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Resumo: As doenças tropicais constituem um grave problema de saúde pública por serem negligencia-
das e atingirem especialmente as populações mais pobres, dentre as quais, a leishmaniose é considerada 
dependente de tratamentos quimioterápicos insatisfatórios. Grandes esforços têm sido empregados na 
busca por novos medicamentos nas últimas décadas, sendo o uso da fitoterapia investigado com gran-
de interesse, devido às plantas serem consideradas uma ampla fonte de compostos com potencial medi-
cinal. A atividade anti-protozoário da substância p-Cimeno sobre formas promastigotas e amastigotas 
axênicas de Leishmania amazonensis, foi avaliado. Após 72 horas de cultivo, o p-Cimeno apresentou con-
centração inibitória de 50% (CI50) igual à 65,0 µg/mL e 55,0 µg/mL sobre as formas promastigotas e 
amastigotas axênicas, respectivamente. Análises de citotoxicidade do p-Cimeno, foram realizadas por 
meio do método colorimétrico da sulforodamina-B sobre macrófagos J774.G8 e a concentração citotó-
xica para 50% das células (CC50) foi de 54,0 µg/mL. Os dados obtidos indicam efeito antiparasitário do 
p-Cimeno sobre Leishmania amazonensis, principalmente sobre sua forma amastigota, sendo considerado 
potencial candidato para novos estudos contra o parasito. 
Palavras-chave: Monoterpenos; anti-Leishmania; óleos essenciais. 
 

In vitro p-Cymene antiprotozoal activity on Leishmania amazonensis 
 

Abstract: Tropical diseases are a serious public health problem as they have been neglected and espe-
cially affect the poorest populations. Among these diseases, leishmaniasis is considered dependent on 
unsatisfactory chemotherapy treatments. Great efforts have been made in the search for new drugs in 
the last decades, and the use of herbal medicine has been investigated with great interest due to the fact 
that plants are considered a wide source of compounds with medicinal potential.  This study evaluated 
the anti-protozoal activity of the substance p-Cymene on axenic promastigotes and amastigotes forms 
of Leishmania amazonensis.  After 72 hours of culture, p-Cymene had an inhibitory concentration of 50% 
(CI50) equal to 65.0 µg/mL on axenic promastigotes  and 55.0 µg/mL on axenic amastigotes. Cytotoxi-
city analyses of p-Cymene were performed using the colorimetric method of sulforodamine-B on mac-
rophages J774.G8 and the cytotoxic concentration for 50% of the cells (CC50) was 54.0 µg/mL. The 
data obtained indicate antiparasitic effect of p-Cymene on Leishmania amazonensis, mainly on its amasti-
gotic form and p-Cimene was considered a potential candidate for further studies against the parasite. 
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INTRODUÇÃO 
Protozoários do gênero Leishmania sp., 

são transmitidos através da picada de insetos 
flebotomíneos, popularmente conhecido como 
mosquito-palha, o qual abriga uma das formas 
de vida do parasito chamado de promastigota 
(GOTO; LINDOSO, 2012; CONCEIÇÃO-
SILVA; MORGADO, 2019). Esta se aloja no 
trato digestório destes insetos e posteriormen-
te são transmitidas por repasto sanguíneo. A 
outra forma em que se apresenta o parasito, é 
denominado de amastigota, que por serem in-
tracelulares obrigatórios, parasitam macrófagos 
celulares infectando hospedeiros vertebrados, 
dentre os quais, se destaca o homem (ALVAR 
et al. 2012; RODRIGUES et al., 2019). Desta 
maneira, a doença conhecida como leishmani-
ose, se desenvolve através deste ciclo de vida 
dimórfico do protozoário. 

De acordo com a Organização Mundial 
de Saúde (OMS), a leishmaniose é endêmica 
em 97 países, com aproximadamente 12 mi-
lhões de pessoas infectadas em todo mundo, 
ocorrendo de 1 a 2 milhões de novos casos de 
infecção por ano, que afetam principalmente 
populações da África, Ásia e América Latina 
(WHO, 2019).  

