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RESUMO: Azadirachta indica A. Juss, conhecida popularmente como “Neem” ¢ uma arvore indiana, pertencente a familia Meliaceae.
Apresenta diferentes propriedades terapéuticas, dentre elas, a atividade antibacteriana, antiparasitaria, antifungica e moluliscida. O objetivo
do trabalho foi avaliar a atividade antifungica do extrato bruto das folhas de 4. indica frente as cepa padrao de Candida albicans ATCC
10231. Os extratos de 4. indica foram preparados utilizando o lcool etilico 70%, acetato de etila e hexano como agentes extratores. Para
a determinagdo da CIM (Concentragao Inibitéria Minima) dos extratos foram realizadas as técnicas de macrodilui¢do em tubos e microdi-
luicdo em placa empregando a técnica do MABA (Microplate Alamar Blue Assay). Para o extrato bruto produzido com alcool etilico 70%
e hexano, revelaram-se incapazes de inibir a cepa C. albicans mesmo na concentragdo de 2000 pg/mL, o extrato a base de acetato de etila
foi o tnico capaz de exercer efeitos inibitorios em C. albicans ATCC 10231 na concentragdo de 2000pg/mL.

PALAVRAS-CHAVE: Azadirachta indica; Microbiologia; Candida albicans; Atividade antifungica.

STUDY ON THE ANTIFUNGAL ACTIVITY OF VEGETABLE EXTRACTS FROM Azadirachta indica IN FACE TO
STANDARD Candida albicans ATCC 10231 STRAIN

ABSTRACT: Azadirachta indica A. Juss, popularly known as “Neem”, is an Indian tree belonging to the Meliaceae family. It has several
therapeutic properties, among them, the antifungal activity . The objective was to evaluate the antifungal activity of the crude extract from
the leaves of A.indica in face of the standard Candida albicans ATCC 10231 strains. The extracts of 4. indica were prepared using 70%
ethanol, ethyl acetate and hexane as the extracting agent. For the determination of the MIC (Minimum Inhibitory Concentration) of the
extracts, the techniques of macrodilution in tubes and microdilution on plates were performed, using the MABA (Microplate Alamar Blue
Assay) technique. The crude extract produced with 70% ethanol and hexane proved to be unable to inhibit C. albicans strain even at a
concentration of 2000pg/mL, whereas the ethyl acetate extract was the only one able to exert inhibitory effects on C. albicans ATCC 10231
at a concentration of 2000pg/mL.
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Introducao

Segundo Carvalho et al. (2007) a Organizacao
Mundial da Satde (OMS), considera as plantas medicinais
como importantes instrumentos da assisténcia farmacéutica,
pautado em comunicados e resolugdes, expressa sua posi¢ao
a respeito da necessidade de valorizar a utilizagdo destes re-
cursos no ambito sanitario. Destaca-se pela propria OMS que
cerca de 70% a 90% da populagdo dos paises, em vias de de-
senvolvimento, dependem das plantas medicinais como inte-
grante para o desenvolvimento da aten¢do primaria a saude.
As plantas medicinais sdo aquelas que possuem tradi¢do de
uso na populagdo ou em comunidade, sdo capazes de preve-
nir, aliviar ou curar enfermidades.

O Brasil ¢ o pais com maior diversidade de plantas
do mundo, contando com um numero estimado de mais de
20% do total de espécies do plancta (FARIAS et al., 1994).
Segundo Carvalho et al. (2007), cerca de 48% dos medica-
mentos empregados na terapéutica clinica advém, direta ou
indiretamente, de produtos naturais, especialmente de plan-
tas medicinais. A demanda pela utilizagdo de plantas medici-
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nais na cura ou prevenc¢do de doengas, cultivo e/ou o extrati-
vismo torna-se cada vez mais importante. A cura por meio de
plantas e derivados constituiu durante muito tempo a base da
terapéutica. (DI STASI, 1996; ALVES et al., 2008).

