie, uma vez que é necessario conhecer a sua biologia e o seu
comportamento em reflorestamentos (BARBOSA, 2000). O estudo da alelopatia e de
seus mecanismos de acéo é primordial para o entendimento das interagdes entre
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plantas, tanto nos ecossistemas naturais, como nos agricolas (REZENDE, 2003), haja
vista a gama de efeitos que as substancias alelopéaticas podem causar na espécie
alvo, desempenhando, portanto, importante papel na adaptacdo das espécies e na
organizacao de comunidades vegetais.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar os potencias efeitos alelopaticos
e mutagénicos dos extratos hidroalcoodlicos de folhas e inflorescéncias de Erythrina
mulungu Mart. ex Benth. sobre a germinacéo, desenvolvimento inicial e indice mitético
de Allium cepa.

2| METODOLOGIA

2.1 Material vegetal

Para este trabalho, folhas e inflorescéncias de Erythrina mulungu Mart. ex Benth
foram coletadas no Horto Municipal de Vitéria, localizado no municipio de Cariacica-
ES.

2.2 Obtencao dos extratos

Para a confeccdo dos extratos hidroalcodlicos, folhas e inflorescéncias de
Erythrina mulungu Mart. ex Benth foram trituradas até se tornarem p6. Em seguida, 60
g deste pd foram macerados em 700 mL de etanol 70%, a temperatura ambiente (25
a 30°C), e ao abrigo da luz, por 72 horas. Apds esse periodo, foi realizada a filtracao a
vacuo dos extratos e a fase liquida foi submetida a rotoevaporac¢ao a pressao reduzida
e temperatura de 60°C. Os extratos foram levados a estufa para completa secagem
e mantidos na geladeira até o momento da realizagcdo dos protocolos experimentais.
As concentragdes e doses dos extratos utilizadas neste estudo foram baseadas em
sua massa seca. Os extratos foram dissolvidos em agua destilada para obtencéo das
fracOes aquosas.

2.3 Analise alelopatica

As sementes de Allium cepa (cultivar Baia Periforme) submetidas a germinacéo
foram obtidas de fonte comercial e de mesmo lote, sendo, entretanto, ndo clonais.

Para o experimento alelopatico, 20 sementes foram dispostas em placas de petri
forradas com papel filtro embebido com &gua destilada (controle negativo — CN) ou
com as concentrac¢des de 0,6 mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,1 mg/mL;
0,05 mg/mL e 0, 025 mg/mL dos extratos das folhas e inflorescéncias de E. mulungu
Mart. ex Benth. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e consistiu
em cinco repeticoes.

Os parametros analisadas foram: teste de primeira contagem (PC), porcentagem
de germinacéo (G), indice de velocidade de germinacéo (IVG), e comprimento médio

da radicula (CR).
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A porcentagem de germinacao foi calculada de acordo com a seguinte férmula:
G= numero total de sementes germinadas x 100

numero total de sementes colocadas a germinar

O indice de velocidade de germinacao (IVG) das sementes foi feito através da
formula:

VG= G, +G, +G,
N1

+ ...+ Qﬂ
Nn

2 3

Sendo: G,, G,, G, e G — n°® de sementes germinadas no 1°, 2°, 3° e ultimo dia do
experimento.

N,, N,, N,e N —n° de dias ap6s a implantagéo do experimento.

Ascontagens foramdiariase nomesmo horario até 06°e 12°diaapds aimplantacao
do experimento para o teste de primeira contagem e porcentagem de germinacao,
respectivamente (SOUZA, 2005). Foram consideradas germinadas as sementes que
emitiram protus&o radicular com cerca de 2 mm, conforme recomendacédo da Regras
para Andlise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009).

Os dados foram submetidos a analise estatistica através da ANOVA, com péds-
teste de comparacao de médias Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o pacote
computacional ASSISTAT (SILVA, 2007).

2.4 Analise mutagénica

As sementes de cebola foram submetidas a dois tipos de tratamentos: 1-
Tratamento Continuo: embebicdo e germinacdo das sementes diretamente na agua
destilada (controle negativo) e nos extratos vegetais (0,4 mg/mL e 0,6 mg/mL); 2.
Tratamento Descontinuo: sementes inicialmente germinadas em agua destilada até
que as raizes atingissem cerca de 1 cm, sendo posteriormente transferidas para os
tratamentos com os extratos (0,4 mg/mL e 0,6 mg/mL); apds 20 horas (tratamento
descontinuo agudo), algumas sementes foram coletadas aleatoriamente e o restante
permaneceu até completar 72 horas (tratamento descontinuo crénico).