A doença se distingue basicamente em 
duas formas clínicas: a leishmaniose visceral 
(LV) e a leishmaniose tegumentar (LT), que 
compreende a leishmaniose cutânea, cutânea 
difusa e mucocutânea (WHO, 2017). Estas 
últimas produzem ulcerações cutâneas e de 
tecidos mucosos que podem evoluir para o 
acometimento de órgãos nobres como baço, 
fígado e medula óssea, constituindo a forma 
mais grave e letal da doença (BELO et al. 
2013; CANTANHÊDE et al. 2105). Para a 
espécie Leishmania amazonensis são atribuídas 
manifestações clínicas dos tipos cutânea e mu-
cocutânea (BRASIL, 2017). 

Atualmente o tratamento da leishmani-
ose apresenta alguns desafios, além de não ha-
ver vacina desenvolvida para impedir novas 
infecções, as drogas antimoniais pentavalentes 

que foram desenvolvidas antes de 1960 ainda 
são utilizadas como primeira escolha para o 
tratamento. Estes medicamentos apontam alta 
toxicidade, com vários efeitos colaterais por 
haver necessidade de serem administrados por 
períodos de tempo prolongados, com alto cus-
to e baixa eficácia (MENEZES et al., 2015; 
PONTE-SUCRE et al. 2017; CHARLTON et 
al. 2018). Complementarmente, os compostos 
de segunda escolha utilizados nos casos de re-
cidiva, incluem a anfotericina B, pentamidina, 
miltefosina e paromomicina (NO, 2016; 
ARONSON et al., 2016). Para tanto, outros 
grupos de agentes quimioterapêuticos estão em 
fase experimental no tratamento contra a leish-
maniose, são os inibidores de síntese do ergos-
terol, incluindo terbinafina e derivados de imi-
dazol como: cetoconazol (KZT), itraconazol 
(ITZ) e clotrimazol (CTZ) (KHAMESIPOUR, 
2014).   

Diante disso, a quimioterapia disponível 
no momento atual ainda é limitada e insatisfa-
tória, o que torna necessário à procura de no-
vos agentes com propriedades terapêuticas 
para o tratamento da leishmaniose. Neste con-
texto, destacam-se os fitoquímicos. As plantas 
são reconhecidamente importantes pela produ-
ção de compostos químicos naturais proveni-
entes do seu metabolismo celular secundário, 
os quais apresentam propriedades medicinais e 
são caracterizados como óleos essenciais 
(NEWMAN; CRAGG, 2016; ULLAH et al. 
2016; KUMAR et al., 2018).  

O composto orgânico aromático chama-
do p-Cimeno, é encontrado constituindo diver-
sos óleos essenciais, apresentando diversas 
aplicabilidades biotecnológicas na indústria 
farmacêutica. Sua atividade vai desde a antioxi-
dante, anti-inflamatória, anticâncer até efeito 
antinociceptivo (QUINTANS et al., 2013; 
OLIVEIRA et al., 2015; LIMA et al., 2018; 
SANTOS et al., 2019). Adicionalmente, é con-
siderado um importante intermediário na sín-
tese de antifúngicos, pesticidas e antimicrobia-
nos (AGULLÓ et al. 2017; TIAN et al., 2018; 
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BENELLI et al., 2019). 
No presente estudo, foi avaliada a ativi-

dade anti-Leishmania da substância p-Cimeno, 
contra formas promastigotas e amastigotas 
axênicas de Leishmania amazonensis, bem como 
seu efeito citotóxico sobre macrófagos da li-
nhagem J774.G8.  
 
MATERIAIS E MÉTODOS  
Utilização do p-Cimeno 

A substância teste utilizada neste estudo 
foi p-Cimeno (1-metil-4-(1-metiletil) benzeno), 
adquirido de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
EUA).  
 
Manutenção das culturas de células 

Formas promastigotas de Leishmania 
amazonensis (cepa WHOM/BR/75/JOSEFA) 
foram cultivadas em meio Warren (infusão de 
cérebro e coração, hemina e ácido fólico) pH 
7,0 suplementado com 10% de soro fetal bo-
vino inativado (SFB – Gibco Invitrogen Cor-
poration, New York, USA) e incubadas a 25 
ºC. As formas amastigotas foram mantidas em 
meio de Schneider (Sigma, St. Louis, MO, 
USA), pH 4,6 suplementado com 20% de 
SFB, incubadas a 32 ºC. Macrófagos J774G8 
foram cultivados em meio RPMI 1640 
(Sigma), pH 7,6, suplementado com 10% de 
SFB, incubadas a 37 ºC numa atmosfera de 
5% de CO2. 

