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RESUMO

ApOs injaria tissular iniciam-se os eventos da cicatrizacdo: inflamagéo, proliferacdo e
remodelagcdo. A pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito fitoterdpico da romé em
feridas e suas implicacdes nas vias neuroendocrinas do estresse. Protocolo CEUA
02/2017. Induziu-se feridas nos dorsos de ratos anestesiados. Tratados por 3 dias com
salina ou roma (ché& e/ou polpa). Ao final do 4° dia, foi inoculado Azul de Evans (AE, 0,3
mL 2,5%) em todos os ratos, pela veia hepatica. Uma das metades das les@es, apos 24
horas, teve o AE lido no comprimento de onda 640 nm e a outra metade foi novamente
pesada a 60° C a diferenca expressa como exsudato. As adrenais participaram da
determinac¢é@o do conteddo de acido ascorbico (AAA), leituras em 520 nm. ANOVA-
Tukey com significancia de 5%. Encontrado aumento significativo de AAA, peso das
adrenais e permeabilidade ao AE diminuidos, nos tratados com roma, comparado ao
grupo com salina (F =5,8; P =0,005; F =5,9; P <0,01; F =9,8; P =0,0011) o que sugere
acao anti-inflamatéria e propriedade adaptégena da roma, embora o contetido médio de
exsudato tenha sido igual em todas as condi¢des de tratamento (F = 2,7; P = 0,0677).

Palavras-chave: Permeabilidade capilar. Punicaceae. Inflamacéo. Estresse.

ABSTRACT

After tissular injury initiate the cicatrization events: inflammation, proliferation and
reshuffle. The research had as objectives evaluate the herbal remedy effects of
pomegranate on wounds and it’s implications in neuroendocrine pathways of stress.
Protocolo CEUA 02/2017. Induced wounds on anesthetized rats backs. Treated for 3
days with saline or pomegranate (tea and/or pulp). At the end of fourth day, was
inoculated Evans blue (EB, 0,3 mL 2,5%) by hepatic vein in all rats. One half of the
lesions, after 24 hours, had read the EB at 640 nm wave-length and the other half was
weighted at 60° C, diference expressed as exudate. The adrenals participate at the
content determination of ascorbic avid (AAA), readings at 520 nem. ANOVA-Turkey
significance of 5%. Found a significant increased of AAA, adrenals weight and
permeability to AE decreased at those treated with pomegranate compared to the group
with saline (F = 5,8; P =0,005; F =5,9; P <0,01; F =9,8; P =0,0011) what suggests the
pomegranate anti-inflammatory action and adaptogenic property, although the exudate
medium content had been equal in all treatment conditions (F = 2,7; P = 0,0677).

Keywords: Capillary Permittivity. Punicaceae. Inflammation. Stress.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas popularmente desde os primordios da
civilizacdo, com diversas finalidades, principalmente para a cura e a prevencao de doencas.
Esse conhecimento, passado oralmente através de geracdes, é uma importante fonte para
a descoberta de novos principios ativos (SANTOS et al., 2011).

A flora brasileira é considerada diversificada apresentando inUmeras espécies com
potencial medicinal. A grande parte dos principios ativos de importancia farmacolégica
encontrada nos extratos vegetais, de modo geral, é oriunda de uma variedade de
metabdlitos secundarios que possuem uma constituicdo complexa, alcancando alvos
terapéuticos nas doencas humanas e que sdo produzidos para modular seus proprios
metabolismos (FERREIRA e PINTO, 2010).

Entre as espécies vegetais presentes no territdrio brasileiro, ressalta-se a Punica
granatum L., planta arbustiva e frutifera utilizada com finalidade ornamental e por
propriedades terapéuticas cicatrizante, antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria que
Ihe sdo atribuidas pela cultura popular. Partes desse vegetal sédo utilizadas pela populacéo
de forma direta (através de infusbes com a casca do fruto) ou em produtos naturais
comercializados pelo pais. Com isso, tem despertado o interesse de pesquisadores em
investigar tais e outras possiveis caracteristicas e ratificar o seu uso (DEGASPARI et al.,
2011; TAKATA et al., 2014; TRINDADE et al., 2009).

