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RESUMO 

 

A leishmaniose é endêmica ao redor do mundo, que afeta mais de 12 milhões de pessoas 

mundialmente e apresenta alta endemicidade, morbidade e mortalidade em populações da 

África, Ásia e América Latina. Os parasitas do gênero Leishmania alternam entre duas 

formas: promastigotas, encontradas no trato digestivo do vetor flebotomíneo e as formas 

amastigotas, as quais são parasitas intracelulares obrigatórios de macrófagos e, raramente, de 

outros tipos celulares. No presente estudo será realizada avaliação da ação leishmanicida de 

Cróton lechleri comercializado frente a forma promastigota de L. amazonensis, que é uma 

espécie causadora de Leishmaniose Tegumentar Americana. Os experimentos serão 

conduzidos nos laboratórios do Instituto de educação, Agricultura e Ambiente da 

Universidade Federal do Amazonas (IEAA/UFAM). No laboratório de química será realizada 

a preparação do meio de cultura em conjunto com os demais laboratórios de Biologia e 

Agronomia. Os ensaios biológicos serão realizados no laboratório de ciências biológicas. O 

látex de Cróton lechleri foram adquiridos através de compras destes produtos comercializados 

mediante entrevista. A atividade leishmanicida do látex será avaliada pela inibição do 

crescimento de formas promastigotas após 24, 48, 72, 96 e 120 h de incubação a 24 ºC, pela 

contagem do número total de promastigotas vivas, levando-se em consideração a motilidade 

flagelar, utilizando-se câmara de Neubauer e microscópio ótico de luz comum. A curva de 

crescimento de L. amazonensis não apresentou diferenças significativas no crescimento 

parasitário entre os grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO e os grupos tratados 

com todas as concentrações testadas.  
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ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is endemic around the world, affecting more than 12 million people worldwide 

and is highly endemic, morbidity and mortality in populations of Africa, Asia and Latin 

America. The genus Leishmania parasites alternate between two ways: promastigotes, found 

in the digestive tract of the sandfly vector, and amastigotes, which are obligate intracellular 

parasites of macrophages and, rarely, other cell types. In this study will be held evaluating the 

action leishmanicidal of Croton lechleri marketed across the promastigote form of L. 

amazonensis, which is a kind causing American Cutaneous Leishmaniasis. The experiments 

will be conducted in the laboratories of the Institute of Education, Agriculture and 

Environment of the Federal University of Amazonas (IEAA / UFAM). In chemistry lab 

preparation of the culture medium will be held in conjunction with the rest of Agronomy and 

Biology laboratories. The biological tests will be carried out in the laboratory of biological 

sciences. The latex of Croton lechleri were acquired through purchases of these products 

marketed by interview. The latex leishmanicidal activity is assessed by inhibition of 

promastigote growth after 24, 48, 72, 96 and 120 h incubation at 24 ° C, by the total number 

of living promastigote count, taking into account the flagellar motility using If Neubauer 

chamber and optical microscope ordinary light. L. amazonensis growth curve showed no 

significant differences in parasite growth between the control untreated and treated with 

DMSO and treated groups all concentrations tested. 
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1. INTRODUÇÃO 

A leishmaniose é endêmica ao redor do mundo, que afeta mais de 12 milhões de 

pessoas mundialmente e apresenta alta endemicidade, morbidade e mortalidade em 

populações da África, Ásia e América Latina (WHO, 2002).  

Os parasitas do gênero Leishmania alternam entre duas formas: promastigotas, 

encontradas no trato digestivo do vetor flebotomíneo e as formas amastigotas, as quais são 

parasitas intracelulares obrigatórios de macrófagos e, raramente, de outros tipos celulares 

(RODRIGUES et al., 2006). 

Considerando as dificuldades de tratamento e a ausência de vacinas, há urgência na 

busca de novas drogas terapêuticas dentre as quais se incluem os fitoterápicos (CARVALHO 

& FERREIRA, 2001).  

