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APRESENTAÇÃO

É com grande satisfação que celebro, com os demais autores e 
colaboradores, o lançamento da coletânea “Estudos em ciências da saúde”, 
objetivando acompanhar as atualizações no conhecimento acadêmico da área. 
É essencial lembrarmos que as ciências da saúde estudam todos os aspectos 
relacionados ao processo saúde-doença. Este campo de estudo tem como objetivo 
desenvolver conhecimentos, intervenções e tecnologias para uso em saúde com a 
finalidade de aprimorar o tratamento e a assistência de pacientes. 

A obra foi organizada em dois volumes. O volume 1 contém 14 capítulos, frutos do 
dedicado trabalho de pesquisadores que se empenham em prol do desenvolvimento 
científico e da formação de qualidade no ensino superior e na pós-graduação. Os 
estudos deste volume avaliam temas relacionados à assistência ao paciente, ao 
desenvolvimento científico e tecnológico e aos fatores relacionados a determinadas 
doenças ou condições de saúde.  

Espero que todos os acadêmicos e profissionais da área aproveitem o 
conhecimento compartilhado pelos autores neste e-book. Na certeza de que esta 
obra muito contribuirá para todos aqueles que se deparam com os temas abordados, 
desejo-lhe uma ótima leitura. 

Edson da Silva
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Visual Abstract

PALAVRAS-CHAVE: paracoccidioidomicose, antifúngicos, prevenção, corismato 
sintase
KEYWORDS: paracoccidioidomycosis, antifungals, prevention, corismate sintase

1 |  INTRODUÇÃO 

1.1 Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma infecção fúngica restrita à América Latina, 
cuja taxa de mortalidade é mais elevada entre as micoses sistêmicas (COUTINHO; 
SILVA; LAZERDA, 2002). No Brasil, as regiões sul, sudeste e centro-oeste apresentam 
a maior prevalência (COSTA;  SILVA, 2014). O gênero Paracoccidioides é o 
responsável pela PCM, sendo P. brasiliensis e P. lutzii as espécies mais estudadas. 
Os custos sociais e econômicos desta doença são elevados, pois acomete indivíduos 
na idade produtiva, cujas sequelas podem gerar incapacidade laboral (TRAVASSOS; 
TABORDA; COLOMBO, 2008). Apesar do problema social, não é uma doença de 
notificação obrigatória no Sistema Único de Saúde (SUS) (MARTINEZ, 2015). 
Felizmente, em alguns estados brasileiros, como Minas Gerais, Mato Grosso do 
Sul e Rondônia, esta visão tem mudado, sendo a PCM uma doença de notificação 
compulsória. Em São Paulo tem sido recomendado que os casos confirmados sejam 
comunicadas ao SUS (COSTA; SILVA, 2014).

A infecção ocorre pela inalação de propágulos infecciosos presentes em 
solo contaminado, portanto profissionais rurais e indivíduos que fazem manejo de 
solo fazem parte do grupo de risco. As manifestações clínicas da PCM podem ser 
divididas em duas formas: aguda e crônica (SHIKANAI-YASUDA et al., 2018). A 
forma aguda/subaguda, que acomete crianças e adolescentes, é responsável por 
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3 a 5% dos casos com evolução rápida. Os indivíduos apresentam febre alta e 
comprometimento do sistema linforeticular, adenomegalia e hepatoesplenomegalia. 
Já a forma crônica acomete >90% dos pacientes, principalmente adultos do sexo 
masculino, entre 30 e 60 anos. A doença progride lentamente, podendo levar anos 
até que seja diagnosticada. As manifestações pulmonares estão presentes em 90% 
dos casos, e o comprometimento da mucosa oral em até 50%.

É trivial que seja realizado um diagnóstico diferencial entre PCM e tuberculose 
pulmonar, pois são doenças muito semelhantes principalmente em relação às 
alterações radiográficas e às manifestações clínicas. O diagnóstico “padrão ouro” 
é o achado do fungo em espécimes clínicos. Curiosamente, a literatura relata que 
tuberculose e PCM podem comprometer um mesmo indivíduo, e essa associação 
ocorre em 5,5-19% dos casos, tornando mais difícil o diagnóstico de ambas as 
doenças (WANKE; AIDÊ, 2009). A cultura é o indicativo de doença ativa, porém 
apresenta baixa sensibilidade (MARTINEZ, 2004). As provas sorológicas têm grande 
importância no auxílio diagnóstico, como também avaliam a resposta ao tratamento 
e as recaídas da doença. A imunodifusão (ID) em duplo gel de ágar é o exame mais 
disponível na prática clínica, com sensibilidade e especificidade superiores a 80% e 
90%, respectivamente (SILVA et al., 2008). 