 
Obtenção das formas amastigotas axêni-
cas 

As formas amastigotas axênicas foram 
obtidas a partir de formas promastigotas de L. 
amazonensis (cepa WHOM/BR/75/JOSEFA), 
conforme descrito em Ueda-Nakamura; At-
tias; Souza, 2001. Para isso, formas promasti-
gotas com 72 h de cultivo foram semeadas em 
meio de Warren pH 7,0 suplementado com 
20% de SFB e incubadas a 25 ºC por 48 h. 
Essas culturas foram transferidas para a estufa 
a 30 ºC onde permaneceram durante 24 h. 
Após esse tempo, foram incubadas a 32 ºC até 
a diferenciação para serem semeadas em meio 
Schneider pH 4,6 suplementado com 20% de 
SFB, com incubação nessa mesma temperatu-
ra, conforme descrito anteriormente. 

 
Atividade antiproliferativa do p-Cimeno 

sobre formas promastigotas e amastigotas 
axênicas 

Para determinar a atividade inibitória do 
p-Cimeno no crescimento de L. amazonensis, 
formas promastigotas e amastigotas axênicas 
com 48 h de cultivo foram semeadas com um 
inóculo inicial de 1x106 células/ml em meio 
Warren ou Schneider, respectivamente, em 
placas de 24 e 12 poços estéreis na presença 
ou na ausência do p-Cimeno solubilizado em 
DMSO (dimetilsulfóxido - Sigma Chemical 
Co, St. Louis, MO, USA) a 1%. A inibição do 
crescimento foi avaliado através da contagem 
em câmara de Neubauer após 72 h de trata-
mento. Os resultados foram expressos através 
do percentual de inibição de crescimento em 
relação ao controle.  
 
Ensaio de citotoxicidade pelo método co-
lorimétrico da sulforodamina-B 

O efeito citotóxico do p-Cimeno sobre 
macrófagos J774.G8, foi determinado a partir 
de culturas com 72 h, com um inóculo inicial 
de 5 x 105 células/ml em RPMI 1640. Os en-
saios foram realizados em placas de 96 poços 
estéreis, com incubação a 37 ºC com tensão de 
5% de CO2 durante 24 h para a formação de 
uma monocamada de células. Após esse tem-
po, a monocamada de células foi tratada com 
várias concentrações do p-Cimeno e incubada 
por mais 48 h. A inibição do crescimento celu-
lar foi avaliada por meio do método colorimé-
trico da sulforodamina B, segundo Skehan et 
al. (1990). A leitura foi realizada em leitor de 
ELISA (Bio-Tek FL-600 Microplate Fluores-
cence Reader), em densidade óptica (DO) de 
530 nm. Os resultados foram expressos atra-
vés do percentual de inibição de crescimento 
em relação ao controle.  
 
Índice de Seletividade  

Conforme descrito por Santin et al. 
(2009), para determinar a seletividade 
citotóxica da substância testada, o índice de 
seletividade (IS) foi calculado de acordo com a 
seguinte equação: 

CC50 = Concentração citotóxica de 50%  
IC50 = Concentração inibitória de 50% 
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Análise estatística 
Todos os testes foram realizados em 

triplicatas e os dados foram analisados através 
da Análise de Variância (ANOVA). O teste t 
Student’s foi aplicado, e um valor de p≤ à 
0,05 foi considerado significativo comparado 
ao grupo controle. A análise estatística foi 
realizada com o programa Graph-Pad Prism 4 
(GraphPad Software, San Diego, Califórnia, 
EUA, 2007). 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A descoberta e o desenvolvimento de 
novos fármacos para o tratamento da leishma-
niose a fim de obter novos medicamentos 
com atividade leishmanicida eficaz e de baixa 
toxicidade representa uma necessidade urgen-
te. Pois, de acordo com estudos realizados 
por Bezerra et al. (2018), a incidência do tipo 
mais grave da doença a leishmaniose visceral, 
aumentou em 53% entre os anos de 1990 a 
2016 no Brasil, acometendo em 26% de crian-
ças menores de um ano de vida. Alvar et al. 
(2012) ,relatam que do número total de casos 

de LV decorrentes nas Américas, 96% destes 
ocorrem no Brasil. 