Na Amazônia, existem inúmeras espécies de plantas que possuem propriedades 

medicinais (OSAKADA, 2009). A família Euphorbiaceae é umas das maiores das 

Angiospermae, com cerca de 300 gêneros e aproximadamente 7.500 espécies, dentre suas 

espécies se destaca a espécie Cróton lechleri.  

A C. lechleri é utilizada como planta medicinal há séculos pelas comunidades 

indígenas da Amazônia, com fins terapêuticos para a cura de diversas enfermidades. Sua 

casca produz um látex viscoso cor de sangue, conhecido por este motivo como sangue-de-

dragão. A planta apresenta também outros nomes vernaculares como sangra d’água, sangue 

de água, sangue de pau (SMITH, 2006; ZEVALLOS-POLLITO & TOMAZELLO, 2007). 

Muitos efeitos farmacológicos da C. lechleri foram descritos na literatura, dentre estes 

efeitos estão a atividade cicatrizante, analgésica bucal, antidiarréica, anticâncer, 

antiinflamatória e antibacteriana (CHEN et al., 1994; PIETERS et al., 1995; GABRIEL et al., 

1999; HOLODNIY et al., 1999; MILLER et al., 2000; GURGEL et al., 2001; ZEVALLOS-

POLLITO & TOMAZELLO, 2007). 

No presente estudo será realizado avaliação da ação leishmanicida in vitro do látex 

comercializado da espécie Cróton lechleri frente a formas promastigotas de L. amazonensis, 

que é uma das espécies causadoras de Leishmaniose Tegumentar Americana. 

  



8 
 

2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar as propriedades do látex de Cróton lechleri comercializado no sul da 

Amazônia brasileira, contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar o efeito leishmanicida in vitro do látex comercializado de Cróton 

lechleri em formas promastigotas de L. amazonensis. 

 Determinação da concentração inibitória do crescimento parasitário (IC50) na 

presença do látex comercializado de Cróton lechleri. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 LEISHMANIOSE 

A Leishmaniose é uma doença causada por pelo menos 17 espécies de protozoários do 

gênero Leishmania (CROFT E COOMBS, 2003). De acordo com as características clínicas e 

epidemiológicas da doença, as espécies são classificadas em dois sub-gêneros Leishmania e 

Viannia. O gênero Leishmania compreende protozoários parasitos digenéticos da ordem 

kinetoplastida, família Trypanosomatidae (SHAW, 1994). 

Os aspectos das leishmanioses variam ainda conforme região geográfica, 

provavelmente indicando interação entre propriedades dos parasitos locais, biologia dos 

vetores presentes na área e fatores da população (MURRAY et al., 2005). A evolução da 

disseminação desta zoonose não se deu de forma similar, daí serem os seus padrões 

epidemiológicos extremamente diversos a depender da região geográfica e de fatores sócio-

culturais da população envolvida. Esta diversidade impossibilita o estabelecimento de padrões 

epidemiológicos e ecológicos comuns para as diversas regiões, dificultando, assim, a adoção 

de medidas de controle da doença (ARAÚJO FILHO, 1981; BARRETO et al.,1981; COSTA, 

1986; DOURADO, 1989). 

3.2 ATIVIDADE LEISHMANICIDA DAS PLANTAS 

O Brasil é reconhecido pela exuberância e variedade de plantas tropicais, sendo 

algumas amplamente utilizadas na medicina popular (SUFREDINI et al., 2004). Muitas 

plantas dos biomas brasileiros, tais como o cerrado, a floresta amazônica e a mata atlântica 

têm sido utilizadas como fármacos naturais pelas populações locais no tratamento de várias 

doenças tropicais, incluindo esquistossomose, leishmaniose, malária e infecções fúngicas e 

bacterianas (ALVES et al., 2000). 

O uso de plantas no tratamento da LTA é uma prática antiga entre as populações das 

áreasendêmicas (FOURNET et al., 1992; MOREIRA et al., 1998; MOREIRA et al., 2002). 