1.2 Opções terapêuticas

O tratamento da PCM consiste em duas fases: ataque e manutenção. O ataque 
corresponde ao controle imediato dos sinais e sintomas da doença, como também à 
redução da carga fúngica e recuperação da imunidade celular do hospedeiro, passo 
fundamental para o êxito do tratamento. A droga utilizada nessa fase, costumam 
ser mais potente, porém mais tóxica. A terapêutica de manutenção é realizada 
geralmente com medicamentos de administração oral e regime de tratamento mais 
longo (até 2 anos). O tratamento costuma continuar até que se obtenham critérios 
de cura, buscando reduzir o risco de recorrência da doença (SHIKANAI-YASUDA, 
2015).

Apesar de muitos avanços no desenvolvimento de drogas antifúngicas durante 
a última década, o arsenal terapêutico é restrito à três grupos: poliênicos (anfotericina 
B); sulfas (sulfadiazina) e azólico (itraconazol) (MARTINEZ, 2004). A anfotericina B 
é recomendada para casos graves de PCM desde 1958, sendo o antifúngico de 
escolha na fase de ataque. No entanto, este fármaco possui importantes limitações, 
como administração endovenosa e alta nefrotoxicidade (DE CAMPOS et al., 1984). 
As formas lipossomais da Anfotericina B contribuíram pouco, pois apresentam custos 
elevados e vários efeitos adversos de infusão foram mantidos (ERIKSSON; SEIFERT; 
SCHAFFNER, 2001). Na fase de manutenção, o itraconazol (ITZ) continua sendo 



Estudos em Ciências da Saúde Capítulo 1 4

a melhor opção terapêutica em pacientes não hospitalizados. O sulfametoxazol-
trimetoprim também é frequentemente utilizado nesta fase (BORGES et al., 2014). 
No entanto, falha terapêutica já foi observada em 5% dos pacientes (SHIKANAI-
YASUDA, 2015).

Diante deste contexto busca por fármacos mais específicos têm crescido, 
especialmente para diminuir o tempo de tratamento e minimizar os efeitos colaterais, 
que continuam sendo grandes desafios no tratamento da PCM. Atualmente, estima-
se que o tempo necessário para o desenvolvimento de uma nova droga, desde as 
pesquisas laboratoriais até a sua chegada ao mercado, leva em torno de 14 anos e 
requer um investimento de 1.8 bilhões de dólares (PAUL et al., 2010). No entanto, o 
custo do desenvolvimento vem aumentando ao longo dos anos. Embora não haja um 
consenso sobre a causa, assume-se que as exigências legais para licenciamento de 
um novo fármaco sejam as principais causas (MARINHO; SEID; PIRRÓ, 2008).

1.3 Novas alternativas no tratamento e prevenção

A biotecnologia tem causado impacto significativo na área da saúde. Os avanços 
nas áreas da genômica vêm abrindo caminhos para que proteínas recombinantes 
(proteínas produzidas artificialmente) tenham aplicações no desenvolvimento de 
novas terapias, vacinas e diagnóstico. No Brasil, a biotecnologia é uma das principais 
linhas de ação em pesquisa e inovação (FREITAS; ANDRADE; LOPES, 2013). 
Neste sentido, o planejamento baseado na estrutura e no mecanismo de ação tem 
se mostrado uma estratégia eficiente e menos dispendiosa (BERNARDO; TONG, 
2012). 

A principal vantagem dos estudos in silico é que eles permitem a rápida varredura 
de grandes bibliotecas de moléculas, que podem ser compradas e/ou sintetizadas 
para avaliação experimental. Essas bibliotecas geralmente contêm grande número 
de compostos com propriedades drug-like (KAIRYS; FERNANDES; GILSON, 2006). 
Como tal, é desejável para minimizar a redundância ou para maximizar o número 
de moléculas líderes verdadeiras, as quais foram descobertas por otimização da 
diversidade da biblioteca ou, da similaridade com o alvo (BERNARDO; TONG, 2012).

