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RESUMO

A epigenética abrange as alteracbes no genoma que sdo copiados de uma
geracao celular para a outra, as quais podem alterar a expressao do gene, mas que
ndo envolvem alteracdes na sequéncia primaria do DNA. Estas incluem mecanismos
de metilagdo do DNA, modificacdes de histonas e microRNAs n&o-codificante, que,
juntos, sdo responsaveis por regular a expressdo de genes, ndo sO durante a
diferenciacéo celular no desenvolvimento embrionario e fetal, mas também em toda
a vida. Esta revisdo resume a crescente evidéncia de que varios fatores da dieta

podem modificar as marcas epigenéticas.

1. INTRODUCAO

ApOs 0 sequenciamento do genoma humano, tornou-se evidente que
compostos presentes na dieta podiam, interagindo com outros fatores ambientais,
modificar o fendtipo resultante. A partir dai, a ciéncia da nutricdo tem se dedicado a
compreender e caracterizar estas interagcdes e 0S mecanismos pelos quais estas
ocorrem (Lieble, 2002; Simpson, 2003). Surgiu entdo a nutrigenémica que se baseia
no estudo das interacbes gene-nutriente que podem ocorrer de duas formas:
nutrientes e compostos bioativos dos alimentos que influenciam o funcionamento do
genoma, e variagdes no genoma que influenciam a forma pela qual o individuo
responde a dieta (Kaput et al., 2004; Kussmann et al., 2006).

Nutrigenética e nutrigenémica estdo definidas como a ciéncia do efeito da
variacdo genética na resposta a dieta e do papel de nutrientes e de compostos
bioativos em alimentos na expressao do gene, respectivamente (Simopoulos, 2010;
Ordovas et. al., 2004). A exploracdo das informacgdes e conhecimentos da genémica
funcional, juntamente com o avanco das tecnologias 6micas permite a aquisicao de
novos conhecimentos visando a obtencdo de uma melhor compreensdo das

interacdes gene-nutriente, dependentes do gendtipo, com o objetivo final de



desenvolver estratégias de nutricdo personalizadas para uma Otima saude e
prevencdo de doencas (Simopoulos, 2010; Ordovas et. al., 2004). Ha trés fatores
centrais que sustentam a nutrigenética e nutrigendmica como uma ciéncia
importante. Primeiro, ha grande diversidade no genoma herdado entre 0os grupos
étnicos e individuos que afetam a biodisponibilidade de nutrientes e 0 metabolismo.
Segundo, as pessoas diferem muito em sua disponibilidade de alimentos / nutrientes
e escolhas dependendo das diferencas de percepcdo cultural, econdmica,
geografica e gosto. Terceiro, desnutricdo (deficiéncia ou excesso) em si pode afetar
a expressao génica e a estabilidade do genoma; esta ultima levando a mutacdes na
sequencia do gene ou a nivel cromossdémico (Fenech et. al., 2011).

Mathers e colaboradores (2011), revisaram estudos muito importantes
levando em consideracdo as mudancas epigenéticas induzidas pela dieta e suas
implicagbes para a saude. Os efeitos da suplementacdo de acido folico e sua
relacdo com a metilacdo do DNA tém sido estudados por diferentes autores desde a
década de 90 do século passado (Cravo et al. 1994; Jacob et al., 1998; Rampersaud
et al., 2000).

Nutrientes e compostos bioativos dos alimentos desencadeiam efeitos
moleculares, benéficos ou ndo ao organismo, dependendo de quais genes
apresentam sua atividade alterada (Hirsh et al., 2005).

Doencas cronicas representam mais da metade das mortes no mundo e sao
responsaveis por uma crescente carga de doencas. Estilo de vida e dieta, além da
susceptibilidade genética, sdo os principais determinantes da obesidade e risco de
desenvolver estas doencas Whitlock et al., 2009). Os fatores de estilo de vida e dieta
interagem com a suscetibilidade genética determinando a influencia destes fatores
na saude. Ou seja, ha uma plasticidade fenotipica no contexto de um gendétipo fixo
(Mathers, 2002). Exposi¢cbes dietéticas podem trazer consequéncias anos ou até
décadas mais tarde, e isso levanta questbes sobre os mecanismos através dos
quais tais exposi¢cdes sdo “lembradas” e como elas resultam em risco de doencas
(Mathers et al., 2011).