Intimeras substancias com atividade antibacterianas
foram isoladas ao longo da historia, dentre eles os dleos es-
senciais, os terpenos, triterpenos e flavonoides (DI STASI,
1996; BRASIL, 2002; SUBAPRIYA et al., 2005; SUBRA-
MANIAN et al., 2005; CORDEIRO et al., 2006). Mediante-
de vias metabdlicas secundarias os vegetais podem produzir
alcaloides, flavonoides, isoflavonoides, taninos, cumarinas,
glicosideos, terpenos (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998;
ARROTEIA etal., 2007). Vérias espécies de plantas tém sido
pesquisadas em relagdo a producdo dos terpenoides (CAN-
TRELL et al., 2001) e fisalinas (PIETRO et al., 2000; JA-
NUARIO et al., 2002).

Azadirachta indica A. juss, Meliaceae conhecida
popularmente como ‘“Neem” ou Amargosa, planta indiana,
cujas propriedades biologicas sdo conhecida na literatura
cientifica (ALVES et al., 2006; ALVES et al., 2009, KOO-
NA; BUDIDA, 2011). Dentre seus efeitos biologicos sua
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atividade antibacteriana merece destaque, agdes antifungi-
cas, antiparasitario e repelente. 4. indica ¢ uma arvore mi-
lenar, utilizada ha séculos no Oriente como planta medicinal
para o tratamento de infec¢des virais, inflamagdes, feridas,
tratamento da tuberculose, como repelente ¢ bactericida
(BISWAS et al., 2002; ATWODI; ATWODI, 2009; BRASIL,
2013). O Neem ¢é uma arvore, cresce bem em paises tropicais
e subtropicais, pode atingir cerca de 30 metros de altura e 80
cm de largura, apresenta grande quantidade de folhas sempre
verdes, imparipenadas, coloragdo verde-claro, raizes profun-
das e pivotante, flores pequenas, brancas, bissexuadas, inflo-
rescéncias com 25 cm de comprimento, frutos lisos, glabros,
elipsoides (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

A. indica possui quantidade elevadas de Azadirac-
tina, seu principal metabolito ativo, outros compostos tais
como os triterpenoides, geduninas, nimbinm, limonoides,
solanina, solanol, solanoacetato-3-dia-acetilsolanina, azadi-
radion, zaridion,nimbineur e diacetil nimbnim. Esses com-
postos podem ser encontrados em toda a planta, porém nas
folhas e sementes destacam-se por apresentar maior concen-
tragdo (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Os fitoterapicos deverdo ter seus efeitos compro-
vados para o tratamento de enfermidades. Desta forma, sera
possivel propiciar a formagdo e pesquisa de novos compos-
tos terapéuticos (FARIAS et al., 1994; SIMOES et al., 2000).

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana ¢ a
velocidade deste fato, ¢ facil compreender que os microrga-
nismos desenvolvem-se a uma velocidade muito superior a
capacidade de produgdo, isolamento e ou sintese de novos
compostos. Portanto, torna-se importante estimular a pesqui-
sa e o estudo de nossa biodiversidade, favorecendo a desco-
berta de novos compostos, menos toxicos e menos indutores
de resisténcia.

O género Candida sp ¢é constituido por mais de 200
espécies, sao patdogenos humanos e as espécies C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, mere-
cem destaque. A principal espécie ¢ C. albicans, por ser fa-
cilmente isolada e por apresentar maior capacidade de causar
enfermidades em humanos (FIDEL, 2002). As espécies do
género podem colonizar diferentes regides do corpo huma-
no, tais como a boca, vagina ¢ regides de dobras de pele.
As leveduras do género Candida sp sdo classificadas como
imperfeitas, podem ser encontradas na forma de leveduras
e hifas. Na condi¢do de levedura, sdo unicelulares, eucari-
oticos, morfologia ovoide, cilindrica, alongada e epiculada
com aproximadamente 2 a 8 um de largura e 3 a 14 um de
comprimento. Esses microrganismos sao gram-positivos, ac-
robios, podem crescer ocasionalmente em anaerobiose, sdo
cultivados em meios solidos, o Agar Sabouraud é o mais co-
mumente empregado e as colonias sdo brancas,cremosas e
com odor caracteristico. Em relagdo a C. albicans, a levedura
apresenta-se diploide com dimorfismo fungico invertido, sdo
agentes causais de doengas enquanto estiverem na fase leve-
duriforme (BARBEDO; SGARBI, 2010).