Geralmente, as preparações vegetais são utilizadas por via oral ou tópica sobre as lesões 

cutâneas (NETTO et al., 1985; IWU et al., 1994; AKENDENGUE et al., 1999). Porém, esses 

tratamentos são empíricos e pouco se sabe sobre sua real eficácia, uma vez que na LTA pode 

ocorrer a cura espontânea das lesões (MARSDEN et al., 1984; COSTA et al., 1990; 

ROSSELL et al., 1992; MARSDEN, 1994). 

Diversos compostos químicos, isolados de extratos vegetais, têm comprovada 

atividade leishmanicida sobre formas promastigotas de Leishmania em ensaios in vitro. Já foi 
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relatada a atividade leishmanicida de terpenóides (CAMACHO et al., 2003), 

aminoglicosteróides e aminosteróides (KAM et al., 1999), naftoquinonas (FOURNET et al., 

1992), chalconas (CHEN et al., 1996), glicosídios iridóides, flavonóides, lignanas (BARATA 

et al., 2000) e de alcaloides (QUEIROZ, et al., 1996). Apesar dos vários estudos nesta área, 

ainda existem muitas espécies vegetais com potencial atividade leishmanicida a serem 

avaliadas. 

3.3 EUFORBIACEA 

O gênero Croton pertence à família Euforbiacea. Está família é constituída por 

aproximadamente 300 gêneros e 7.500 espécies, de distribuição cosmopolita, mas com 

desenvolvimento mais acentuado nas regiões tropicais e subtropicais. O gênero com maior 

número de espécies é o Euphorbia,com aproximadamente 1.500 espécies encontradas em 

todas as partes do planeta. Outros gêneros com grande número de espécies são o Croton (750 

espécies), Phyllanthus (400 espécies), Acalypha (400 espécies), Macaranga (250 espécies), 

Antidesma (150 espécies), Dryptes (150 espécies), Tragia (150 espécies), Manihot (150 

espécies) e Jatropha (150 espécies) (CRONQUIST, 1981 apud MATTOS, 2001). 

Pertencentes a família Euphorbiaceae, existem várias espécies deste gênero com 

características e propriedades semelhantes, destacando-se entre elas, a Croton salutaris, 

Croton lechleri, Croton planostigma e a Croton cajucara. A C.urucurana é nativa de terrenos 

úmidos e pantanosos em quase todo o Brasil, ocorrendo especialmente na Amazônia e no 

Cerrado (LORENZI, 2002; MILO et al, 2002). 

Conforme Revilla (2002b), a aplicação do látex pode ser diretamente nas áreas 

atingidas, sendo também comuns o uso de bochechos e gargarejos, e duchas higiênicas para 

problemas de mulher. Até o presente desconhecem-se estudos de toxicidade e 

mutagenicidade, em virtude do qual se desaconselha seu uso por via interna em casos de 

gravidez e lactação, devendo-se usar a quantidade recomendada e com orientações de 

especialistas. 
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4. MÉTODOS UTILIZADOS 

4.1 LOCAL DE CONDUÇÃO DOS EXPERIMENTOS 

Os experimentos foram conduzidos nos laboratórios localizados no bloco um do 

Instituto de educação, Agricultura e Ambiente da Universidade Federal do Amazonas 

(IEAA/UFAM).  

As cepas de formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, 

encontram-se crio-preservadas no laboratório de Anatomia Animal e Fitotecnia do IEAA. A 

avaliação da atividade leishmanicida in vitro sobre formas promastigotas foi realizada no 

laboratório de ciências biológicas. 

4.2 AQUISIÇÃO DO LÁTEX DE CRÓTON LECHLERI. 

O látex foi adquirido na cidade de Humaitá em feiras e casas de comercialização de 

produtos naturais.  

4.3 OBTENÇÃO E CULTIVO DE LEISHMANIA SP. 

Os parasitas utilizados nesse trabalho foram formas promastigotas de Leishmania 

(Leishmania) amazonensis cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8) oriundas de culturas mantidas crio-

preservadas no Instituto de Pesquisas Patologias Tropicais da FIOCRUZ 

(IPEPATRO/FIOCRUZ). 