O termo epigenética refere-se a todas as mudancas reversiveis e herdaveis
no genoma funcional que nao alteram a sequiéncia de nucleotideos do DNA. Inclui o
estudo de como os padrbes de expressao sdo passados para os descendentes;

como ocorre a mudanca de expressao espaco temporal de genes durante a



diferenciacdo de um tipo de célula e como fatores ambientais podem mudar a
maneira como 0s genes sao expressos (Fenech et al., 2011).

Mathers em 2008, propdés o conceito dos quatro ‘Rs’ (received, record,
remembered and revealed) da epigenética, no qual ele explica que as exposi¢cdes
dietéticas e ambientais sdo recebidas e registradas pelo genoma, as evidencias
dessas exposicdes sdo relembradas em todas as sucessivas geragfes de células e
as consequéncias sao reveladas como expressao alterada de genes, funcdo das
células e em ultimo caso o seu efeito na saude. As interacdes gene-nutriente sao,
em parte, responsaveis pela regulacdo dos processos metabdlicos que estdo
envolvidos na iniciagdo e desenvolvimento de condi¢cbes patologicas tais como a
obesidade e a sindrome metabdlica, doencas cardiovasculares, cancer e alteracoes
da resposta imune (Finnel et al., 2004, Grolleau-Julius et al., 2010).

As alteracdes epigenéticas podem ser induzidas através de trés mecanismos
bésicos (Gabory et al.2009). O primeiro seria a ativagao/inibicdo do mecanismo da
cromatina, o segundo seria a ativacdo de receptores nucleares por ligantes e o
terceiro a sinalizacdo em cascata do receptor da membrana.

Substratos exdgenos ou enddgenos apds entrada passiva ou ativa através da
membrana celular sofrem metabolismo celular especifico. Os folatos e metionina sao
0s precursores da biossintese de S-adenosil metionina (SAM), o principal doador
para a metilacio do DNA e histonas. Assim, os agentes que modulam o
metabolismo de carbono afetam diretamente os niveis de SAM podendo ter um
efeito sobre a programacéo epigenética (Vaissiere et al., 2009).

Alguns outros compostos se ligam especificamente a receptores nucleares
ativando diferentes eventos. Por exemplo, receptores de esterdides presentes no
citoplasma, ao serem ativados por seus ligantes, sofrem diversas modificacdes e séo
subsequentemente translocados para o ndcleo, onde se ligam ao seus elementos
responsivos, regulando a expressao de diferentes tipos de genes (Gronemeyer et
al., 2004).

Neste trabalho, propomo-nos a realizar uma revisdo da literatura cientifica
sobre os mecanismos das alteracdes causadas na metilagdo do DNA e modificagéo
de histonas, as quais definem a estrutura da cromatina permitindo a regulagéo

positiva ou repressao da expressao génica (Niculesco e Lupu, 2011).

2. METODOS



Foi realizada uma revisédo da literatura, sem restricdo de data nas bases de
dados SciELO, PubMed, Medline e ISI Web of Knowledge. As palavras-chave
utiizadas foram “epigenetics”, “DNA methylation”, *“histone modifications”,
“nutrigenetics” e nutrigenomics”. Foram utilizados artigos em inglés e portugués.
Para estabelecer os aspectos historicos do tema em questdo, foram incluidos
estudos in vivo, realizados em animais e humanos, independentemente dos

resultados terem sido positivos ou negativos.

3. RESULTADOS

Foram encontrados 37 artigos nas bases de dados consultadas que
abordavam algumas das palavras-chave utilizadas, e 32 atenderam aos critérios de
inclusdoma. Foram excluidos os artigos que abordavam pesquisas somente em

animais, ou que obtinham desfechos nao conclusivos.

3.1 Metilacdo do DNA

Como referido anteriormente, a epigenética é definida como o estudo das
modificacdes do DNA e de histonas que sdo herdaveis e ndo alteram a sequéncia de
bases do DNA. Enquanto as histonas podem sofrer metilagdo, fosforilagdo e
acetilacdo, na molécula de DNA, ocorre apenas metilacdo. Em termos gerais ha dois
mecanismos pelos quais os fatores dietéticos e nutricionais alteram a metilacdo do
DNA: a) alterando a atividade de enzimas envolvidas na metilacdo do DNA e, b)
alterando a disponibilidade de doadores metilicos. O mecanismo mais estudado
refere-se a influencia dos nutrientes sobre os grupos metil-carbono (Mathers et al.,
2011). A grande maioria das marcas de metilacdo em DNA estdo na posicao 5’ dos
residuos de citosina em que a citosina € seguida por um residuo de guanina da
posicdo 5’ para a 3’ (CpG) (Jones & Liang, 2009).