As técnicas biotecnológicas também contribuem para obtenção de estrutura 
biológica nativa de alvos terapêuticos. Em 2019, três importantes estudos revelam 
proteínas recombinantes como alvos relevantes para desenvolvimento de vacinas 
preventivas e terapêuticas contra espécies causadoras de esporotricose, criptococose 
e candidemia (HESTER et al., 2019; PORTUONDO et al., 2019; SINGH et al., 2019). 
No entanto, para prevenir a infecção causada pelo Paracoccidioides spp. ainda 
não há vacinas disponíveis (SHIKANAI-YASUDA et al., 2018). Vale ressaltar que 
resultados promissores com alvos específicos do P. brasiliensis têm sido encontrados 
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em animais de laboratório (TABORDA et al., 2015). 
O alvo do antígeno mais estudado para desenvolvimento de vacinas profiláticas 

ou terapêuticas contra a PCM é a gp43. Esta proteína contém um peptídeo de 15 
aminoácidos (QTLIAIHTLAIRYAN), conhecido como P10 caracterizado por ser 
reconhecido pelos linfócitos T. Estudos comprovam seu efeito protetor em diversas 
linhagens de camundongos contra a PCM (MARQUES et al., 2008). Outro alvo, cuja 
proteína recombinante induziu um efeito protetor em contra PCM, é a proteína de 
27kDa presente na superfície e no citosol do P. brasiliensis (FERNANDES et al., 
2011). Tanto p10 como rPb27 diminuiram carga fúngica e dano pulmonar na PCM 
experimental.

1.4 Corismato sintase (CS)

A corismato sintase (E.C. 4.2.3.5.)  de P. brasiliensis (PbCS) é a enzima alvo 
deste estudo, a qual participa da sétima etapa da via do chiquimato (Fig. 1B)  e catalisa 
o último passo da rota, convertendo o substrato 5-enolpiruvilchiqiuimato-3-fosfato 
(EPSP) em corismato na presença da flavina mononucleotídeo reduzida (FMNH2 ou 
FMNred) que não é consumida durante a reação (Fig.1A). Esta via está relacionada 
a biossíntese de aminoácidos aromáticos, como tirosina, triptofano e fenilalanina, 
e outros compostos de metabólitos secundários como, ubiquinona, vitamina K, 
PABA (ácido p-aminobenzóico), ácido p-hidroxibenzóico (precursor da coenzima-Q) 
e folato, produtos essenciais para sobrevivência (Fig.1B). Adicionalmente, esta 
importante via está ausente nos humanos, tornando as enzimas envolvidas nesta 
rota um atrativo para o desenvolvimento de novos fármacos (ZHI et al., 2014). A via 
do chiquimato está presente em fungos, bactérias, plantas superiores e também em 
parasitas do grupo apicomplexa (COGGINS et al., 2003). 

A corismato sintase tem se mostrado um alvo promissor para diversos 
patógenos. Estudos recentes realizados in silico permitiram modelagem desta 
enzima para Mycobacterium tuberculosis (MtCS) e Listeria monocytogenes (LmCS). 
Os estudos de docking possibilitaram a seleção de possíveis inibidores da enzima 
LmCS (FERNANDES, 2007; HOSSAIN et al., 2015). Com a mesma estratégia de 
bioinformática, é possível usar o modelo de CS de Plasmodium falciparum para 
desenvolvimento de drogas anti-malária (TAPAS et al., 2011). Em bactérias como 
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Streptococcus pneumoniae, há uma lista 
de possíveis inibidores descritos para CS (PITCHANDI; HOPPER; RAO, 2013).
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Figura 1. Corismato sintase. (A) Reação catalisada pela enzima corismato 
sintase tendo como resultado o corismato. (B) Metabólitos resultantes da via do 

chiquimato. Retirados de Brenda e Kegg:http://www.brenda-enzymes.org/structure.
php?show=reaction&id=4.2.3.5&type=R&displayType=marvin http://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?scale=1.0&query=&map=ec00400&scale=1.5&auto_image=&show_