As raizes foram fixadas em Carnoy 3:1 (alcool:acido acético) por 24 horas a
temperatura ambiente e, apds esse periodo foram acondicionadas na geladeira.

Apreparacao do material para posterior analise foi realizada segundo metodologia
descrita por Fontes, Davide e Davide (2001), com algumas modificacbes. Para a
preparacao citoldgica, as raizes foram lavadas em agua destilada e submetidas a
hidrélise com HCI 1N a 60°C por 5 minutos. Apos, foram lavadas em agua destilada,
coradas com reativo de Schiff por 2 horas em local escuro e utilizadas para a confec¢éao
de laminas através do método do esmagamento suave (GUERRA; SOUZA, 2002),
sendo a regido meristematica excisada macerada em 1 gota de carmim acético 1%.
As laminulas foram descoladas em nitrogénio liquido e as laminas foram tornadas
permanentes utilizando-se entellan.
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As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico, sob 0 aumento de 400X.
Para cada lamina foram avaliadas 1000 células, perfazendo um total de 5000 células
por tratamento.

As células foram analisadas quanto a presenca de alteracbes morfologicas e
cromossdmicas. Para analise do efeito citotdxico foi utilizado o indice Mitotico (IM),
determinado através da férmula:

IM = nUmero de células em divisdo x 100

total de células analisadas
Para analise do efeito genotoxico foram usados o indice de Efeito Aneugénico
(IEA) e indice de Efeito Clastogénico (IEC). Calculou-se o IEA, considerando-se a
presenca de células com anafase multipolar, c-metafase, aderéncia, atraso, célula
binucleada e perda como células aneugénicas, através da formula:

IEA = numero de células aneugénicas x 100

total de células analisadas
Parao IEC, se considerou a presencade células com ponte, quebra cromossdmica,
micronucleo e morte celular, seguindo a férmula:

IEC = ndmero de células clastogénicas x 100

total de células analisadas

A andlise estatistica foi realizada através do método Qui-Quadrado
(BEIGUELMAN, 2006).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 mostra os resultados alelopaticos obtidos para as sementes de A.
cepa tratadas com extratos de E. mulungu Mart. ex Benth. feitos a partir de suas folhas
e inflorescéncia.

N&o houve alteracdo significativa na porcentagem de germinacao das sementes
tratadas com o extrato foliar em nenhuma concentracéo testada; contudo, o teste de
primeira contagem e o indice de velocidade de germinacdo, ambos indicativos de
vigor das sementes, revelaram uma queda significativa em comparagéo ao controle,
principalmente na maior concentracao analisada, demonstrando que houve um retardo
na capacidade germinativa do organismo-teste. Da mesma forma, observou-se uma
tendéncia de reducéo do crescimento normal da raiz a medida que houve aumento da
concentragcao do extrato foliar.
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Tratamentos PC G IVG CR

(mg/mL) F | F I F | F I
CN 98a  98a 100a 100a  7.01ab 7.01a 6.99a 6.99a
0,025 97a  99a 99a 100a  6.69abc 6.90a 6.64a 5.21b
0,05 98a 100a  99a 100a  6.86abc 7.26a 6.72a 4.77b
0,1 95ab  98a 98a 98a 6.57abc 7.22a 6.35ab 5.01b
0,2 98a  95a 100a  98a 7.16a 6.70a 6.42ab 5.25b
0,3 96ab 98a 98a 98a 6.72abc 7.11a 6.764a 5.26b
0,4 95ab  94a 97a 95a 6.16bc 6.55a 6.32ab 5.35b
0,6 86b  96a 96a 97a 5.99¢ 6.66a 5.14b 5.60b

Tabela 1. Teste de Primeira Contagem (PC), Porcentagem de Germinagéo (G), indice de
Velocidade de Germinagao (IVG) e Comprimento da Radicula (CR) de sementes de Allium cepa
submetidas a tratamento com diferentes concentragdes dos extratos hidroalcodlicos de folha
(F) e inflorescéncia () de E. mulungu Mart. ex Benth. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O tratamento com o extrato das inflorescéncias, por sua vez, ndo afetou
significativamente os parametros de germinabilidade (PC, IVG e G); entretanto, o
desenvolvimento inicial das radiculas (CR) foi significativamente reduzido quando
comparado ao controle em todas as concentracdes testadas.