Ha crescente evidéncia de que os padrbes de metilacdo do DNA séo tecido
especifico (Ollikainen et al., 2010, Schneider et al., 2010). O epigenoma, entéo, é
dindmico e varia de célula para célula dentro de um mesmo organismo multicelular
(Szyf M, 2007). A adicao de um grupamento metil na citosina que geralmente
precede a uma guanina (dinucleotideo CpG), esta presente principalmente em
regides promotoras dos genes. Os doadores de radical metil sdo obtidos pela dieta e
sdo principalmente a metionina, seguido do folato, colina e vitamina Bl12. A

metilacdo de DNA participa da transcricdo génica, entre outras fungdes. Ela ocorre



guase exclusivamente em dinucleotideos CpG de células diferenciadas e tem uma
importante fungdo na regulacdo da expressao génica e no silenciamento de
elementos repetitivos no genoma (Morgan et al., 2004). Curiosamente, 0s
pesquisadores do primeiro epigenoma, recentemente sequenciado e publicado,
observaram que, em células embrionarias indiferenciadas, a porcentagem de
metilacdo em CpA, CpT ou CpC é alta e isso poderia estar relacionado com a
pluripoténcia dessas células (Lister R et al. 2009) .

A metilacdo do DNA controla varias funcdes do genoma, sendo essencial
durante a morfogénese para que ocorra desenvolvimento normal. Entre essas
funcdes, podem ser citadas: recombinagao durante a meiose, controle da replicagéo,
controle de DNAs “parasitas” que se inserem no genoma humano (ex.. DNA viral),
estabilizacdo e manutencéo da expressao génica, regulacéo da diferenciacao celular
e inativagcdo do cromossomo X. Entretanto, a aberragcdo no padrao de metilacdo do
promotor de um gene pode levar a perda de funcéo desse gene e ser muito mais
frequente do que a mutacdo genética (Ushijima et al., 2010). As aberractes
epigenéticas provocam sindromes (Prader-Willi, Angelman, Beckwith-Wiedemann,
Rett) e podem predispor ao cancer. Em tumores, alteracdes epigenéticas do tipo
hipermetilagdo sao mais frequentemente observadas do que hipometilacao.
Metilacdo em regides ricas em CG pode ocorrer em genes implicados com diferentes
funcdes durante o desenvolvimento do cancer, como supressao do tumor, reparo do
DNA (hMLH1 e MGMT), invasdo e metastase (CDH1, ECAD, TIMP1, TIMP2, TIMP3
e DAPK) (Hawes et al., 2010). Assim, padrOes alterados de metilacdo tém sido
identificados em diversos tipos de cancer.

Dado que a S-adenosilmetionina (SAM) € o doador para os grupos metil
utilizadas na metilacdo de residuos de citosina no DNA, fontes alimentares de
grupos metil, incluindo &cido folico, betaina, metionina, serina e colina, sdo
candidatos primarios como moduladores potenciais de metilagcdo do DNA. De forma
mais ampla, a disponibilidade de fatores dietéticos que influenciam o metabolismo
de composto de um carbono, incluindo vitaminas B que s&o co-enzimas do
metabolismo de um carbono (vitaminas B2, B6 e B12) sdo também moduladores da
metilacdo do DNA (Choi et al., 2009) (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema simplificado do metabolismo do folato envolvendo a sintese e a
metilacdo do DNA. A forma circulante do folato, 5-metiltetrahidrofolato (5- metilTHF), esta
envolvida na remetilacdo de homocisteina a metionina, que € precursora de S-adenosil-
metionina (SAM), o doador primario de grupos metil para a maioria das reacdes biolégicas
de metilacdo, incluindo do DNA. DHF, dihidrofolato; DHFR, dihidrofolato redutase; THF,
tetrahidrofolato; B6, viatmina B6; B12, viatmina B12; MTHFR, metilenotetrahidrofolato
redutase; MS, metionina sintase; SAM, sadenosil-metionina; DNMT, DNA metil transferase;
SAM, S-adenosil-metionina; dUMP, monofosfato de desoxiuridina; dTMP, monofosfato de
desoxitimidina; TS, timidina sintase (Freitas 2009).

