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Artigo de revisao

Composicao da peconha de serpente: acao das
metaloproteases, serinoproteases e sua aplicacao

farmacoldgica
Composition of the snake venom: action of metaloproteases,
serinoproteases and their pharmacological application

ABSTRACT

Snake venoms are secretions rich in enzymatic toxins (metalloproteinases,
serineproteinases,  phospholipases A2, L-amino acid oxidase,
phosphodiesterases, cholinesterases, hyaluronidases, ATPases, NAD
nucleosidases, catalases, aminotransferases and p-glucosaminidases) and
non-enzymatic (cardiotoxins, cytotoxins, vascular and neural growth
factors, C-type lectins, inhibitors and disintegrain peptides), synthesized
and stored in specific areas of the body, called salivary glands, and present
a specialized apparatus for inoculation of this substance aiding in
biological activities. It is important to highlight that this composition may
vary among snakes of the same species, since it has the influence of some
factors such as age, gender, and geographic region. This article aims to
review the composition of snake venom, the action of metallo and serine
proteinases already isolated, and its possible pharmacological application.
To this end, a qualitative review will be made, based on data from articles
on the subject in question.

RESUMO

As peconhas de serpentes sdo secre¢Oes ricas em toxinas enzimaticas
(metaloproteases, serinoproteases, fosfolipases A2, L-aminoacido oxidase,
fosfodiesterases, colinesterases, hialuronidases, ATPases, NAD
nucleosidases, catalases, aminotransferases e B-glucosaminidases) e néao
enzimaticas (cardiotoxinas, citotoxinas, fatores de crescimento vascular e
neural, lectinas tipo-C, inibidores e peptideos desintegrinas), sintetizadas
e armazenadas em areas especificas do corpo, chamadas de glandulas, e
apresentam um aparelho especializado para a inoculacdo dessa substancia
auxiliando nas atividades bioldgicas. E importante ressaltar que essa
composi¢do pode variar entre as serpentes da mesma espécie, uma vez
que, tem a influéncia de alguns fatores como: idade, sexo e regido
geografica. O presente artigo tem por objetivo revisar sobre a composi¢édo
da peconha de serpentes, acdo das metalo e serinoproteases ja isoladas, e a
sua possivel aplicagdo farmacoldgica. Para tanto, sera feita uma revisao, de
natureza qualitativa, com base em dados de artigos sobre a tematica em
questao.
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INTRODUGAO

As peconhas das serpentes possuem relevancia por
serem 0s mais complexos de todos 0s venenos naturais,
apresentando uma grande variedade de proteinas e
peptideos, sendo produzidas em glandulas especializadas
capazes de sintetizar e secretar uma grande quantidade de
substancias biologicamente ativas, possibilitando a
captacdo de presas, na defesa contra predadores ou
agressores, a paralisar e matar suas vitimas, exercendo suas
atividades bioldgicas e fisiopatologicas de forma
sinérgicas. A toxicidade presente no veneno deve-se a
presenca de diversas proteases, neurotoxinas, citotoxinas,
cardiotoxinas. Além disso, compostos organicos e
inorganicos, inibidores enzimaticos, peptideos
potencializador de bradicinina, fatores de crescimento
nervoso, lectinas, desintegrinas (MATSUI et al., 2000;
ULRICH et al., 2008; WAHEED et al., 2017).