Das plantas com caracteristicas fitoterapicas, h4 um grupo classificado como
adaptogenos. Para Carlini e Mendes (2011), os adaptégenos sdo substancias com a
capacidade de intensificar a resisténcia do organismo diante de agentes estressores
diversos e com isso promoverem melhor adaptacdo dos organismos as situacdes
incomuns. Diante das caracteristicas medicinais, a possibilidade de a roma ser uma planta
adaptogena deve ser pesquisada, uma vez que assim sendo, poderia ser utilizada
cronicamente em favor da manutencéo e da homeostase do organismo. Segundo Davydov
e Krikorian (2000), algumas plantas adaptégenas possuem componentes com estruturas
moleculares analogas, por exemplo, a de glicocorticoides e de mineralocorticoides, assim
poderiam mimetizar a acado desses hormonios esteroidais contribuindo para a atenuacgéo
de processos inflamatorios.

Dentre os estudos ja publicados, Nascimento Junior et al (2015) realizou seu
trabalho com extrato da roma aplicado em cavidade oral de ratos Wistar e, por método

histologico, evidenciou que a roma (Punica granatum L.) possui uma agao cicatrizante nas
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mucosas orais e Tozetto et al (2017) demonstrou uma atividade antioxidante da roma
sinalizando um potencial uso comercial de varias apresentacdes da planta no combate ao
estresse oxidativo.

Os resultados obtidos por Argenta et al (2012) mostra uma atividade inibitéria in vitro
de colbnias bacterianas, bem como os obtidos por Trindade et al (2009) que identificou uma
atividade antimicrobiana em Gram-positivos provinda da tintura das cascas do fruto da
Roma. O uso do extrato da casca do P. granatum L., por sua vez, parece mostrar resultados
satisfatorios em casos de cancer de coélon induzido por via intrarretal com N-
metilnitrosoureia em ratos Sprague-Dawley, onde os estudos experimentais de apoptose
mostrou resultados de atenuacdo da inflamacédo e suprimiu a proliferacdo de células
tumorais (AHMED et al., 2017).

Apesar do fruto da roméa ser utilizado popularmente em larga escala, na literatura
cientifica ha lacunas no que se refere a comprovacédo de sua eficacia terapéutica sob o
enfoque de mecanismos de a¢ao ainda nao inteiramente esclarecidos.

A presente pesquisa se justifica no intuito da tentativa de adicionar e ampliar os
achados aos demais ja existentes acerca da eficacia da acdo anti-inflamatéria da fruta,
utilizando uma abordagem ainda ndo empregada nas linhas de pesquisa tradicionais. Os
métodos empregados para validar o uso terapéutico da roma seguem basicamente as
técnicas histologicas, sendo que neste estudo foi utilizada a mensuracéo da permeabilidade
ao Azul de Evans em processos inflamatorios utilizando um método espectrofotométrico e
também de investigar se a romd possui uma propriedade adaptdgena, através da
mensuracao do conteddo de acido ascorbico da adrenal.

Tomando as consideracdes feitas acima como ponto de partida, o presente estudo
teve como objetivo avaliar a acdo anti-inflamatéria da roma em feridas abertas induzidos
por lesdes experimentais na regido dorso-costal de ratos e investigar as suas implicacdes

nas vias neuroenddécrinas do estresse.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Fisiologia da Universidade de Gurupi, UnirG,
Gurupi-TO. Foram utilizados 24 ratos sem distincdo de género (linhagem Wistar albinos),
provenientes do Biotério da UnirG. Animais adultos e clinicamente saudaveis, pesando de
300-400 gramas e idade aproximada de trés meses, foram mantidos no laboratério em

caixas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm) forradas com maravalha depositados em estantes
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de metal, caixas higienizadas a cada dois dias, com cinco animais/caixa, climatizado em
torno de 27 °C e ciclo circadiano obedecido (claro/escuro com periodos alternados de 12
horas), com um minimo de manipulacdo a ndo ser o estritamente necessario e fornecimento
de agua e racdo ad libitum. Durante os quatro dias de experimentacdo, os ratos foram
subdivididos em quatro grupos de acordo com os tratamentos recebidos em seus
ferimentos: grupos: G1 (salina 0,9%, 5 ratos), G2 (cha, 7 ratos), G3 (polpa, 5 ratos) e G4
(ch&+polpa, 7 ratos). Outros seis animais foram usados em estudos-piloto realizados
previamente, sendo que nao entraram no cdmputo dos resultados finais servindo apenas
para ajustes das técnicas utilizadas.