Várias classes de compostos químicos 
incluindo naturais e sintéticos são descritos 
com atividades biológicas potenciais (CAO et 
al., 2007; HUSSAIN et al., 2014; ASHOK et 
al., 2017). Sendo que, das 252 substâncias 
consideradas básicas e essenciais pela WHO, 
11% são exclusivamente de origem vegetal e 
um número significativo de fármacos sintéti-
cos são obtidos de precursores naturais 
(RATES, 2001).  

Primeiramente avaliamos a atividade 
antiproliferativa do p-Cimeno, sobre o cresci-
mento das formas promastigotas (Figura 1A) 
e amastigotas axênicas (Figura 1B) de L. ama-
zonensis. Nossos resultados demonstram que o 
p-Cimeno foi capaz de afetar o crescimento 
dos parasitos, e como pode ser observado, o 
melhor efeito antiproliferativo foi alcançado 
sobre as formas amastigotas axênicas, por 
apresentar menor CI50, quando comparado 
com as formas promastigotas. Os valores de 
CI50 obtidos são mostrados na Tabela 1. 
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Figura 1. Efeito do p-Cimeno na proliferação de L. amazonensis, após 72 h de tratamento: A) células 
promastigotas; B) células amastigotas axênicas. As barras indicam o desvio padrão. 

Tabela 1. CI50 das formas promastigotas e amastigotas axênicas de L. amazonensis; efeitos citotóxicos 
(CC50) para células J774.G8 e seus respectivos índices de seletividade (IS) para o p-Cimeno. 
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Os óleos essenciais correspondem a 
uma mistura de compostos com predomínio 
de terpenos. Estes compostos terpênicos são 
constituídos majoritariamente por monoter-
penos e o restante corresponde a sesquiterpe-
nos (GUIMARÃES et al., 2012). Estudos 
fitoquímicos revelam ser o p-Cimeno um hi-
drocarboneto aromático que possui origem 
natural nos monoterpenos, apresentando-se 
como principal precursor biossintético do 
carvacrol (MARCHESE et al., 2017).  

Dentre os constituintes majoritários 
dos compostos terpênicos, estão: timol, car-
vacrol,  limoneno, α- e β-Pineno, mentol, α- e 
β-Tujona, linalol, γ-Terpineno, 1,8-cineol e p-
Cimeno (BAKKALI et al., 2008; MAR-
CHESE et al., 2017). De acordo com Tian et 
al. (2018), p-Cimeno, carvacrol e timol, são 
substâncias encontradas em maiores porcen-
tagens nos óleos essenciais vegetais e respon-
sáveis por suas propriedades antimicrobianas. 

O p-Cimeno, é um dos constituintes 
terpênicos mais abundante que ocorre em 
plantas aromáticas como tomilho (gênero 
Thymus) e orégano (gênero Origanum). Contu-
do, também é encontrado em mais de 100 
espécies de plantas pertencentes aos gêneros: 
Ocimum (Lamiaceae), Eucalyptus (Mirtaceae), 
Protium (Burseraceae) e Artemisia (Asteraceae) 
(PHILIS, 2005). Segundo Cavalli et al. 
(2004); Foe et al. (2016) e Mechergui et al. 
(2016), níveis expressivos de p-Cimeno são 
encontrados em óleos  essenciais de plantas 
aromáticas como Thymus vulgaris L., compos-
to por 45,9% de p-Cimeno, Origanum vulgare 
L., com 35,7%, Chenopodium ambrosioides L., 
16,2% e  Ocimum gratissimum L., com 14,06%.  