Dentre os diversos componentes dos venenos de
serpentes da familia Viperidae, destacam-se as enzimas
proteoliticas: serinoproteases (Snake venom
serineproteinases -SVSP’s) e as metaloproteases (Snake
Venom Metalloproteinases - SVMP ’s). Essas proteases tém
sido alvos de estudos e de interesses particulares, pois estdo
diretamente relacionadas, de forma isolada e/ou sinérgica,
com um amplo aspecto do envenenamento ofidico que
envolvem principalmente desordens relacionadas com o
sistema hemostatico, agregacdo plaquetaria e adesdo
celular. Portanto, podemos inferir que estas substancias
enzimaticas estdo relacionadas com diversos eventos da
fisiopatologia do envenenamento ofidico, principalmente
no que se refere a coagulagdo sanguinea (ESCALANTE et
al., 2006; ESCALANTE et al., 2011; SAJEVIC, et al.,
2011). As primeiras atuam em processos fisiolégicos como:
agregacdo plaquetaria, coagulagdo sanguinea, fibrindlise,
adesdo celular, alteragdo da pressdo sanguinea e sistema
nervoso; e em processos patoldgicos. No caso das
serpentes, sd0 toxinas presentes no seu veneno,
denominadas SVSP (shake venom serineproteinases).
Essas enzimas sdo caracterizadas estruturalmente por
apresentarem a triade catalitica (formada pelos
aminoacidos ASP-HIS-SER). Ha diferencas na triade em
outras familias, estando sempre o residuo do aminoacido
serina (Ser) conservado (SERRANO & MAROUN, 2005).
A maioria das SVSP é um grupo de enzimas
terapeuticamente importantes por apresentarem
especificidade sobre o fibrinogénio plasmético similar a
trombina e por referida atividade bioldgica, sendo
denominadas enzimas ‘“thrombin-like” sem, no entanto,
ativar o fator XIII; com isso, induzem a formacdo do
codgulo “frouxo” de fibrina que pode ser facilmente
removido da circulacdo sanguinea, tanto pela acdo da
fibrindlise, quanto por via do sistema reticulo endotelial.
Portanto essas enzimas tém um foco de aplicacdo
terapéutica para com desordens tromboéticas (LARRECHE
et al., 2008; SAJEVIC, et al., 2011)

As SVMP’s (snake venom metalloproteinases) podem
representar, em alguns casos, cerca de 40-50% das enzimas
proteoliticas ativas em composicdo das peconhas ofidicas,
principalmente no que se refere as pegonhas das serpentes
da familia Viperidae. As SVMP sdo membros do clan
Metzincin, portanto sdo zinco dependentes. Elas contém
um motivo conhecido como Met-turn que apresenta uma
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metionina (B-turn) em sua estrutura terciaria, que se liga ao
sitio catalitico de zinco (HExxXHxxGxxH.....M), juntamente
com as proteinas reprodutivas de mamiferos as ADMA (A
Disintegrin and Metalloproteinases), que s&o membros da
subfamilia Reprolisinas. As SVMP sdo sintetizadas como
pré-enzimas (zimogénios) na glandula especializada e,
quando processados, liberam um peptideo cuja sequéncia
conservada (PKMCGVT) encontra-se ligado ao ion zinco,
inibindo a sua atividade catalitica, sendo o mecanismo
conhecido como "Cysteine switch" (GRAMS et al., 1993;
BJARNASON & FOX, 1995; JIA et al., 1996; MATSUI et
al., 2000; FOX & SERRANO, 2005; WANG et al., 2005;
RAMOS & SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; FONSECA,
2010; GOMES, 2013). Sua area de atuacdo pode ser a
interagdo com receptores especificos, como integrinas da
superficie de plaquetas, células endoteliais, degradacédo de
fatores da cascata de coagulacdo, tais como fibrinogénio,
Fator X, Fator V, entre outros, apresentando assim uma
interferéncia direta na hemostasia; além de alta
especificidade sobre componentes da membrana basal e
fibroblastos. Podem, também, ser responsdveis por reagdes
fisiopatoldgicas, por exemplo, inflamacdo, inibicdo da
agregacdo plaquetaria, apoptose e hemorragias. Faz-se
importante salientar que nem todas as metaloproteases sdo
hemorrdgicas (FONSECA, 2010; GOMES, 2013;
MAMEDE, 2015).

Ao longo do tempo, o estudo dos componentes
presentes na pegonha de serpentes tem sido alvo de muitas
pesquisas voltadas para a descoberta de substancias
farmacologicamente ativas. Em uma recente pesquisa
realizada no site (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed),
encontrou-se somente, na Ultima década, mais de 4.000
publicacdes relacionadas com as toxinas provenientes das
peconhas de serpentes. Isso porque essas peconhas
possuem uma grande variabilidade de proteinas e peptideos
biologicamente ativos, que despertam interesse tanto no
que diz respeito ao conhecimento da sua participa¢do na
fisiopatologia do envenenamento, bem como em uma
possivel aplicacdo terapéutica para alguns de seus
componentes isolados, contribuindo no desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos (GOMES, 2013).