O trabalho foi previamente aprovado pela Comisséo de Etica na Utilizacéo de Animais
(CEUA- UnirG), sob o protocolo numero 02/2017.

2.1 PREPARACOES DA POLPA E DO CHA

Foi utilizado o extrato da polpa e do cha das cascas dos frutos de P. granatum.
Inicialmente os frutos foram lavados, secos e em seguida abertos, sendo a polpa separada
das sementes do fruto. O extrato da polpa foi obtido por maceracdo e coagem e guardado
a temperatura de 6 °C até o momento da administracdo. As cascas da Roma foram
separadas e secadas em estufa por 48 horas a temperatura de 50 °C, em seguida moidas
em um moedor elétrico e armazenadas em sacos plasticos hermeticamente fechados em
temperatura ambiente até o dia das aplicacdes. Quantidade de 20 gramas foram colocados
em infusdo em 100 mL de agua destilada a 100 °C por 7 minutos, coado e armazenado a
6 °C. O extrato do fruto, o cha e o extrato mais o cha, foram administrados nos ferimentos

com conta-gotas (5 gotas), uma vez ao dia durante 3 dias.

2.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todos os ratos foram anestesiados com tiopental sodico (50 mg/kg, ThiopentaxR,
Cristalia) e induzidos os processos inflamatorios oriundos de feridas superficiais produzidos
nos dorsos por um tubo cilindrico de aco de base em formato de bisel circular de raio 1 cm.
A pele circular foi delicadamente retirada com auxilio de pinca e tesoura de ponta fina sob
foco luminoso de uma lente de aumento 8 x. O grupo controle-G1 foi tratado diariamente
durante 3 dias com 5 gotas de salina a 0,9 %. Os grupos experimentais foram tratados
diariamente, durante 3 dias, respectivamente, com 5 gotas de cha de roméa (grupo G2), 5

gotas de polpa de roma (grupo G3) e 5 gotas da mistura cha + roma (grupo G4).
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Ao final do 40 dia, todos os ratos foram anestesiados e, ap0s incisdo abdominal e
abertura em véu, foram inoculados pela veia hepética 0,3 mL de Azul de Evans (AE) 2,5 %
(AE, marca Vetec). Apos 15 minutos, as regides injuriadas pelo processo inflamatério foram
excisadas, cortadas ao meio, pesadas e, em uma metade o AE foi extraido com 4 mL de
formamida (Vetec) em tubo de ensaio. Decorridos 24 horas, leituras espectrofotométricas
dos sobrenadantes dos tubos foram realizadas no espectrofotémetro (marca Kasuaki®), no
comprimento de onda fixado em 640 nm e as absorbancias transformadas em quantidades
por uma curva padréo de AE. A outra metade da ferida excisada foi pesada em balanga
analitica e novamente pesada apds 24 horas em estufa a 60 OC. A diferenca de peso foi
considerada como quantidade de exsudacdo do processo inflamatério, expresso em
porcentual relativo. Todos os animais foram sacrificados na vigéncia da anestesia com
injecdo de 0,2 mL de KCI 1 M no coracgdo ap0s esternotomia e perfuracdo diafragmatica.

Durante a inoculacdo do AE pela via porta hepética, a adrenal esquerda foi
rapidamente excisada, dissecada e pesada numa balanca analitica com 3 digitos (Bel
Equipamentos Ltda). A adrenal foi macerada com 10 mL de &cido metafosforico (2,5 %,
Metaquimica) e, em seguida o extrato filtrado (papel de filtro qualitativo, Prolab). Um volume
de 2 mL do filtrado foi coletado com pipeta e misturado com mesmo volume de tampao-
acetato com solucdo corante 2,6-dicloroindofenol (Neon) e as absorbancias lidas no
comprimento de onda de 520 nm. Na curva padréo de acido ascoérbico foram determinadas
as concentracbes de acido ascorbico presentes nas adrenais e o conteldo de acido
ascorbico da adrenal (AAA) foram padronizados e expressos em g/100 mg adrenal/100 g
peso corporeo para fins de comparacao entre os ratos do grupo G1 tratados com salina e
0s ratos experimentais tratados com roma. Assim, o AAA expressou um indice que permitiu
mensurar o nivel de estresse dos animais em resposta ao processo inflamatério induzido e

de avaliar a hipétese do efeito adaptégeno atenuador de estresse da roma.