Embora saibamos que alguns nutrientes e outros compostos alimentares
podem alterar os padroes de metilacdo DNA, pouco é conhecido sobre as doses
dietéticas ou a duracdo da exposi¢do que € necessaria para provocar mudangas em
marcas epigenéticas. Do ponto de vista etioldégico também € dificil separar os
efeitos de uma série de fatores de dieta e estilo de vida, uma vez que podem ser
interdependentes. Além disso, pode ser util considerar aglomerados de fatores de
risco uma vez que alguns fatores contribuem para o risco de véarias doencas
(Mathers et al., 2011). Por ultimo, o envolvimento de polimorfismos em genes do
metabolismo de doadores de grupos metil também podem estar relacionados aos
efeitos da exposicdo aos compostos dietéticos. Por isso mesmo € importante usar

essa compreensao para desenvolver e implementar intervencdes eficazes, como as



propostas pelo American Institute for Cancer Research (2007) nas areas de

alimentos, nutri¢céo e atividade fisica.

3.2 Modificacbes de Histonas

Dentro do nucleo, o DNA é embalado por sofisticada estrutura envolvendo em
torno de um octeto de proteinas globulares, conhecidos como histonas, que contém
duas copias de cada um dos quatro histonas centrais (H3, H4, H2A, H2B)
(Kouzarides, 2007) (Figura 2) . A cauda dessas histonas que se projetam a partir dos
ndcleos globulares acolhem as novas marcas epigenéticas na forma de modificacéo
pés-traducional de residuos especificos de aminoacidos, incluindo acetilacdo e
ubiquitinacdo de residuos de lisina, fosforilagdo de serinas, e metilacdo de lisina e
argininas (Berger, 2007). Existem mais de 100 distintas modificacbes pos-
traducionais de histonas (Kouzarides, 2007). Acredita-se que estas modificagcoes
individuais de histonas e / ou padrdes de modificagbes, costituem um coédigo da
histona (Jenuwein & Allis, 2001), que, em combinacdo com a metilacdo do DNA e a
presenca ou auséncia de mIiRNA especifico, regula a expressdo de genes

associados (Bernstein et ai. 2007).
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Figura 2 — Octeto de proteinas globulares. A estrutura do nucleo nucleosomal com
ganho (cruz) ou perda (rectangular) de acetilagdo principal (Ac) e metilacdo (Me) sobre
residuos especificos de histonas envolvidas no processo de CRC. As propriedades de
regulacdo destas marcas para cima (verde) ou para baixo (vermelho) sobre as histonas
modificadoras de proteinas (ovais) e expressao do gene associado ao tumor ou supressor
(extremidade superior) estdo indicados, juntamente com o efeito global de RGC32
desregulacao do gene ao longo da acetilagdo das histonas multiplas (parte inferior). CARML1,
co-ativador associado a arginina metiltransferase 1; CDO1, dioxigenase de cisteina, tipo |
gene; EZH2, potenciador de zeste homolog 2; G9A, lisina 9 (K9) de histona H3-
metiltransferase especifica; H1-4, 1-4 histonas ; HSPC105, desidrogenase de cadeia curta /
redutase familia 42E mem; K, lisina, 15-LOX-1, 15-lipoxigenase-1; LSD1, lisina especifica
demetilase 1; MAGEA3, melanoma antigénio associado a 3; MLL3, mielbide / linféide
leucemia 3; NH2, terminal amino; NDRG1, N-myc gene regulado a jusante 1; PIK3CB,
fosfatidilinositol-3-quinase, catalitica, beta polipéptido; PPARYy, receptor gama activado pelo
proliferador de peroxissoma; R, arginina; RGC32, gene de resposta ao complemento 32;
RIZ1, retinoblastoma proteina dedo de zinco-interagindo; SIRT1, sirtuin 1; SMYDS3, SET e
Mynd dominio contendo proteina 3; SUV39H1, histona-lisina N-metiltransferase; Wnt10B,

sem asas tipo MMTYV familiares sitio de integracdo 10B (Gargalionis et al 2012).