No que se refere a diversidade de proteinas e peptideos
em pegonha de serpentes, sendo alvo de uma série de
estudos, destacando sobre as diversas pesquisas e
publicacbes em revistas de Toxicologia e Farmacologia,
este trabalho tem como objetivo uma revisdo da sua
composicdo, acdo das metaloproteases e serinoproteases,
bem como sua aplicagdo farmacoldgica.

DESENVOLVIMENTO
Composicao das pegonhas das serpentes

A peconha das serpentes é produzida em glandulas,
que certamente sofreram mudancas morfoldgicas de outras
glandulas salivares da familia dos répteis. Essas glandulas
sdo de fundamental importancia, pois auxiliam no processo
de lubrificacdo e digestdo dos alimentos. Contudo, ao longo
do processo evolutivo, passaram a ter funcdo de defesa
contra predadores. Sendo assim, a pegonha de serpentes
possui um aparato bioldgico de grande interesse cientifico,
devido a variabilidade de alto potencial farmacoldgico
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(RAMOS & SELISTRE-DE-ARAUJO,
ESCALANTE et al., 2011; SAJEVIC, et al., 2011).

Aproximadamente, 90% do peso seco da maioria dos
venenos consistem em material proteico (BIEBER, 1979).
Representado por uma mistura de proteinas com atividade
catalitica como acetilcolinesterases, fosfolipases Ao,
catalases, hialuronidases, aminotrasferases, ADPases,
ATPases, L-aminoéacido oxidades, proteases:
metaloproteases e serinoproteases, e sem atividade
catalitica como inibidores enzimaéticos, desintegrinas,
ativador de Proteina C, fatores de crescimento, inibidores
do complexo protrombina, precursores de peptideos
bioativos, lectinas. Além de peptideos, os compostos
organicos com baixo peso molecular também fazem parte
da composicdo do veneno como aminoacidos, aminas
biogénicas, carboidratos, citrato e nucleotideos, os ions
inorganicos, tais como, célcio, cobalto, magnésio,
manganés, ferro, zinco, sodio, fosforo, assim como os
inibidores enzimaticos (RAMOS & SELISTE-DE-
ARAUJO, 2006).

A variabilidade da pegonha das serpentes ocorre a niveis
interfamiliar, intergénero, interespécie e intraespécie;
devendo ser consideradas também variacGes individuais,
tendo como pardmetros a idade, sazonalidade, dieta,
habitat, dimorfismo sexual, regido geografica e
variabilidade genética (CHIPPAUX et al, 1991).

Dentre os diversos componentes da peconha de
serpente, as serinoproteases e metaloproteases sdo as
principais enzimas proteoliticas, tendo como alvo
preferencial o sistema hemostatico humano e de muitos
outros mamiferos.

As serinoproteases, em geral, possuem a capacidade de
degradar fibrinogénio e fibrina (enzimas fibrina
(ogen)oliticas), mas ndo sdo suscetiveis a hirudina ou
heparina e, talvez, aos inibidores enddgenos da serina-
proteases, formando coagulos anormais de fibrina. Além
disso, ativam especificamente o fator de coagulagdo V,
proteina C, plasminogénio ou plaquetas e desempenham
atividade semelhante & calicreina, liberando bradicinina
hipotensora. Em contrapartida, sdo incapazes de ativar o
Fator XIII e, portanto, forma um coagulo end6geno fraco e
com facilidade de ser removido.

As metaloproteases, que também possuem atividades
fibrina(ogen)oliticas, apresentam a capacidade de degradar
a membrana basal, fazendo com que ocorra o
extravasamento sanguineo (no caso das hemorragicas),
sendo capazes de ativar o fator de coagulacdo X, receptores
de membrana plaquetéria ou fator de von Willebrand. Essas
enzimas sdo formadas por estruturas quiméricas compostas
por varios dominios, sendo um deles o dominio
metaloproteinase e, em adicdo, os dominios desintegrina,
similar-desintegrina, rico em Cys e do tipo lectina; por tais
diversidades de dominio essas enzimas sdo subdivididas
em classes e subclasses. Elas interagem com integrinas do
sistema celular, promovendo a ruptura da agregacdo
celular, tornando, assim, alvo na utilizacdo de tratamento
neoplasicos (MATSUI et al., 2000; ESCALANTE et al.,
2006; RAMOS & SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; FOX &
SERRANO; 2008; BALDO et al., 2010; ESCALANTE et
al., 2011; SAJEVIC, et al., 2011).