Foto 1 — Rato apds a indugéo do

rocesso inflamatdrio. Foto 2 — Rato do grupo G2 sendo tratado com

otas de cha de roma no ferimento.

Fonte: Producéo propria dos autores do )
estudo. Fonte: Producao prépria dos autores do

actiidn
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2.3 ANALISES DE DADOS

O teste paramétrico de escolha foi ANOVA inteiramente casualizado com diferente
namero de repeticdes, seguido pelo de Tukey para comparagbes mdultiplas e o nivel de
significancia foi fixado em 5 % (BioEstat-5.3). Desse modo, foram consideradas
significativas as diferencas entre as médias amostrais que apresentaram probabilidades de

ocorréncia menores que 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos dos parametros de interesse descritos na avaliacdo do
estresse em ratos do grupo G1-controle (salina) e dos grupos experimentais (G2 = cha, G3
= polpa e G4 = cha+polpa) encontram-se na Tabela 1. Os pesos das adrenais estdo
expressos em miligramas (mg) e a concentracdo de acido ascorbico da adrenal foi obtido
na curva padrédo e depois normalizado para 100 mg de peso da adrenal e por grama de
peso corporal individual dos ratos. Esse parametro foi designado como contetdo de acido

ascorbico da adrenal (AAA) e expresso em pg/100 mg/g de peso corporal.

Tabela 1 — Médias * desvio padrao de: Peso da adrenal (P, mg) e contetdo de &cido
ascorbico da adrenal (AAA, pug/100 mg/g) de ratos do grupo G1-controle (salina 0,9 %);
grupo G2 (cha de roma); grupo G3 (polpa de roma) e grupo G4 (cha + polpa de roma),
UnirG, Gurupi, TO, 2017.

Gl G2 G3 G4
P AAA P AAA P AAA P AAA
43,4 11,7 33,7 31,48 38,1 20,74 31,71 21,82
6,1 7,8 7,9 16,41 11,2 5,23 8,63 9,24

Fonte: Producéo prépria dos autores do estudo.

A Figura 1 mostra o gréfico de absorbancia versus concentracdo de &cido ascorbico
(quadruplicatas), que representou a curva padrao média utilizado para calcular os valores

de contetdo de AAA a partir das absorbancias obtidas nas amostras.
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Figura 1 — Curva média obtida de absorbancia versus concentragéo de &cido ascorbico. As absorbancias
obtidas das amostras foram inseridas na reta e determinado o contetdo de &cido ascérbico da adrenal
(AAA). A reta de regressao linear mostra um grau de ajuste dos pontos de 99,5 % (valor de R?).

A deplecédo de AAA observada nos ratos do grupo G1-controle (tratados com salina)
indica relevante grau de estresse (ARAD et al.,1985; CONTARTEZE et al., 2007). A andlise
estatistica confrontando as médias de AAA entre 0s grupos, sugere que a roma promoveu
uma acgao anti-estressora (F = 5,8; p = 0,005). Portanto, ha evidéncias de que a roma possa
atenuar o efeito estressor decorrente do processo inflamatério induzido pelas feridas,
caracterizando-se como uma planta medicinal candidata a ser classificada possuindo
Estudos histolégicos e morfoldégicos realizados

propriedade adaptégena. por

Pirbalouti et al (2010) mostram que houve reducdo do tamanho e o formato
da ferida precocemente e aumentou o volume de coldgeno em ratos tratados com o
extrato de Punica granatum, comparado ao do grupo controle. Apesar da utilizacédo
de metodologias diferentes, ambos ratificam a atuacéo da roméa na atenuacao do processo
inflamatério.