Percebe-se, portanto, que, embora a capacidade de germinac&o nao tenha sofrido
alterac6es, ambos os extratos exerceram potencial alelopatico sobre as sementes de
A. cepa através da lentificacéo da protruséao e elongacgao radicular.

Os dados de porcentagem de germinacao sao corroborados diversos autores,
ao investigarem outras espécies de Erytrina; o extrato da semente de E. americana
nao inibiu a germinacdo do milho e do feijado (Garcia-Mateos; Pena-Valdivia, 2002),
e o feito a partir das folhas de E. speciosa (SOARES et al., 2002) e cascas de E.
velutina (VIRTUOSO, 2005) nédo inibiram a germinacdo de sementes de alface.
Anthofer e colaboradores (1998) detectaram efeitos inibidores de E. abyssinica sobre
o desenvolvimento de plantulas de trigo.

Ja em ensaios com extratos aquosos de sementes de E. velutina (OLIVEIRA et
al., 2013), a porcentagem de germinacéo foi reduzida quando se utilizou o extrato bruto
(100%); contudo, em todas as concentracdes testadas, excetuando-se a de 25% em
extracéo a 25 °C, as plantulas eram anormais. Quando se testou extratos feitos com
outros 6rgaos da planta (casca e flores), observou-se que — apesar de nao afetarem
a germinacao — estes apresentaram plantulas anormais (OLIVEIRA et al., 2012),
demonstrando a importancia em se avaliar os aspectos do desenvolvimento inicial nos
estudos alelopaticos, haja vista a possibilidade dos aleloquimicos manifestarem seus
efeitos apds a germinacgéo.

As figuras 1 e 2 se refere a acédo dos extratos de E. mulungu Mart. ex Benth
sobre o indice mitético, parametro que revela se houve interferéncia no processo
de divisdo mitbtica das células radiculares. Em relagdo ao extrato de inflorescéncias




(figura 1), houve significativa queda na capacidade de divisao das células radiculares,
independentemente da concentracéo testada ou do tratamento empregado (continuo
ou descontinuo). Em relagdo ao tratamento descontinuo, esta queda apresentou uma
relacdo concentracédo-dependente, uma vez que foram obtidos valores inferiores de IM
conforme se elevava a concentracéo do extrato.

60

*% *H
*%

20 w5k *H

indice Mitotico (%)
w
o

CN 0,4 mg/mL 0,6 mg/mL

mTC ©@TD20h OTD72h

Figura 1: indice Mitotico (%) do controle negativo (CN) e das diferentes concentragdes (0,4 e
0,6 mg/mL) dos extratos hidroacodlicos de inflorescéncias de Erythrina mulungu Mart. ex Benth.
mediante tratamentos continuo, descontinuo agudo (20h) e crénico (72h). Diferenca significativa

em relacdo ao controle negativo: ** p<0,01.

Este resultado explica a queda no crescimento radicular observada no ensaio
alelopatico: se as células ndo estdo entrando ou completando o processo de divisao
(reducao do indice mitético), ndo ha células suficientes para proporcionar o alongamento
da radicula, o que afeta negativamente o desenvolvimento do 6rgéo.

O extrato foliar (figura 2), por sua vez, levou a queda significativa no IM em
ambas as concentracdes quando aplicados os tratamentos continuo e descontinuo
cronico. Em relacéo ao tratamento descontinuo agudo, somente a maior concentragao
utilizada (0,6 mg/mL) provocou alteragéo no ciclo celular, corroborando que o acumulo
de aleloquimicos nas altas concentragdes deste extrato foram danosos ao metabolismo
celular.
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Figura 2: indice Mitotico (%) do controle negativo (CN) e das diferentes concentracdes (0,4
e 0,6 mg/mL) dos extratos hidroacodlicos de folhas de E. mulungu Mart. ex Benth. mediante
tratamentos continuo, descontinuo agudo (20h) e cronico (72h). Diferenc¢a significativa em
relagéo ao controle negativo: ** p<0,01.