2006;

SERINOPROTEASES
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As proteases da serina sdo indispensaveis em todas as
células vivas por desempenharem diversas fungdes vitais,
além de serem enzimas catalisadoras de degradacdo de
proteinas por hidrélise de ligagBes peptidicas. Por outro
lado, estdo associadas a algumas doencas do organismo
humano, podendo ser citadas as doencas cardiovasculares,
Alzheimer, alguns canceres, doengas autoimunes,
inflamacdo e  hipertensdo  (COUGHLIN,  2000;
HEDSTROM, 2002a; NEURATH, 1984 apud LIMA,
2017).

A quimotripsina, tripsina, elastase e subtilisina sédo
as proteases mais estudadas entre as proteases de serina,
provenientes de mamiferos, as quais sdo cerca de um tergo
entre elas. Outra forma de classificagdo, inclusa entre a
supracitada, é a divisdo entre duas grandes familias: a
familia em que se encontra inclusa a tripsina -
quimotripsina e a familia da subtilisina, memorando a
existéncia de outras familias. As caracteristicas levadas em
consideragcdo para a classificagdo sdo as sequéncias
homélogas de aminoacidos, bem como a similaridade em
sua geometria tridimensional (LIMA, 2017).

Para uma melhor classificagdo, é possivel observar que
as proteases da serina possuem como caracteristica a
presenca do residuo serina em seu sitio ativo. A
quimotripsina e a subtilisina, por exemplo, possuem uma
triade catalitica ASP-HIS-SER; j& outras familias,
apresentam triades e diades diferenciadas (visto as
diferentes origens evolutivas), de forma que o residuo
serina (SER) sempre esteja presente.

H& mais de 30 anos, a analise estrutural e as acdes das
proteases da serina, bem como o modo em que elas
ocorrem, vém despertando interesse e sendo objeto de
estudo. Dentre as diversas formas de estudos e
experimentos que podem ser feitos em laborat6rios, as mais
utilizadas, nesses casos, sdo técnicas de difracdo de Raio-
X, difracdo de néutrons e RMN de proteinas, cuja aplica¢éo
permitiu observar detalhes estruturais dessa classe de
proteinas (LIMA, 2017). A partir da estrutura
tridimensional da quimotripsina, estudada através do
método de difragdo de Raio-X realizado por David Blow,
foi possivel observar aspectos importantes sobre os
residuos anteriormente citados. O acido aspartico liga-se
com a histidina, através de ligacbes de hidrogénio, da
mesma forma que a histidina se liga a serina. A
quimotripsina, subtilisina e a carboxilase C apresentam, em
comum, a serina, acido aspartico e histidina, formando uma
triade catalitica, permitindo uma similaridade no
mecanismo de reacdo proteolitica. Na triade, ha o
nucledfilo, eletréfilo e a base, sendo eles a serina, o
aspartato e a histidina, respectivamente. (YONAMINE,
2007).

METALOPROTEASES

As SVMP (Snake Venom Metalloproteinases) sdo
enzimas que estdo classificadas na superfamilia a qual
depende da presenca de =zinco, chamada: “zinco-
metaloproteases”. O que define a divisdo dela, por sua vez,
é a estrutura primaria de seus sitios cataliticos, sendo as
principais  divisdes em:  zincinas, interzincinas,
carboxipeptidades e DD carboxipeptidases. Ha ainda outra
subdivisdo no grupo das zincinas, entre eles estd o
subgrupo das gluzincinas e metzincinas. O primeiro
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apresenta caracteristicas cuja definigdo é possuir a terceira
histidina ligante de zinco seguida por &cido glutamico;
enquanto, no segundo, o terceiro ligante de zinco é a
histidina (COMINETTE, 2004; GOMES, 2013). O ultimo
grupo é dividido em astacinas, serralisinas, matrixinas e
reprosinas, no qual as SVMP estdo inclusas por possuirem
um residuo de acido aspartico, apds a terceira histidina
ligante de zinco.