De acordo com Monzote et al. (2011), 
a identificação da composição química do 
óleo essencial de Chenopodium ambrosioides L., 
apontou o p-Cimeno constituindo a sua se-
gunda maior fração, com 21,1%. Nos ensaios 
o composto apresentou atividade contra L. 
amazonensis, através de CI50 de 20,7 µg/mL 
para formas promastigotas e CI50 de 12,4 µg/
mL para formas amastigotas. Estudos 
realizados com a planta Satureja bakhtiarica, 
pertencente à família Lamiaceae, indicam que 
o p-Cimeno compõe 19,3% do seu óleo 
essencial. Sua atividade anti-Leishmania foi 

avaliada sobre formas promastigotas de L. 
major, alcançando 100% de eficácia sobre a 
morte dos parasitos. (MOHAMMADPOUR; 
MARZONY; FARAHMAND, 2012).  

Na busca por novos agentes leishmani-
cidas, Machado et al. (2014) relatam a ativida-
de de Thymus capitellatus sobre formas pro-
mastigotas de L. infantum, L. tropica e L. major. 
Por meio de CI50 entre 32 e 62 µg/mL, o 
óleo essencial foi capaz de provocar apopto-
se celular nos parasitos. Monzote et al. 
(2014), avaliaram a capacidade in vivo do óleo 
essencial de Artemisia absinthium sobre L. ama-
zonensis, o qual, apresentou controle de lesões 
do tipo cutânea em ratos, como redução da 
carga parasitária, quando comparados com os 
animais tratados com Glucantime®. Recente-
mente Bouyahya et al. (2017), revelam o po-
tencial leishmanicida de Origanum compactum 
Benth, contra L. major, L. tropica e L. infantum. 
A concentração inibitória obtida sobre 50% 
das formas promastigotas dos parasitos foi 
de 0,26 µg/mL, 0,12 µg/mL e 0,35 µg/mL, 
respectivamente.  

Um critério importante na busca por 
compostos ativos com atividade antiprotozo-
ário é a sua toxicidade contra células de ma-
míferos. Para este propósito, a citotoxicidade 
do p-Cimeno sobre macrófagos da linhagem 
J774.G8 foi determinada após 72 h de trata-
mento, através da determinação da concen-
tração citotóxica para 50% das células (CC50), 
utilizando o método colorimétrico da sulforo-
damina-B. A CC50 obtida demonstrou elevada 
toxicidade da substância p-Cimeno. Os valo-
res da CC50 são mostrados na Tabela 1.  

Segundo Dezaki et al. (2016), o p-
Cimeno é uns dos principais constituintes 
encontrados na espécie Zataria multiflora Boiss 
(Lamiaceae). Atividade significativa contra L. 
tropica foi obtida no estudo, porém a CC50 de 
89,3 µg/mL sobre macrófagos celulares J774-
A1, indicou efeito citotóxico do óleo essenci-
al. Guardo et al. (2017) descrevem que o p-
Cimeno foi capaz de atingir 88% de inibição 
sobre formas epimastigotas de Trypanosoma 
cruzi a uma concentração de 100 µg/mL. En-
tretanto, sua toxicidade sobre células LC5 
apresentou aumento progressivo em relação 
às concentrações testadas, alcançando 80% de 
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toxicidade para 100 µg/mL.  
A citotoxicidade do p-Cimeno sobre 

células de macrófagos J774.G8, foi compara-
da com a atividade antiproliferativa contra 
promastigotas e amastigotas axênicas de L. 
amazonensis, utilizando o índice de seletividade 
(IS), razão entre CC50 para células J774.G8 e 
o IC50 para os protozoários. De acordo com 
Tabela 1, o p-Cimeno foi mais efetivo contra 
as formas amastigotas axênicas, resultado 
promissor, já que as amastigotas são respon-
sáveis pela manutenção da infecção em hos-
pedeiros vertebrados, relevantemente no ho-
mem. Porém, o maior efeito seletivo do p-
Cimeno foi para atividade contra os macrófa-
gos J774.G8, o que significa, que a substância 
é mais tóxica para células de mamíferos, do 
que para os protozoários de L. amazonensis.  