Este complexo de super-estrutura que se sobrepde a informacdo genética
primaria no DNA permite controle sofisticado da expressao do gene de acordo com a
localizac&o celular e tecidual, tempo e ambiente com consequéncias importantes
para as decisbes do destino da célula, tanto para desenvolvimento normal e
patologico (Jenuwein & Allis 2001) e para o envelhecimento (Mathers, 2006). Os
fatores alimentares podem alterar as modificacdes pos-traducionais de histonas que
causam alteracbes na estrutura da cromatina e assim influenciar a transcricao.
Como as caudas de histonas podem ser modificadas por metilacdo, acetilagéo,
fosforilac&o, ribosilagdo, ubiquitinagdo, e biotinilacdo, h4 muitas oportunidades para
os fatores nutricionais influenciarem as marcas de histonas. No geral, ha duas
formas principais pelas quais estas marcas de histona podem ser alteradas,
alterando a abundancia e / ou a eficAcia das enzimas responsaveis para a
modificacdo e alterando a disponibilidade do substrato da enzima. Véarias enzimas
sdo conhecidas por estarem envolvidas na modificagcdo de histonas; histona
acetiltransferases (HATS) e histonas metiltransferases (HMTs) que adicionam grupos

acetil e metil nas histonas, respectivamente, e os desacetilases de histona (HDACSs)



e demethilases de histonas (HDMS), que removem o0s grupos acetil e metil,
respectivamente (Mather et al., 2011).

Como modificagbes de histonas e metilacdo de DNA tém um papel
combinado na regulacdo da transcricdo, ndo € surpreendente que as influéncias
dietéticas que alteram uma destas marcas epigenéticas também podem afetar a
outra. Como exemplo disso, um aumento localizado na metilagdo do DNA em
resposta ao aumento de doadores metilicos na dieta podem atrair enzimas HDAC

levando a desacetilacdo secundaria das histonas (Mathers et al. 2011).

3.3 Evidéncias do envolvimento de compostos alimentares e estilo de vida com
mecanismos epigenéticos

Ma& nutricdo intra-uterina pode resultar em desenvolvimento inadequado de
tecidos especificos como por exemplo menor formacdo de néfrons e aumento do
risco de doenca renal crbnica durante a vida (Onis et al., 1998). Desnutricdo materna
pode reduzir o crescimento fetal e aumentar a probabilidade de baixo peso ao
nascer (Bhargava et al., 2004; Gluckman et al., 2008). Além dos efeitos adversos
sobre a sobrevivéncia, crescimento e capacidade fisica e mental, o retardo do
crescimento intra-uterino, especialmente quando seguido de maior adiposidade na
infancia, aumenta o risco de varias doencas cronicas. Aumentam cada vez mais as
evidéncias de que exitem janelas de tempo criticas, tais como no periodo intra-
uterino, durante o qual insultos nutricionais podem ter grande impacto sobre a saude
(revisto por Burdge & Lillycrop, 2010; Junien, 2006). Dada as grandes mudancas em
marcas epigenéticas que acompanham a diferenciacdo celular e tecidual no inicio do
desenvolvimento, supde-se que este seja um periodo durante o qual o epigenoma
pode ser especialmente plastico e assim mais suscetivel a modificacbes causadas
pela dieta e outros fatores ambientais (Mathers, 2002).

Dado o potencial dos fatores dietéticos em alterar a metilagdo do DNA tém se
estudado uma gama de nutrientes e compostos alimentares e sua influéncia na
metilacdo do DNA. Entretanto, existe pouca evidéncia de estudos em seres
humanos dos efeitos do fornecimento de doadores de grupos metil no estado de
metilacdo de sequéncias gendmicas especificas. Uma excecdo € o estudo recente
da Steegers-Theunissen e colaboradores (2009), que descobriu que a

suplementacdo periconcepcional materna com 400mg de acido folico por dia foi



associado com o aumento da metilagdo em alguns, mas nao todos, os locais de
CpG dentro da regiao diferencialmente metilada (DMR) do gene IGF2.