Ademais, sdo filogeneticamente relacionadas as
proteinas ADAM (proteinas reprodutivas de mamiferos e
ADAMTS), pertencendo a subfamilia “reprolysins”. A
razao pela qual sdo classificadas em familias diferentes esta
relacionada a diferenca nos seus dominios nao cataliticos,
uma vez que apresentam sitios cataliticos similares. As
SVMPs e ADAMS constituem o cla M12B de
metaloendopeptidases. Essa familia de enzimas possui
regides caracteristicas de ligagdo do zinco, semelhante ao
seu dominio catalitico, caracterizado pela sequéncia de
HEBXHXBGBXH (RAMOS & SELISTRE-DE-ARAUJO,
2006; TAKEDA et al. 2011; GOMES, 2013).

As SVMP que apresentam agdo hemorrdgicas locais,
uma vez gque degradam os componentes da membrana basal
e as proteinas de adesdo, levam ao extravasamento
sanguineo, devido ao enfraquecimento da parede capilar.
Além disso, as células endoteliais estdo sujeitas a for¢a do
fluxo sanguineo, contribuindo ainda mais para a ruptura da
parede capilar (GUTIERREZ at al., 2005; BALDO et al.,
2010).

As SVMP sdo responsaveis pela atividade hemorragica
caracteristica dos venenos de serpentes viperideo,
interferindo no sistema hemostéatico, facilitando a perda de
sangue pela vasculatura da presa. Além de possuir
atividades  fibrinogenoliticas, fibrinolitica, apoptética,
ativadora de protrombina, de fator X e inibidor da
agregacdo plaquetdria (FOX & SERRANO 2005;
GUTIERREZ et al., 2005, TAKEDA et al., 2011;
WAMHEED et al., 2017).

Aplicacbes farmacolégicas das serinoproteases e
metaloproteases da pegonha de serpente

O despertar cientifico pelas serpentes e suas pegonhas
transcendem dos contos mitoldgicos e folcléricos populares
para as bancadas cientificas. Ao longo dos tempos, as
pesquisas sofisticadas sobre a composi¢do das peconhas
das serpentes, sua purificagdo, sequenciamento para analise
da estrutura tridimensional e andlise da acdo fisioldgica
destas substancias isoladas vem despertando interesse da
farmacologia no intuito de elaboragdo de modelo molecular
para novos farmacos. Um marco neste conceito e olhar
cientifico para os componentes das peconhas de serpente
foi a descoberta, na década de 60, do fator potencializador
de bradicinina proveniente da peconha de Bothrops
jararaca por Ferreira e Rocha, uma pré-droga que deu
origem ao farmaco anti-hipertensivos Captopril®, o
primeiro inibidor do sitio ativo da ECA e um dos farmacos
mais utilizados no tratamento de hipertensao e insuficiéncia
cardiaca (BENOWITZ, 2003; ULRICH et al., 2008).

A batroxobina (Defibrase®) é uma serinoprotease
isolada da peconha de serpentes de Bothrops atrox moojeni
com acdo tipica, similar a trombina, tendo como efeito
desfibrogenante. Esta associada com a reducdo dos niveis
de fibrinogénio no plasma e o melhoramento da
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anticoagulacao e fibrinolise. A enzima tem sido usada no
tratamento de varias doengas tromboticas, incluindo a
trombose venosa profunda, enfarte do miocardio, embolia
pulmonar, acidente vascular cerebral isquémico e aguda
(ZHANG et al., 2011; WAHEED et al., 2017). A
batroxobina, quando injetada de forma intravenosa, no
intervalo de trés meses apds o aparecimento dos sintomas,
mostrou resultados positivos, uma vez que o nivel de
fibrinogénio no plasma diminiu significamente no controle
de hiperfibrinogenemia em pacientes com acidente vascular
cerebral. (XU et al., 2007).

A Ancrod (Viprinex®) é outra serinoprotease com
atividade similar a trombina isolada da peconha de
Calloselasma rhodostoma, atua como agente desfibrinante,
agindo na anticoagulacdo, reducdo da viscosidade do
sangue e fibrinolise indireta, sendo indicada inicialmente
para o tratamento de AVC isquémico agudo, e a sua
eficiéncia e seguranca vem sendo avaliada nos dltimos
anos. Quando na fase estagio Il de testes clinicos em
pacientes com isquemia, a Acrod foi reprovada, sendo
assim, ndo é mais produzida para uso em humanos com
distrbios da coagulagdo sanguinea (LEVY et al., 2009).