description=hide&multi_query=

 Embora a estrutura tridimensional de PbCS ainda não tenha sido determinada por 
método experimental (Difração de raios-X ou ressonância magnética), sua sequência 
de aminoácidos já possui status confirmado na base de dados Uniprot, e possui 
66% de identidade com a enzima homóloga de Saccharomyces cerevisiae (uniprot: 
P28777), a qual possui estruturas cristalográficas determinadas (QUEVILLON-
CHERUEL et al., 2004). Portanto, por meio de modelagem molecular e varredura 
virtual, foi selecionado um composto que interage com a PbCS, com maior avidez 
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que os inibidores já descritos na literatura. Adicionalmente, a proteína recombinante 
foi produzida a fim de conhecer sua capacidade imunogênica protetiva contra PCM. 

2 |  METODOLOGIA

2.1 Técnicas in silico 

A metodologia computacional descrita a seguir está detalhada em RODRIGUES-
VENDRAMINI et al. (2018). Resumidamente, as estruturas cristalográficas da CS 
de Sacchaomyces cerevisiae (15) (PDBid: 1r53 e 1r52), Streptococcus pneumoniae 
(PDBid: 1QXO) e Helicobacter pylori (22) (PDBid: 1UM0) foram utilizadas para 
modelagem da PbCS. As simulações de dinâmica molecular (MD) foram realizada 
para minimizar a energia livre. Nas simulações de varredura virtual, uma quimioteca 
de 206.955 moléculas foram analizadas, apenas aquelas que apresentam escores 
melhores do que o substrato (5-EPSP) foram testadas in vitro.

2.2 Aplicação biotecnológica para o tratamento da PCM

Para avaliar a atividade antifúngica in vitro de CP1, a concentração inibitória 
mínima e a fungicida mínima (CIM e CFM) sobre dois isolados de P. brasiliensis (Mg14 
e Pb18) e três de P. lutzii (Pb01, 8334 e ROSC) foi determinada por microdiluição em 
caldo. A concentração do composto variou de 0,2 a 128 μg/mL. A determinação da 
CFM foi realizada por subcultivo em meio BHI ágar (RODRIGUES-VENDRAMINI et 
al. 2018). Alterações ultraestruturais induzidas pelo CP1 (64 μg/mL, por 72h) no P. 
brasiliensis foram analisadas por Microscopia Eletrônica de Varredura. 

Previamente aos estudos in vivo foi realizada a avaliação da citotoxicidade do 
CP1 em três linhagens celulares (HeLa, J774 e HUVEC) por meio da redução de 
MTS. Ao cumprir os requisitos de atividade in vitro, CP1 foi usado no modelo da PCM 
experimental. Os animais foram manipulados de acordo com as diretrizes do Comitê 
de Ética Institucional para Experimentação Animal conforme aprovação (nº CEP 
053/2014) e legislação do CONCEA vigente. Após 48h da infecção intratraqueal (1x106 
leveduras) os animais foram tratados diariamente com CP1 (5 mg/kg), itraconazol 
ITZ (5 mg/kg) ou veículo por 14 dias. Após eutanásia, a determinação da carga 
fúngica (UFC/g) pulmonar (KIOSHIMA et al., 2011) foi realizada. Adicionalmente, os 
parâmetros histopatológicos fibrose e infiltrados inflamatórios foram avaliados.

2.3 Aplicação biotecnológica na prevenção da PCM

Para a expressão da proteína recombinante corismato sintase de P. brasiliensis 
(PbCSr), o gene PbCS foi sintetizado quimicamente usando códons preferenciais 
de Escherichia coli e clonado no vetor pET21a (Novagen). E. coli (BL21 λDE3) foi 
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utilizada como hospedeira para produção da PbCsr por meio de indução com IPTG 
(1,5 mM) a 37°C. Após a purificação em coluna de níquel, a proteína foi quantificada 
pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e analisada em SDS-PAGE. Para avaliar o 
efeito protetor da PbCSr, um grupo de camundongos recebeu duas doses de PbCSr 
(7,5 μg), com intervalos de 15 dias. O outro grupo recebeu apenas o veículo (alum), 
no mesmo esquema terapêutico. No dia anterior ao desafio com P. brasiliensis 
(Pb18, 1x106 levedura), mais uma dose foi administrada. Após 15 dias da infecção, 
os camundongos foram eutanasiados e a carga fúngica foi determinada.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Corismato sintase para novas terapias in silico

A modelagem tridimensional da proteína revela sua característica 
homotetramérica (Fig. 2). O modelo apresentou 63,9% de homologia com S. 
cerevisiae, exibiu excelente qualidade estereoquímica. A varredura virtual indicou 
que CP1 apresenta encaixe quase perfeito ao ser sobreposto com substrato no 
sítio catalítico (Fig. 2D). Adicionalmente, em todas as repetições, CP1 foi sempre 
classificado entre os 5 melhores. 