A diminuicédo do peso da adrenal sugere a ocorréncia de uma atrofia da mesma (F =
5,9; p < 0,01) nos animais tratados com romé&, o que corrobora o resultado do aumento
verificado no conteudo de AAA, possivelmente pela queda sérica de corticosterona
(principal glicocorticoide liberado pelo cortex das adrenais de roedores), confirmando uma
resposta anti-estresse promovida pela roma na diminuicao da atividade de feedback no eixo
hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HHA) (ANDERSEN et al.,, 2004; MOSTL et al.,, 2002;

DALLMAN, 1993). A atrofia das adrenais poderia ser explicada pela diminuicdo no nivel
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sérico do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) e, assim, diminuindo a intensidade da acao
trofica estimulante deste horménio na regido cortico-adrenal promotora do processo de
liberagcdo de hormodnios envolvidos no estresse (glicocorticoides, mineralocorticoides e
adrenalina).

A elevacdo de AAA, em resposta a acado anti-estresse promovida pela roma no eixo
HHA, atua em sinergismo com o efeito anti-estresse oxidativo propiciado pelo
fortalecimento do sistema de defesa enzimatico sugerido em estudos feitos por Haiyan Yan
et al (2015). Vinculado ao tema, observou-se em estudo envolvendo ratos com colite
ulcerativa induzido por acido acético, a acéo do acido L-ascorbico como agente redutor de
radicais livres advindos do dano oxidativo de lipideos e de lipoproteinas durante a
progresséo da colite ulcerativa e como antioxidante nos fluidos extracelulares, segundo
Zerin et al (2010).

Quanto as abordagens experimentais nos estudos dos aspectos relacionados a
permeabilidade capilar e da quantidade de exsudato das feridas induzidas nos ratos do
grupo G1 tratados com salina e dos grupos tratados com roma (cha, polpa e cha+polpa),
os resultados obtidos estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Médias + desvio padrao do peso relativo de exsudato (em %) das feridas cicatrizadas em ratos
do grupo controle-G1 (salina 0,9 %); G2 (cha de roma); G3 (polpa de roma); G4 (cha+polpa de roma), UnirG,
Gurupi, TO, 2017.

G1 - Controle G2 G3 G4
70,38 68,85 64,32 75,47
6,39 5,52 6,24 8,73

Fonte: Producéo propria dos autores do estudo.

Tabela 3 — Médias + desvio padrdo do indice de Permeabilidade Vascular do azul de Evans (IPV)
padronizada em pg/g de tecido das feridas cicatrizadas em ratos do grupo G1-controle (salina 0,9 %); G2
(cha de roma); G3 (polpa de roma); G4 (cha+polpa de roma), UnirG, Gurupi, TO, 2017.

G1 - Controle G2 G3 G4
62,8 12,8 20,8 19,7
28,7 3,4 8,3 9,6

Fonte: Producao prépria dos autores do estudo.

O indice de Permeabilidade Vascular (IPV) ao azul de Evans (AE), expresso em pg/g
de tecido das feridas cicatrizadas, foi determinado interpolando os dados de absorbancia
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das amostras na curva padrdao de AE apresentado na Figura 2, onde o coeficiente de

regressao linear € de 99,4 % o que outorga resultados fidedignos obtidos de IPV.

Abso;lz)ﬁn(‘ia y =0,0176 x - 0,0062
0,30 —
R2=0,9941 .

0,10 4

LI D D D D D D
0 2 4 6 8 10 12 14 18 20

azul de Evans (1ng/mL)

Fonte: Producéo propria dos autores do estudo.
Figura 2 — Curva padréo de azul de Evans. Coeficiente de regressao linear mostra um grau de ajuste
dos pontos a reta de 99,4 %.

Para a analise de dados do conteldo de exsudato das feridas, os resultados da
Tabela 2 ndo mostrou haver significancia (F = 2,7; P = 0,0677) entre as médias obtidas, ou
seja, 0 conteludo de exsudato foi igual em todas as condi¢cdes de tratamento delineadas
para este trabalho, embora a ANOVA aplicada aos dados de IPV ao AE mostre uma
significancia estatistica ao nivel de 5%, cujas médias encontram-se na Tabela 3 (F =9,8; P
=0,0011).