Conforme Silva et al. (2018), o óleo 
essencial de Ocimum canum, além de apresentar 
atividade contra L. amazonensis, demonstrou 
maior efeito seletivo para atividade contra os 
parasitas, com IS de 24,0 para as amastigotas 
intracelulares e 18,1 para formas promastigo-
tas. Através deste comparativo podemos infe-
rir o efeito citotóxico do p-Cimeno, uma vez 
que os níveis de seletividade alcançados fo-
ram inferiores a 1, sendo menos tóxico para 
promastigotas 0,83 vezes e 0,98 vezes para 
amastigotas, do que para macrófagos 
J774.G8. Pois, índices de seletividade consi-
derados promissores, são aqueles alcançados 
para valores maiores que 1 (BRENZAN et 
al., 2007; ALONSO-PADILLA; RODRÍ-
GUEZ, 2014).  

Neste sentido, o desenvolvimento de 
novas estratégias como técnicas em estereo-
química e biossíntese combinatória, promo-
vem novas perspectivas na obtenção de qui-
mioterápicos com atividade clínica desejada 
(KIM; MOORE; YOON, 2015). A alteração 
de grupos funcionais em moléculas ativas, 
permite modificações químicas sintéticas ca-
pazes de influir sobre sua toxicidade. Bem 
como, a auto-associação com substâncias bio-
sintetizadas, aprimoram o potencial de efeti-
vidade dos compostos químicos. Assim, estes 
recursos impulsionam a descoberta de inova-
ções em combinações químicas, para a con-
cepção de novos fármacos (NEWMAN; 
CRAGG, 2016; PAULO; SIGRIST; OLI-

VEIRA, 2019). 
Como demonstrado por Baréa et al. 

(2018), a obtenção de análogos estruturais de 
compostos químicos bioativos contra L. ama-
zonensis possibilitou o desenvolvimento de 
novos híbridos a partir de β-carbonila-1,3,5-
triazina, os quais alcançaram melhor eficiên-
cia antileishmania. A vetorização de medica-
mentos é considerada uma abordagem pro-
missora na elaboração de novas formulações 
de interesse, de acordo com Volpato et al. 
(2018), o encapsulamento do composto sinté-
tico T6 com atividade contra L. infantum, a 
partículas ricas em glucano, derivado de Sac-
charomyces cerevisiae (GPs), mostrou diminuição 
significativa na toxicidade a macrófagos J774-
A1, em comparação ao composto T6 não 
encapsulado.  

Adicionalmente, o uso de nanopartícu-
las em sistemas de administração de fármacos 
para direcionar agente antiprotozoário foi 
investigado por Brita et al. (2016). O com-
posto BZTS derivado do monoterpeno limo-
neno associado a copolímeros, apresentou 
atividade satisfatória por meio de especifici-
dade celular, contra amastigotas intracelulares 
de L. amazonensis. Resultados similares foram 
apresentados por Colina-Vegas et al. (2019), 
através da conjugação de complexos organo-
metálicos à moléculas bioativas contra L. 
amazonensis. Espécies químicas metálicas têm 
a capacidade de facilitar sua absorção pelas 
células, aumentando a eficiência terapêutica 
de moléculas com propriedades biológicas a 
baixas concentrações. No estudo, os comple-
xos se apresentaram significativamente ativos 
sobre as duas formas de desenvolvimento do 
parasito, inibindo potencialmente o cresci-
mento em uma faixa de concentração nano-
molar. 
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente estudo demonstrou que a 
substância p-Cimeno apresentou atividade 
leishmanicida, principalmente por exibir mai-
or efetividade por meio das concentrações 
inibitórias obtidas contra amastigotas de L. 
amazonensis, que são as formas replicativas 
presentes no hospedeiro vertebrado e, por-
tanto consideradas o principal alvo da quimi-
oterapia para a leishmaniose.  
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 Contudo, estudos futuros devem ser 
desenvolvidos para investigar o mecanismo 
responsável pela atividade anti-Leishmania do p
-Cimeno, e estabelecer melhor correlação da 
atividade farmacológica com sua estrutura quí-
mica. A obtenção de análogos estruturais deri-
vados do p-Cimeno ou sua conjugação com 
agentes complexantes terapêuticos, podem 
auxiliar elucidar seu modo de ação celular, 
aperfeiçoando suas propriedades antimicrobi-
anas e quimioterapêuticas.    
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