4.4 QUANTIFICAÇÃO PRÉVIA DE LEISHMANIA SP 

Para a propagação in vitro das formas promastigotas foi utilizado culturas de 5° dia de 

crescimento (final da fase logarítma) lavadas duas vezes por centrifugação a 1000 xg por 10 

min em solução salina tamponada com fosfato (PBS) estéril e ressuspensas em meio de 

cultura preparado como descrito no item anterior. Após contagem em câmara de Neubauer, 

5x105 parasitas/mL foram ressuspensos em meio de cultura suplementado com SFB.  

4.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

O experimento foi conduzido obedecendo a um delineamento inteiramente 

casualizado, constando de oito tratamentos, sendo esses: controle positivo; controle de 

solvente; controle negativo e extratos nas concentrações de 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 

μg/mL) e três repetições. 

O número de leishmanias na forma promastigota foi avaliado em material codificado 

por dois observadores independentes. Os parasitas corados em vermelho foram considerados 

mortos e os birrefringentes e móveis considerados vivos. O Cálculo foi realizado 

considerando apenas o número de parasitas vivos. 
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4.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA IN VITRO – 

FORMAS PROMASTIGOTAS 

As culturas de promastigotas foram mantidas a 24 ºC em meio NNN enriquecido com 

RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino inativado a 10% (SIGMA), L-glutamina 2 

mM (GIBCO) e os antibióticos penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 μg/mL) 

(SIGMA). Antes de cada experimento foi observado no microscópio a motilidade flagelar dos 

parasitos.  

Para os ensaios, do látex foi diluído cinco vezes em meio RPMI completo, obtendo-se 

a concentração de 1 mg/mL. Deste, foram retirados 100 μL os quais foram diluídos 

seriadamente, em placas de 96 poços de fundo chato (Costar), na proporção de 1:2, resultando 

nas concentrações finais de 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 μg/mL. Em cada poço foram 

adicionados 10 μL da suspensão contendo 5 x 106 formas promastigotas de L. amazonensis 

por mL. Pentamidina, droga utilizada no tratamento das leishmanioses, foi utilizada nas 

mesmas concentrações dos extratos. Como controle foram utilizadas as formas promastigotas 

cultivadas em meio RPMI completo.  

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística dos dados obtidos foi efetuada no programa Graph Pad Prism 5.0 

pelos métodos tradicionais de análise de variância (ANOVA) e de comparação de médias. A 

curva de crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis foi efetuada através da 

diferença entre as médias do número de promastigotas/dia nas diferentes concentrações de 

uma mesma droga em relação aos controles pela ANOVA de um fator, utilizando o teste de 

Student-Newman-Keuls. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 CURVA PADRÃO DE CRESCIMENTO 

A curva de crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis apresentou a fase 

exponencial tardia e a fase estacionária respectivamente, no sexto e sétimo dia de cultivo 

(Gráfico 1). Observou-se que estatisticamente não haveria diferença na escolha do quinto, 

sexto ou sétimo dia de crescimento. O sexto dia de crescimento definiu-se como o dia padrão 

de uso da cepa para os estudos in vitro e in vivo de L. amazonensis. 

 
Gráfico 1. Curva de crescimento de Leishmania (Leishmania) amazonensis. 

Intervalo de confiança de 95%. As barras indicam o erro padrão da média (SEM). As setas indicadas na figura 
representam o dia escolhido para a coleta dos parasitas para a realização dos experimentos. 

 

A realização de curvas de crescimento é fundamental para a manutenção e uso das 

culturas de Leismania spp. É possível determinar a fase exponencial e a fase estacionária de 

crescimento de microorganismos em cada sistema de cultivo, a determinação desta fase é 

importante uma vez que autores sugerem uma associação entre a fase de crescimento da 

cultura e o sucesso da manutenção da cultura (KILLICK-KENDRICK et al., 1974; 

BOGDAN, 1990). Com a obtenção das curvas de crescimento e a observação da morfologia 

das formas promastigotas de L. amazonensis, determinou-se a fase exponencial tardia e a fase 

estacionária, sendo assim, possível definir os dias que as cepas tinham a maior probabilidade 

de estarem infectantes. 