A significancia estatistica encontrada nos dados de IPV ao AE, corrobora os dados
obtidos por Maia et al (2015) que, com o método da nebulizacdo pulmonar de roma,
observaram uma reducdo da resposta inflamatoria pulmonar em fémeas de ratos
da espécie Rattus norvegicus.

O azul de Evans, também conhecido como T-1824, é uma substancia de peso
molecular 980,809 Dalton que, se inoculada intravenosamente, passa a interagir com as
albuminas plasmaticas pelos quais possuem uma forte afinidade (FREEDMAN e
JOHNSON, 1969). Assim, cerca de 95 % do AE permanece estanque no sistema

circulatorio e, em condi¢cdes normais, ndo extravasa para o intersticio tissular através dos
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poros do endotélio capilar, os quais oferecem alta resisténcia a passagem das albuminas
plasmaticas que possuem peso molecular de 65000 Dalton. Em condic¢@es fisiopatoldgicas
de processos inflamatorios, no entanto, ha intenso fluxo de exsudato do compartimento
plasmatico para o intersticio através das paredes capilares, devido a pressdo oncética
exercida pelas albuminas que carregam junto interligadas o AE (STEELE e WILHELM,
1966).

Considerando que o aumento da permeabilidade para as macromoléculas através
dos fenestras capilares ocorra em fases iniciais dos processos inflamatorios (GEHLEN et
al., 2004), pode-se observar que a quantidade de AE é maior nos ratos do grupo G1
(controle), uma vez que estes foram tratados com salina, um fluido in6cuo (Tabela 3). A
diminuicdo da IPV ao AE ligadas as macromoléculas verificadas nos grupos G2, G3 e G4,
ou seja, em ratos tratados com roma, evidencia, portanto, uma a¢ao anti-inflamatéria efetiva
da roma em feridas abertas na regido dorso costal de ratos.

azul de Evans
Lg/g tecido
100-

80+

604

20+~ | ' |
N s B B
C 2 G3 G4

Fonte: Producéo propria dos autores do estudo.
Figura 3 — Quantidade extravasada tecidual de azul de Evans nas feridas cicatrizadas retiradas de ratos
do grupo controle-G1 (C), G2, G3 e G4, tratados respectivamente com salina (0,9 %), cha de roma, polpa
de roma e cha+polpa de roma. UnirG, Gurupi, TO, 2017.

A Figura 3 ilustra os dados apresentados na Tabela 3 apenas para uma melhor
visualizagao, assim como para avaliar a magnitude da variabilidade, acuracidade e preciséo
da técnica por inoculacdo de AE via portal hepatica para a mensuracdo dos IPV em vasos

lesados que foi utilizado neste trabalho.
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A andlise estatistica dos dados da Tabela 2, ou seja, referentes aos pesos dos
exsudatos, em % relativa, nas feridas cicatrizadas em ratos do grupo G1 comparados aos
gue foram obtidos nos grupos G2, G3 e G4, ndo mostrou haver diferencas nas meédias
obtidas, um resultado que ndo acompanhou o que era esperado perante os obtidos com os
IPV ao AE, assim como ndo corrobora com o sinergismo (Local + Sistémico) dos efeitos
atenuantes observados no estudo histopatolégico de Nascimento Junior et al (2016). Uma
possivel explicacdo para este resultado pode ser atribuida a manipulacao e/ou a pesagem
dos tecidos, o qual apesar de usar balanca analitica, quando comparado a
espectrofotometria € de longe menor quanto a sua acuracidade e precisdo. Decorrente
disso, o0 teste ndo conseguiu detectar uma diferenca que poderia ser considerada
significativa, embora o valor de P = 0,0677 tenha ficado proximo do nivel de significancia
estabelecido para o teste (P = 0,05), fazendo-se necessario, por conseguinte, aumentar o
tamanho amostral para que uma diferenca minima possa ser detectada pelo teste

estatistico.
5. CONSIDERACOES FINAIS

Fundamentado no conjunto de evidéncias obtidas e apresentadas, pode-se concluir
gue a roma, nas suas multiplas formas de apresentacdo, possui acdo anti-inflamatéria em
feridas de pele, além de atenuar a resposta de estresse as lesfes induzidas, sendo,
portanto, uma planta medicinal candidata a ser classificada como fitoterdpica e com

propriedades adaptégenas.
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