A patogénese da Candida sp ¢ facilitada por fatores
inerentes a sua capacidade de aderéncia as células do hospe-
deiro. Podem acometer infecgdes em pele e mucosas, trato
digestivo, vagina, cavidade oral (DARAES et al. 2005; EL-
-MAHMOOD; OGBONNA; RAIJI, 2010).

A partir do exposto, o objetivo do trabalho foi, de-
terminar o MIC Concentragdo Minima Inibitdria de extratos
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vegetais de Azadirachta indica frente a cepa padrao de Can-
dida albicans ATCC 10231.
Material e Método

Preparo do material vegetal

O material vegetal foi colhido entre os meses de
Abril e Junho de 2012 no Horto de Plantas Medicinais e
Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Unesp / Araraquara-SP. As folhas de A.indica foram transfe-
ridas para sacos plasticos, transportadas até o laboratorio de
Microbiologia da Unipar (Paranavai-Pr). O material vegetal
foi imerso em solucdo de hipoclorito de sédio a 0,01% por
tempo de 45 min. A secagem foi realizada em estufa a tempe-
ratura de 40°C por 72 horas, apds este periodo a droga vege-
tal foi triturada em moinho elétrico, armazenada em frascos
ambar até o momento do uso.

Preparo do extrato vegetal

Os extratos foram preparados utilizando 100g de
folhas secas trituradas de 4. indica para 1000 ml do agente
extrator. Para obtencdo do extrato, a massa recém-pesada foi
transferida para o aparelho de turbdlise e submetida a agi-
tagdo por tempo de 10 e descanso de 5 minutos; o presente
ciclo foi repetido por 3 vezes. Apds a extragdo, o produto da
turbolise foi filtrado, rotaevaporado e acondicionado em fras-
co ambar até o momento de uso. Para producdo dos extratos
empregou-se alcool etilico 70%, Hexano (PA) e Acetato de
etila (PA).

Cepa Padriao

A cepa de Candida albicans ATCC 10231 New-
prov® empregada neste estudo, foi adquirida comercialmen-
te por meio da Universidade Paranaense-Unipar.

Determinacio da atividade antifingica

Para determinagdo da MIC uma suspensdo fungica
de C. albicans ATCC 10231 foi preparada, empregando solu-
c¢do fisiologica estéril (NaCl 9,0 g/L), estabilidade e turbidez
comparada a escala nimero 1 de Mac-Farland. Paralelamen-
te, foram realizados controles da viabilidade da levedura em
estudo, frente a agdo do Tween 80 e do antifungico padrido
Anfotericina B (Img/mL), realizados mediante técnica de
difusdo em meio solido, utilizando discos de papel de filtro
(BAUER et al., 1966). A suspensdo de leveduras padrao, foi
analisada quanto ao crescimento e contagem em UFC/mL,
apresentando normal do microrganismo quando semeado em
Agar Sabouraud.

Macrodilui¢ido em tubos

Para determinagdo do MIC foram separados (9)
nove tubos de ensaio estéreis, rotulados e dispostos em es-
tante metalica, receberam o volume de 2,5 mL de Caldo Sa-
bouraud, nos tubos de 1 a 9 respectivamente; adicionou-se ao
primeiro tubo 2,5mL do extrato padronizado na concentragio
de 4000pg/mL, a diluicdo do tubo inicial totaliza-se, portan-
to, na concentragao final em 2000 pg/mL. A partir deste mo-
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mento procedeu-se diluigdo seriada com volume de transfe-
réncia de 2,5mL do tubo 1 (um) até o tubo 6 (seis) até atingir
concentragdo de 62,5 pg/mL e descartado 2,5mL. O tubo de
numero 7 (sete) recebeu apenas caldo Mueller-Hinton, ca-
racterizando o controle de meio, o oitavo tubo foi conside-
rado controle do extrato e 0 9 (nono) tubo foi rotulado como
controle de antifungico padrio, recebendo Anfotericina B na
concentragdo de 1,0mg/mL. Na sequéncia foi adicionado em
cada tubo 0,05% do volume da suspensdo fungica padroniza-
da. O microrganismo foi incubado a 37 4+ 2°C por 24 horas e
apos este periodo a leitura foi realizada.