Figura 2. Corismato sintase de P. brasiliensis e ligantes. (A) Modelo tridimensional em fita da 
unidade biológica da PbCS ligada a FMNH2 (vermelho) e EPSP (roxo). (B) Cadeias protéicas 
homotetraméricas. (C) Estrutura monomérica colorida pelo potencial eletrostático, destacando 

os locais de FMNH2 e EPSP com potencial eletropositivo (azul). (D) Sítio catalítico. Os resíduos 
mais importantes no acoplamento tanto do CP1 (marrom) quanto do EPSP (preto), FMNH2 
é representado por esferas e barras. (E) Estrutura química do composto selecionado por 

varredura virtual - CP1. (F) Estrutura química do ligante de referência (5-EPSP).
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3.2 Corismato sintase para novas terapias in vitro

O novo composto CP1 deve apresentar 3 requisítos mínimos para ser 
considerado um promissor antifúngico: alta seletividade, atividade antifúngica in vitro 
e in vivo. A CIM variou de 2 a 16 μg/mL (P. brasiliensis) e entre 16 a 32 μg/mL (P. 
lutzii). Estudos recentes descrevem outros candidatos selecionados por métodos 
in silico com atividade antifúngica semelhante (BUENO et al., 2019; CAPOCI et al., 
2019; Rodrigues-Vendramini et al., 2019; SILVA et al., 2018). Apesar da CIM ser 
diferente da concentração fungicida mínima foi possível determinar a concentração 
capaz de erradicar o crescimento fúngico, que variou de 4 a 128 μg/mL.

Os danos celulares ocasionados pelo tratamento com CP1 são observados 
na Fig. 3. É possível observar que as leveduras expostas ao CP1 apresenta 
extravasamento de conteúdo intracelular e depressões na parede, que podem 
ter contribuído para morte fúngica. Mais estudos precisam ser realizados para 
compreender melhor a via de ação deste composto.

Figura 3. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) de Pb18. (A) Controle constituído por 
P. brasiliensis sem tratamento evidencia superfícies celulares preservadas e multi-brotamentos. 

(B e C) Células tratadas com CP1 a 64 μg/mL nota-se o extravasamento do conteúdo celular 
e depressão na superfície (setas). As amostras foram observados em ampliações de 3.000 e 

1.000 vezes.

Outro importante parâmetro para um novo antifúngico é sua capacidade de 
morte seletiva, ou seja, causar morte celular fúngica sem efeitos danosos para células 
de mamíferos. Concentrações de CP1 que chegaram até seis vezes a concentração 
da CIM foram testadas em linhagens celulares de mamíferos. Os estudos in vitro 
revelam ausência de toxicidade celular até 128 μg/mL. Este perfil foi confirmado 
pelos estudos in vivo.

3.3 Corismato sintase para novas terapias in vivo

O terceiro passo para comprovar que a ação antifúngica é promissora são os 
experimentos in vivo. Desta forma, o tratamento com CP1 foi capaz de reduzir a carga 
fúngica de maneira semelhante ao itraconazol (Fig.4A), o antifúngico convencional 
mais utilizado na PCM. Surpreendentemente, CP1 apresentou uma maior capacidade 
de reduzir a fibrose pulmonar (Fig.4C) e concentração de infiltrados inflamatórios 
(Fig.3B), quando comparado aos grupos controle e tratado com itraconazol. 
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Figura 4. Atividade antifúngica de CP1 no tratamento da PCM. (A) São mostradas as UFC 
do tecido pulmonar infectado com P. brasiliensis. (B) Escore histopatológico para fibrose 

pulmonar. (B) Escore histopatológico para recrutamento de infiltrados inflamatórios no pulmão. 
O grupo controle consistiu em animais tratados com um veículo. Todos os tratamentos foram 

realizados por 14 dias. As experiências foram realizadas em triplicata, e as barras indicam 
SDS*, P<0,05 (estatisticamente significante comparado ao controle). 