Baseado-se nos resultados das curvas de crescimento foi definido o sexto dia para 

manutenção e uso das cepas de L. amazonensis. Lima (2012), Passos (2004) e Silva (2008) 

apresentaram resultados de crescimento de L. amazonensis semelhantes aos identificados no 

presente estudo. 
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5.2 CALIBRAÇÃO DE CONTROLES 

O solvente dimetilsulfóxido (DMSO) a 0,7%, concentração semelhante à usada para as 

drogas na concentração de 50 μg/mL, não interfere na mortalidade das formas promastigotas 

de Leishmania (Leishmania) amazonensis cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8) nos experimentos in 

vitro. As curvas de crescimento de L. amazonenses (F = 4,902; P < 0,05) apresenta diferença 

significativa no crescimento parasitário entre o grupo controle não tratado e os grupos 

tratados com concentrações de 10, 5 e 2,5% (Gráfico 2 e Gráfico 3). 

Na literatura são encontrados trabalhos utilizando concentrações variadas de DMSO 

em formas promastigotas de Leishmania spp. concentrações de 0,1; 0,25; 0,7; 1; 1,6 e 5% de 

DMSO não afetaram formas promastigotas de L. amazonensis (QUEIROZ et al., 1996; 

SCHMEDAHIRSCHMANN, 1996; WAECHTER et al., 1998; BRAGA et al., 2007; 

OSÓRIO et al., 2007; NUNES, 2008; COSTA et al., 2009; SATALAYA, 2009; LIMA, 

2012). 

 
Gráfico 2. Atividade leishmanicida de dimetilsulfóxido (DMSO) frente formas promastigotas de 

Leishmania (Leishmania) amazonenses. 
Os resultados representam as médias de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 
95%. As barras indicam o erro padrão da média (SEM). Os asteriscos (*) referem-se a resultados 
estatisticamente significantes em relação ao controle sem tratamento, *P < 0,05. 
 

 
Gráfico 3. Atividade leishmanicida de pentamidina frente formas promastigotas de Leishmania 

(Leishmania) amazonenses. 
Os resultados representam as médias de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 
95%. As barras indicam o erro padrão da média (SEM). Os asteriscos (***) referem-se a resultados 
estatisticamente significantes em relação ao controle sem tratamento, ***P < 0,0001. 
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A calibração de controle Pentamidina, o controle de promastigotas de L. amazonensis 

se comporta de maneira normal a uma curva de crescimento de sete dias com as 

concentrações de Pentamidina de 100 µg/mL, 50µg/mL e 25µg/mL sua expectativa de vida se 

encerra no 2º dia sem qualquer aumento de promastigotas, sob as concentrações 12µg/mL e 

6µg/mL a mortalidade de L. amazonensis se retarda por mais um dia chegando ao terceiro dia 

devido à baixa concentração de Pentamidina. 

 

5.3 AÇÃO LEISHMANICIDA NO CRESCIMENTO IN VITRO DE 

FORMAS PROMASTIGOTAS DE Leishmania spp 

A atividade leishmanicida do látex comercializado de Cróton lechleri foi avaliada pela 

inibição do crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis in vitro. As formas 

promastigotas foram tratadas com as concentrações de 100, 50, 25, 12 e 6 μg/mL do extrato 

por seis dias. Os resultados expressos em IC50 são apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Avaliação da atividade leishmanicida em formas promastigotas in vitro do látex comercializado 
de Cróton lechleri. 

Leishmania spp.a IC50 (μg/mL) + SEMb Classificação da atividade 
1ª PH8 184,43±0,76 Não ativo                                                                                                                             
2ª PH8 225,89±0,84 Não ativo 
3ª PH8 192,18±0,78 Não ativo 
4ª PH8 175,44±0,62 Não ativo 

a PH8, Leishmania (Leishmania) amazonensis;  
b IC50, 50% de Concentração Inibitória. Os valores são expressos em média + SEM. 