Para determinagdo da atividade antifungica, o MIC
foi considerado como a menor concentragao capaz de inibir o
crescimento fingico em tubos e a sua correspondente leitura
em placas de cultura empregando Agar Sabouraud.

Microdilui¢cio em placa

O trabalho foi realizado em triplicata, utilizando o
método de microdiluigdo em microplaca contendo 96 pogos,
seguindo de perto recomendagdes padronizadas por Franz-
blau (1998) e adaptagdes segundo o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).

Para a realizacdo da técnica de microdilui¢do pela
metodologia do MABA (Microplate Alamar Blue Assay), foi
utilizada placa estéril de 96 orificios. Nas colunas 1 ¢ 12 em
linhas de A a H foram adicionados 200 uL de agua destilada
estéril, perfazendo a necessidade de evitar provavel evapora-
¢do dos compostos a serem testados.

Os orificios presentes nas linhas de A a D da coluna
11 receberam 200 pL de caldo Mueller-Hinton, os orificios
correspondentes de E a H da coluna 11 receberam 100 pL de
caldo Mueller-Hinton. Os orificios correspondentes da linha
A de colunas de 2 a 10 receberam 150 pL. de meio caldo
Mueller-Hinton ¢ os de linha B a H referentes a coluna 2 a
10, receberam 100 pL de caldo Mueller-Hinton.

Foram entdo adicionados os extratos diluidos a se-
rem testados. Todos os extratos foram diluidos para que es-
tivessem na concentragdo inicial de 16.000 pg/ml. A linha
A e B da microplaca e colunas de 2 a 10, procede-se nova

diluigdo e todos os extratos partiram da dilui¢do de 4.000 pg/
ml (linha A); 4.000 pg/ml (linha B); 2.000 pg/ml (linha C);
1.000 pg/ml (linha D); 500 pg/ml (linha E); 250 pg/ml (linha
F); 125 pg/ml (linha G); 62.5 pg/ml (linha H).

Os orificios de coluna 2 a 10 da linha A receberam
50 pL da dilui¢do de 16.000 pg /ml. Os orificios de linhas B
referentes as colunas de 2 a 9 receberam 100 pL de extrato e
a coluna 10 a droga padrao (Anfotericina B na concentragio
de 8 ug/mL). Apds a homogeneizagao da linha B, procede a
diluigdo de linha B a H de colunas de 2 a 10, ao final despre-
zar volume de 100 pl.

Ao final ser adicionado a suspensdo bacilar diluida
1:25 referente a escala n. 1 de MacFarland, realizada apods
protocolo de obtengdo da suspensdo bacilar. Os orificios de
colunas de 2 a 10 e linhas de B a H receberam volume de 100
pl de suspensdo de leveduras, os orificios das linhas E a H,
referentes a coluna 11 receberam 100 pl da suspenséo de le-
veduras, com o intuito de ser controle positivo para bactérias.

As placas entdo foram seladas com filme de polie-
tileno e incubadas em estufa de crescimento aerdbio a tem-
peratura de 37°C, por periodo de 24/48 horas de incubagio
os orificios A -11 ¢ E —11, receberam 25 pl de solugdo reve-
ladora de Alamar Blue na proporgdo 1:1 e solugdo de Tween
80 a 10% para a cepa de C. albicans. As placas entdo foram
reincubadas por 24 horas a 37°C. A presenca de cor rosea in-
dica crescimento microbiano e a presenga de coloragdo azul,
indica auséncia de crescimento microbiano, para as cores in-
termediarias as placas foram reincubadas por mais 24 horas.

Resultados

Para o presente estudo foi aplicada a metodologia
de microdiluigdo em placa, com a finalidade de avaliagdo
antifingica, empregando revelador crescimento MTT como
teste padrdo ouro. Os resultados obtidos foram comparados a
técnica de macrodilui¢do. Os testes realizados foram avalia-
dos em triplicata, destinando maior padrao de confiabilidade.
Os extratos de 4. indica foram testados contra cepa padrao de
C. albicans ATCC 10231.

Tabela 1: Atividade antifingica do extrato vegetal de 4. indica produzido com agente extrator: Etanol (PA).