Estudos de metilacdo em cancer de cdlon, tém demonstardo que a
disponibilidade dietética de grupos doadores de metil pode ser importante
mecanismo associado com a progressdo do cancer. Em pacientes com cancer de
cOlon e adenoma, a suplementacdo com 10mg de &cido félico ao dia por seis meses
aumentou a metilacdo do DNA gendmico na mucosa retal (Cravo et al., 1994), e a
suplementacdo com 5mg de &cido folico ao dia durante trés meses aumentou
significativamente a metilagdo genomica da mucosa retal nos pacientes com um
adenoma (Cravo et al.,, 1998). Ja os pacientes com adenoma multiplo né&o
responderam da mesma forma a suplementacéo, indicando que a progressdo da
doenca (ou outro fatores ambientais) podem ter mais influéncia do que a
suplementacao de folato na determinagao da metilagdo do DNA.

Foi também observado que a suplementacdo de 400mg de &cido folico por dia
durante dez semanas em pacientes com polipos adenomatosos colorretais,
provocou um aumento de 31% na metilacdo do DNA genbmico em leucécitos
(Pufulete et al., 2005).

Em mulheres na pés-menopausa a deple¢cdo moderada de folato induzida por
uma dieta deficiente causou diminuicdo na metilacdo do DNA genémico em linfocitos
(Jacob et al., 1998) e em mulheres idosas a mesma abordagem causou diminui¢ao
na metilagdo de leucocitos (Rampersaud et al., 2000).

Uma das influéncias de estilo de vida mais estudados sobre padrdes
epigenéticos € o tabagismo, que tem sido mostrado como tendo associacdo com
padrdes especificos de hipermetilacdo de genes. Uma clara associacédo € observada
entre o tabagismo e céancer, exemplificado por cancer de pulméo, onde padrdes
epigenéticos perturbados sdo uma caracteristica comum (RASSF1A e MTHFR). Em
um contexto humano, tem sido demonstrado que o tabagismo tem uma forte
influéncia sobre os niveis de metilacio do DNA de genes especificamente
associados ao cancer (RASSF1A e MTHFR), embora essa relagcdo néo tenha sido
observada em todos os genes estudados (Vaissiere et al.,, 2009). Analises do
mecanismo envolvido mostraram que a exposi¢cdo ao fumo do cigarro resultou em
diminuicao da expressao de uma das enzimas DNA metiltransferases, a DNMT3Db.

Varios nutrientes e outros componentes da dieta tém sido relatados como

capazes de inibir as enzimas que modificam histonas. O butirato (acido carboxilico



de cadeia curta produzido no cdélon por bactérias de fermentacdo de fibras sollveis)
e polifendis da dieta (a partir, por exemplo, de alho, soja e canela) foram mostrados
como sendo inibidores de HDAC (Demary et al., 2001; Druesne et al.. 2004; Kida et
al., 2006; Rada-Iglesias et al., 2007; Wang et al., 2007; Link, et al., 2010), enquanto
que as enzimas HAT séo inibidas pelos polifendis do cha verde e de cobre (Kang et
al.; 2005; Lin et al.; 2005; Choi et al.; 2009). Pouco é conhecido sobre os efeitos dos
fatores dietéticos sobre as atividades das enzimas HMT e HDM, mas tem sido
relatado que EGCG (epigalocatequina galato) do cha verde inibe a HMT (histona
metiltranferase) (Balasubramanian et al.. 2010). Além disso, a atividade da HMT é
conhecida por ser reprimida pela reduzida disponibilidade de doadores metilicos na
dieta (Pogribny et al., 2007).

4. CONCLUSAO

Embora haja um crescente corpo de informac¢des descrevendo os efeitos de
alimentos especificos, nutrientes ou outros alimentos, substancias derivadas de
marcas epigenéticas e processos (revistas acima), grande parte desta é fendmeno
l6gico na natureza. H& uma necessidade de mais investigacdo para identificar os
fatores dietéticos que tém a maior influéncia sobre as marcas epigenéticas e
desenvolver uma compreensdo dos mecanismos atraves dos quais estas ocorrem. A
prioridade da investigacdo € a identificacdo dos estagios no curso de vida que sao
determinantes para essas influéncias da dieta. A maioria dos trabalhos até a data
tém se concentrado no desenvolvimento intra-uterino ou na vida pds-natal precoce,
mas é possivel que haja plasticidade ao longo da vida do epigenoma em resposta a

exposicdes alimentares e outros.
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