 

As promastigotas de L. amazonensis não foram sensíveis ao extrato etanólico. As 

curvas de crescimento de L. amazonensis (F = 2,998; P > 0,05) não apresentam diferenças 

significativas no crescimento parasitário entre os grupos controle não tratados e tratados com 

DMSO e os grupos tratados com todas as concentrações testadas. 

 
Gráfico 4. Atividade leishmanicida do látex comercializado de Cróton lechleri frente a forma promastigota 

de L amazonenses - 1º experimento. 
Os reultados representam as médias de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 
95%. As barras indicam o erro padrão da média (SEM). IC50 – 184,43 µg/mL 
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Gráfico 5. Atividade leishmanicida do látex comercializado de Cróton lechleri frente a forma promastigota 

de L amazonenses - 2º experimento. 
Os reultados representam as médias de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 
95%. As barras indicam o erro padrão da média (SEM). IC50 – 225,89 µg/mL 

 

 

Gráfico 6. Atividade leishmanicida do látex comercializado de Cróton lechleri frente a forma promastigota 
de L amazonenses - 3º experimento. 

Os reultados representam as médias de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 
95%. As barras indicam o erro padrão da média (SEM). IC50 – 192,18 µg/mL 
 

 

Gráfico 7. Atividade leishmanicida do látex comercializado de Cróton lechleri frente a forma 
promastigota de L amazonenses - 4º experimento. 

Os reultados representam as médias de dois experimentos realizados em triplicata com intervalo de confiança de 
95%. As barras indicam o erro padrão da média (SEM). IC50 – 175,44 µg/mL 

 

O experimento de L. amazonensis frente ao controle e frente de frações de EC- Látex 

de Cróton lechleri a 100 µg/mL, 50µg/mL, 25µg/mL, 12µg/mL e 6µg/mL. O controle se 

comporta de maneira crescente frente ao experimento assim como o controle DMSO 0,7%, as 
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frações de EC- Látex comercializado de Cróton lechleri 50µg/mL, 25µg/mL e12µg/mL, as 

outras concentrações se comportaram de maneira bem semelhante. 

Os ensaios realizados apresentaram respectivamente os valores de IC50 184,43 µg/mL 

(Gráfico 4), 225,89 µg/mL (Gráfico 5), 192,18 µg/mL (Gráfico 6) e 175,44 µg/mL (Gráfico 

7), indicando que as concentrações testadas do látex não são capazes de inibir o crescimento. 

Atualmente o tratamento é feito à base de antimoniais pentavalentes, anfotericina B e 

pentamidinas, as quais são tóxicas, de custo elevado, difícil administração e podem causar 

resistência ao parasito (RATH et al., 2003; CROFT & COOMBS, 2003). A internação 

prolongada e os efeitos adversos como alterações cardíacas, renais, pancreáticas e hepáticas 

dificultam a conclusão do tratamento (CARVALHO & FERREIRA, 2001; PAULA et al., 

2003; NAKAMURA et al., 2006). 

Considerando as dificuldades de tratamento, a ausência de vacinas e os resultados 

obtidos referentes à atividade leishmanicida da espécie Cróton lechleri é necessário avaliar 

outros extratos orgânicos e componentes isolados da espécie para que se possa testá-los a fim 

avaliar efetivamente sua atividade leishmanicida, contribuindo para o avanço na busca de 

novas drogas terapêuticas para Leishmaniose Tegumentar Americana. 
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6. CONCLUSÃO 

DMSO a 0,7% não interfere na mortalidade das formas promastigotas de Leishmania 

(Leishmania) amazonensis, cepa PH8. 

A curva de crescimento de L. amazonensis não apresentou diferenças significativas no 

crescimento parasitário entre os grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO e os 

grupos tratados com todas as concentrações testadas. 

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a importância da seleção de extratos de 

plantas usadas na medicina popular nos programas de triagem na busca de novos agentes 

leishmanicidas.  

É necessário que avaliar a origem se realmente é um látex puro, pois muitos 

comercializadores fazem a mistura com outros para maior quantidade e lucratividade. 

Afetando assim o desempenho logo que o mesmo é conhecido por alta eficiência em vários 

casos. 
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