Microrganismo Dilui¢des em pg/ MIC Controle de Crescimento de 103-

mL 104UFC/mL

Cepa padrao C. albicans ATCC 10231 2000 Nao Observado C+
1000 Nao Observado C+
500 Nao Observado C+
250 Nao Observado C+
125 Nao Observado C+
62,5 Nao Observado C+

Nao observado= crescimento normal; Observado= efeito inibitorio exercido pelo extrato; C+ crescimento normal frente ao extrato; C- cres-

cimento inibido quando exposto ao extrato.

A fragdo etanolica do extrato de 4. indica nao apre-
sentou efeito antifungico, tendo visto que para determinacdes
consideraveis e aceitas como padrdo ouro para os MICs de
extratos brutos, o ideal ¢ que os resultados sejam inferiores
a250pg/mL.
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Tabela 2: Atividade antifingica do extrato vegetal de 4. indica produzido com agente extrator: Acetato de etila (PA)

Microrganismo
mL

2000
1000
500

250
125

62,5

Cepa padrao C. albicans ATCC 10231

Dilui¢des em pg/

MIC Controle de Crescimento de 103-
104UFC/mL
Observado C-
Nao Observado C+
Nao Observado C+
Nao Observado C+
Nao Observado C+
Nao Observado C+

*Nao observado= crescimento normal; Observado= efeito inibitorio exercido pelo extrato; C+ crescimento normal frente ao extrato; C-

crescimento inibido quando exposto ao extrato.

Para as determinagdes antifingicas em que o agen-
te extrator foi Acetato de etila, detectou-se MIC discreto de
2000pg/mL, conforme apresentado neste trabalho, foi possi-
vel evidenciar que exibe-se o minimo de atividade antifungi-

ca entre o extrato em teste e C.albicans ATCC 10231, porém
a concentracdo de 2000pug/mL é muito elevada para as faixas
de corte dentre as substancias com alguma atividade antibac-
teriana ¢ ou antifiingica.

Tabela 3: Atividade antifungica do extrato vegetal de A. indica produzido com agente extrator: Hexano (PA)

Microrganismo
mL

2000
1000
500

250
125

62,5

Cepa padrao C. albicans ATCC 10231

Dilui¢des em pg/

MIC Controle de Crescimento de 103-
104UFC/M1
Nao Observado C+
Nao Observado C+
Nao Observado C+
Nao Observado C+
Nao Observado C+
Nao Observado C+

*Nao observado= crescimento normal; Observado= efeito inibitorio exercido pelo extrato; C+ crescimento normal frente ao extrato; C-

crescimento inibido quando exposto ao extrato.

As fracdes obtidas com hexano, acetato de etila ¢
etanol, mesmo apresentando diferencas de polaridade, os
MICs apresentados foram muito semelhantes, refor¢cando a
ideia que nestas condigdes e envolvendo estes agentes extra-
tores, ndo foram obtidos resultados significativos. Os resul-
tados comparados entre os testes em microplacas e aqueles
realizados em tubos, ndo apresentaram diferencas.

Portanto, os MICs apresentados sdo muito discre-
tos, destacando levemente a inibigdo a 2000pg/mL empre-
gando acetato de etila.

Discussao

Um recurso de sucesso esperado para a descoberta
de novos farmacos antifingicos e com menores efeitos inde-
sejaveis, ¢ sem duvida a investigacdo de plantas medicinais,
baseando-se na medicina popular, regional e com evidéncias
clinicas. Porém, a melhor forma de aumenta as chances de
sucesso esta concentrada na necessidade de cura, custo e bai-
xos indices de toxicidade da planta. Desta forma, emprega-se
A.indica, planta milenar e com intimeros atributos clinicos
que elegem como necessario o conhecimento mais aprofun-
dado de seus feitos. Neste trabalho destaca-se os estudos an-
tifingicos frente a cepa de C. albicans, importante de infec-
¢des em humanos e animais.