A giroxina é uma serinoprotease trombina-similar
isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus, sendo
hoje empregada como um selante de fibrina. Esta ndo
proporciona nenhuma transmisséo de doengas infecciosas e
é utilizada em diferentes &reas de cirurgia, especialmente
cardiovascular e toracica para parar ou controlar o
sangramento ou fornecer ar e impermeabilidade aos fluidos
em muitas situacbes cirdrgicas (RADOSEVICH et
al.,1997). Além disso, o selante de fibrina diminui o tempo
cirtrgico, melhora a recuperagdo pos-operatoria e €
altamente adesivo, podendo ser usado como um adjuvante
em procedimentos de sutura convencionais e administracéo
de medicamentos (BARROS et al., 2009).

Do mesmo modo, as metaloproteases presentes em
peconhas de diversas serpentes apresentam atividades
farmacoldgicas de interesse médico-cientifico, pois
possuem atividade fibrinogenolitica, que sdo aplicadas no
tratamento de tromboses, no qual atua no processo
conhecido como trombdlise. Sdo exemplos, as
metaloproteases da classe P-I que apresentaram bons
resultados preliminares na degradacdo do fibrinogénio
plasmatico e, portanto, podem ser fogo de utilizagdo como
modelo molecular para novos farmacos; BJ-P12 de B.
Jararaca; Batroxase de B. Atrox; BleucMP de B. leucurus;
dentre outras (GOMES, 2013; SANTOS et al., 2016)

Estas SVMP sdo chamadas de enzimas
fibrinogenoliticas, porque provocam a diminuigdo do nivel
plasmético do fibrinogénio ou solubilizam os coagulos de
fibrina, causando assim uma desfibrin(ogen)acdo e, por
consequéncia, tornando o sangue mais fluido e aumentando
o tempo de coagulacdo. (ESCALANTE, etal; SANTOS et
al., 2016).

As enzimas possuem a capacidade de clivar cadeias,
entre elas, é possivel clivar na extremidade C-terminal da
cadeia Aa — produzindo fibrinogénio truncado, incapaz de
formar codgulos de fibrina estavel, o que inibe a intensa
coagulacdo do sangue — podem clivar parcialmente e/ou
integralmente a cadeia Bf, mas sdo incapazes de atingir a
cadeia vy, classificando-se, assim como preferencialmente
a-fibrinogenases (CAVALCANTE et al., 2018).

Uma pesquisa realizada pela professora Thereza
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Christina Barja-Fidalgo e colaboradores demonstrou que
desintegrinas purificadas do veneno de serpentes como a
Bothrops jararaca, a Agkistrodon rhodostoma e a
Trimeresurus flavoviridis também apresentaram
propriedades as quais podem ser utilizadas no &mbito
farmacoldgico. Foi constatado que essas desintegrinas sdo
capazes de impedir as células cancerosas de interagirem
com as integrinas, ndo permitindo sua associacdo as
proteinas de matriz extracelular e propria migracéo
tumoral, consequentemente, reduzindo a capacidade de
ativacdo, proliferacdo, migracdo e tempo de sobrevivéncia
das células de um tipo de melanoma (cancer de pele com
grande capacidade de formar metastases) (COELHO et al.,
1999).

CONSIDERAGCOES FINAIS

O desenvolvimento do presente artigo possibilitou a
selecdo de parte das obras bibliogréficas as quais
contribuem de grande forma para o entendimento sobre a
peconha de serpente, dando énfase a sua composicdo e
destacando as enzimas proteoliticas: serinoproteases e
metaloproteases. Permitiu, também, uma breve revisao
sobre as acdes fisiologicas e aplicagdes farmacoldgicas das
substancias supracitadas, com o intuito de contribuir para o
tratamento de pacientes com patologias, em sua maioria,
sanguineas. Ao mesmo tempo, torna-se necessario salientar
que o desenvolvimento e moderniza¢doo tecnoldgica das
pesquisas cientificas com as peconhas, suas substancias
ativas e acgdo fisiopatoldgicas, vém avancando com a
aplicacdo de novas técnicas, de nodo que essas substancias
possam servir de modelo molecular na elaboracdo de
farmacos a serem utilizados em diversas patologias.
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