Em analise da tintura foliar de E. mulungu Mart. ex Benth, De Bona (2006) nao
observou, na menor dose utilizada (60 mg/mL), diferenca significativa do indice mitético
em relacdo ao controle; contudo foi detectada uma reducé&o do desenvolvimento
radicular normal. Além disso, as maiores concentragdes (120 mg/mL e 240 mg/mL)
inibiram a germinacdo da semente.

A tabela 2 demonstra o efeito dos tratamentos continuo, descontinuo agudo
e descontinuo crénico das inflorescéncias de E. mulungu Mart. ex Benth sobre os
indices de efeito aneugénico e clastogénico. Enquanto o primeiro néo sofreu alteracéo
significativa em nenhuma das concentracdes testadas, o indice de efeito clastogénico
foi significativamente elevado na concentragéo de 0,4 mg/mL do tratamento continuo e
em ambas as concentracdes do tratamento crénico, demonstrando que a permanéncia
por tempo prolongado no extrato testado levou a danos celulares.

Ja os tratamentos com o extrato foliar de E. mulungu Mart. ex Benth néo
provocaram modificagcdes nos indices de efeito aneugénico e clastogénico (tabela 3).

Tratamentos TC 20 horas 72 horas

(mg/mL) IEA IEC IEA IEC 1A IEC

CN 0,32+0,15 0,02+0,02 0,32+0,15 0,02+0,02 0,32+0,15 0,02 +0,02

0,4 0,14+0 0’90,,* * 020 00 00 0,48 +0,30**
0,40

0,6 0+0 0,17+0,18 0,04+0,03 0,02+0,02 0=0 0,70 + 0,44*

Tabela 2: indices de Efeito Aneugénico — IEA e Clastogénico — IEC das sementes de A. cepa
submetidas aos tratamentos continuo (TC) e descontinuos agudo (20h) e crbnico (72h) com o
extrato hidroalcodlico de inflorescéncia de E. mulungu Mart. ex Benth. Diferenca significativa em
relacdo ao controle negativo: ** p<0,01.
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Tratamentos TC 20 horas 72 horas

(mg/mL) IEA IEC IEA IEC IA IEC
CN 0,32+0,15 0,02+0,02 0,32+0,15 0,02+0,02 0,32+0,15 0,02+0,02
0,4 0,04 +0 0,11+0,09 0,06+0,04 00 0,03+0,03 00
0,6 0+0 0,120 0,03+0,03 0x0 00 00

Tabela 3: indices de Efeito Aneugénico — IEA e Clastogénico — IEC das sementes de A. cepa
submetidas aos tratamentos continuo (TC) e descontinuos agudo (20h) e crénico (72h) com
0 extrato hidroalcodlico de folhas de E. mulungu Mart. ex Benth. Diferenca significativa em
relacdo ao controle negativo: ** p<0,01.

A auséncia de efeitos aneugénicos e clastogénicos causados pelos metabdlitos
presentes nas folhas coincide com a auséncia dos mesmos na tintura (DE BONA,
2006).

Os resultados apresentados demonstram a existéncia de um padrao diferenciado
de sintese e/ou conteudo de substancias alelopaticas entre os 6rgaos, o que acarreta
uma toxicidade diferencial dos aleloquimicos; ademais, fica evidenciado o fato de que
nem sempre o efeito alelopatico incide sobre a porcentagem de germinacéo, mas sim
sobre a sua velocidade ou outro aspecto do processo (Ferreira; Aquila, 2000).

Portanto, para um manejo mais adequado de areas degradadas ou agricolas,
€ importante que o emprego de E. mulungu Mart. ex Benth seja efetuado de
forma cautelosa devido ao efeito alelopatico que pode exercer sobre as demais
espécies, prejudicando o estabelecimento das mesmas e reduzindo a eficiéncia dos
reflorestamentos.

41 CONCLUSAO

O presente trabalho evidenciou que um método eficiente para avaliar o efeito
alelopético é a analise do indice mitético, pois a redugcao do crescimento da planta é
associada a uma forte inibicado da mitose e/ou rompimento da estrutura das organelas
(ALMEIDAEetal.,2008). Esse conhecimento € importante, pois os compostos alelopaticos
podem desencadear, também, efeitos genotdxicos e mutagénicos (SOUZA, 2005), ou
mesmo ter sua agao alelopatica vinculada a tais efeitos.
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