Em estudo realizado por Santos et al. (2005) ao
empregar extratos alcoodlicos de nem (Azadirachta indica),
pode-se comprovar que para testes In Vitro empregando Can-
dida sp como microrganismos teste, os resultados ndo foram

promissores, 0 que permite a interpretar que o microrganis-
mo apresenta-se resistente ao uso deste extrato nas condi-
¢oes preconizadas pelo autor e sua metodologia empregada.
Segundo Pereira et al (2009) em estudo empregando extrato
etanolico de Azadirachta indica para avaliacdo de atividade
antifiingica de isolados clinicos de Candida sp proveniente
de mastite bovina, também nao revelou

acdo descritiva como antifiingico, tendo visto que
os MICs apresentados foram insatisfatorios. Os resultados se
assemelham aos apresentados neste trabalho, pois para estu-
dos empregando o etanol como extrator, os efeitos de MIC
ndo sdo promissores. Outros autores ainda reafirmam a baixa
acdo de extratos etanolicos de neem frente a fungos tais como
(ARROTEIA; KEMMELMEIER; MACHINSKI, 2007).

Outros estudos também expressam a baixa ou ne-
nhuma atividade do extrato de A.indica frente a cepas de
C.albicans,como o estudo realizado por Menezes et al
(2009), em que se empregaram varias plantas da regido ama-
zonica e A. indica, comparando seus efeitos inibitorios.

No entanto, a literatura revela alguns estudos tais
como: Daraes et al (2005) que descrevem ter verificado sus-
cetibilidade de C.albicans frente a extratos aquosos e alcoo-
licos de “Neem”. Também cabe destcar estudos de Mossini
(2006), nas quais os extratos alcoolicos de Azadirachta indi-
ca foram ativos contra uma série de dermatofitos tais como
Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, T. violaceum,
Microsporum nanum, Epidermophyton flocosum , destacan-
do que 4. indica possui atividade antifungica e precisa ser
analisado em outras constantes metodoldgicas e de concen-
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tracdo , quando por sua vez o intuito for de empregar testes
envolvendo extratos e fungos de interesse clinico. Em estudo
realizado por Arieira et al (2010) ao empregar A. indica em
estudo para controle do fungo Colletotrichum acutatum em
morangueiro foi possivel comprovar uma melhora clinica
da planta e menor incidéncia dos efeitos deletérios causados
pelo fungo. O fungo em questdo ¢ responsavel pelo apareci-
mento da flor preta no morangueiro, considerada a principal
doenga neste vegetal decorrendo em comprometimento de
flores e frutos.

Cabe destacar que diferentes épocas do ano, hora de
coleta, armazenamento, forma de preparo do extrato e meto-
dologias distintas, pode-se revelar resultados discutiveis entre
as diferentes atividades do extrato etandlico do Neem. Para
algumas espécies, ¢ possivel determinar efeitos expressivos
de MIC frente a C. albicans, como por exemplo nos estudos
realizados por Costa (2013), em que espécies de Piper dios-
pyrifolium apresentaram boa atividade. No mesmo estudo ao
empregar Piper hispidum obtiveram atividade antibacteriana
contra S. aureus e B. subtilis com CIM de 62,5 ¢ 7,8 pg/ml e
antifungica contra C. albicans, C. tropicalis e C parapsilosis
com CIM 62,5, 15,6 ¢ 15,6 pg/ml respectivamente.

Para estudos com Aspergillus Niger realizado por
Souza (2009), no qual se empregou extrato aquoso de 4. in-
dica frente a cepas do fungo, pode-se comprovar a existén-
cia de efeito inibitério do crescimento micelial. Destacando
mais uma vez a necessidade de outros estudos que possam
explorar melhor o extrato aquoso e etanolico de nem , frente
a géneros e espécies de fungos de interesse clinico.

No presente estudo as concentragdes do extrato
hexanico foram reveladoras de baixa ou nenhuma atividade
antifungica, apenas o extrato produzido com acetato de etila
demonstrou leve efeito antifungico e que por ventura possa
ser empregado em outras metodologias de estudo com a fina-
lidade de explorar melhor o efeito demonstrado.

Conclusao

Conclui-se que apenas o extrato a base de acetato de
etila apresenta discreto efeito antifungico, apresentando MIC
de 2000 pg/mL Para os extratos a base de hexano e alcool
etilico 70%, os MICs sdo menos expressivos, destacando que
mesmo empregando a maxima concentragdo disponivel, os
efeitos ndo foram significativos. Entretanto, avaliagdes far-
macologicas mais abrangentes deverdo ser desenvolvidas,
considerando a dinamica do corpo humano como um todo e
o emprego de outras metodologias comparativas € o uso de
outros agentes extratores.
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