Sabe-se que um dos maiores desafios no tratamento da PCM são as sequelas 
devido a agressiva resposta inflamatória, podendo levar a perda de função de áreas 
afetadas pela infecção. Resultados recentes revelam que alterações hepatobiliares 
durante o tratamento com ITZ em pacientes com PCM são irreversíveis, mesmo que 
não sejam tão frequentes em comparação à anfotericina B (LEVORATO et al., 2018). 

O grupo tratado com CP1 mostrou grandes áreas de tecido pulmonar com a 
estrutura preservada (Fig. 5C). Por outro lado, o itraconazol foi menos eficaz na 
redução dos danos teciduais causados   pela infecção por P. brasiliensis (Fig. 5B), 
com áreas fibróticas onde possivelmente há necrose pulmonar. O grupo controle não 
tratado apresentou múltiplos focos pulmonares de inflamação epitelióide com fibrose 
precoce (Fig. 4A). Portanto, o tratamento com CP1 demonstrou ser mais eficiente na 
proteção contra as sequelas pulmonares, do que o ITZ no modelo experimental de 
PCM murina.

Figura 5. Histopatológico. Fotomicrografias dos pulmões de camundongos infectados 
seguidos de tratamento e coloração dos cortes pulmonares com hematoxilina-eosina. São 
dadas imagens representativas de cada grupo de tratamento (CP1, itraconazol e controle).  
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3.4 Corismato sintase na prevenção da pcm in vivo

Para avaliar o potencial da proteína PbCSr na prevenção da PCM, foi testada 
sua capacidade de desencadear uma resposta imune protetora in vivo. A expressão 
da PbCSr foi um sucesso em meio TB. Há um aumento gradual da expressão ao 
longo dos tempos analisados, atingindo os maiores valores após 4 horas de indução 
(Fig.6A). A Fig.6B apresenta a proteína pura na fração de eluição (E1, E2, E3 e E4).

Figura 6. PbCSr para prevenção da PCM.  (A) Expressão de PbCSr por SDS-PAGE em entre 
0 e 6 horas em TB (IPTG 1,5 mM). (B) Purificação da PbCSr (~ 45 kDa) (SB: sobrenadante; FT: 
proteínas inespecíficas; W1 e W4: lavagens; E1-E4: PbCSr purificado. (C) Efeito protetor após 

3 imunizações com PbCSr. Redução significativa nas UFC no fígado. Controle: Alum; CS: grupo 
imunizado com PbCSr (7,5 ug/mL).

Na figura 6C, a carga fúngica hepática apresentou redução significativa (p<0,05), 
enquanto nos pulmões é observada uma tendência em reduzir as UFC/g, sugerindo 
um efeito protetor. Mais estudos estão em desenvolvimento para comprovar que 
PbCSr poderá ser utilizada em vacina contra PCM. Outros antígenos recombinantes 
já tem apresentado efeito protetor contra PCM (FERNANDES et al., 2011; MARQUES 
et al., 2008).

4 |  CONCLUSÃO

Abordagens biotecnológicas podem contribuir em diversas áreas da saúde, 
especialmente para desenvolvimento de novos métodos de prevenção e tratamento 
de várias patologias. Nosso grupo demonstrou que varredura virtual permitiu a seleção 
de um composto com atividade antifúngica promissora contra Paracoccidioides spp., 
abrindo novas perspectivas para tratamento da PCM. Os resultados in vitro e in 
vivo indicaram que CP1 pode ser usado como composto hit para desenvolvimento 
de compostos antifúngicos, capazes de controlar o dano tecidual causado pela 
infecção fúngica. Outra aplicação biotecnológica da corismato sintase foi a produção 
da proteína recombinante que apresentou resultados animadores in vivo, abrindo 
caminho para prevenção da PCM. Este trabalho mostrou que a corismato sintase é 
um excelente alvo no desenvolvimento de terapias contra PCM, tanto para tratamento 
quanto para prevenção.
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