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RESUMO

Objetivo: Estabelecer, de modo sistematico, se existe associacao entre
polimorfismos e a necrose avascularem pacientes com doenca falciforme.

Fontes de dados: A revisdo, conduzida segundo as diretrizes
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) e registrada no /nternational Prospective Register of
Systematic Reviews (PROSPERO), foi baseada na busca de estudos
nas bases de dados PubMed, Scientific Electronic Library Online
(SCiELO), Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da

Satde (LILACS), Biblioteca Virtual em Sadde (BVS) e na literatura

cinza (Google Scholar e Open Gray) até junho de 2020. A anélise da

qualidade dos artigos foi baseada nos critérios do Strengthening

the Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE).

Sintese dos dados: Dez artigos foram selecionados nas bases de dados
e dois incluidos por meio da busca manual, totalizando 12 estudos
elencados. As amostras resultaram em 2.362 pacientes incluidos.

Com base na iniciativa STROBE, sete estudos atenderam total e/ou

parcialmente mais de 70% dos itens essenciais e dois atingiram menos
que 60% deles, com variacdo geral de 86,4-54,5%. Os resultados
mostram que os polimorfismos nos genes da proteina morfogenética

bssea 6 (BMP6), da Klotho (KL) e da Anexina A2 (ANXA2) podem ter
associacdo com osteonecrose no contexto da doenca falciforme. Seis
artigos estudaram o polimorfismo no gene da enzima MTHFR, mas
apenas um obteve associagdo positiva. Os polimorfismos associados
ao receptor DARC, ao gene ITGA4, ao CD36 e aos genes de proteinas

trombofilicas ndo demonstraram associacdo em nenhum dos estudos.

Conclusées: Os polimorfismos nos genes BMP6, KL e ANXA2 estdo

possivelmente associados com a necrose avascular emindividuos com

doenca falciforme. Entretanto, para a confirmacdo dessas alteracoes

genéticas como fatores de risco, é necessario que mais estudos com

maior poder estatistico e com maior rigor metodoldgico sejam realizados.

Palavras-chave: Doenca falciforme; Necrose avascular;

Osteonecrose; Polimorfismos.

ABSTRACT

Objective: To systematically establish whether there is an
association between polymorphisms and avascular necrosis in
patients with sickle cell disease.

Data source: The review, conducted according to PRISMA
guidelines and registered with PROSPERO, was based on research
of studies in PubMed, SciELO, LILACS, BVS databases and in
the gray literature (Google Scholar and Open Gray) published
until June 2020. The STROBE initiative was used to analyze the
articles’ quality.

Data synthesis: Ten articles were selected from the databases
and two were included through manual search, totaling 12
studies. All samples gathered 2,362 patients. According to
STROBE, seven studies fully and/or partially covered more
than 70% of the essential items and two studies reached
less than 60%, with an overall variation of 86.4-54.5%. The
results indicate that polymorphisms in the genes of the bone
morphogenetic protein 6 (BMP6), Klotho (KL) and Annexin A2
(ANXA2) may be associated with osteonecrosis in the context
of sickle cell disease. Six articles addressed the polymorphism
in the MTHFR enzyme gene, but only one found a positive
association. Polymorphisms associated with the DARC receptor,
the ITGA4 gene, CD36 and thrombophilia protein genes were
not associated in any of the studies.

Conclusions: The results indicate that the polymorphisms
in BMP6, Klotho and ANXA2 genes may be associated with
avascular necrosis in patients with sickle cell disease. However,
in order to confirm these genetic changes as risk factors, further
studies with greater statistical power and methodological
rigor are needed.

Keywords: Anemia, sickle cell; Avascular necrosis; Osteonecrosis;
Polymorphisms.
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Polimorfismo, necrose avascular e doenca falciforme

INTRODUCAO

A doenga falciforme (DF) é a doenga hematolégica hereditd-
ria mais comum em humanos, marcada por cerca de 300 mil
novos casos por ano no mundo, sendo de grande relevincia
para o cendrio da sadde publica global."* Trata-se de uma
hemoglobinopatia autossdmica recessiva causada por muta-
¢do que substitui o 4cido glutimico pela valina, produzindo
uma proteina anormal, a hemoglobina S (HbS).? A doen¢a
caracteriza-se por deformacio da estrutura da hemicia,
que adquire formato semelhante ao de uma foice sob bai-
xas tensoes de oxigénio.! A estrutura falcizada proporciona
maior capacidade de adesao, facilitando o agrupamento das
hemicias, comprometendo o fluxo sanguineo e, consequen-
temente, levando a fenémenos vaso-oclusivos com graves
repercussées clinicas."**

A necrose avascular (NAV) é uma dessas consequéncias.
E produzida por redugio do fluxo sanguineo para os ossos’,
acometendo principalmente a cabe¢a femoral e as articulagdes
de ombros, joelhos e tornozelos. As alteragoes patoldgicas
dessa osteonecrose sao responsdveis por dor, limitagao fun-
cional do membro afetado, redugio do desempenho escolar
e piora da qualidade de vida dos pacientes.*® Atualmente
existem estudos que buscam entender o papel de polimor-
fismos genéticos no desenvolvimento da NAV em pacien-
tes com DE??

Os polimorfismos genéticos, naturalmente presentes na
populacio, sio alteragoes na sequéncia do DNA produzidas
por meio da substitui¢io, delegio ou inser¢io de bases nitro-
genadas ou sequéncias de bases. Essas alteragoes podem culmi-
nar em modificacoes diretas no funcionamento e na expressio
de proteinas ou podem constituir marcadores associados indi-
retamente a processos patolégicos com origem genética.!®!!
O risco potencial aumentado de NAV tem sido notado em
diversos polimorfismos descritos na literatura, que envolvem
genes associados ao crescimento celular, a0 metabolismo do
6xido nitrico e & coagulagio, por meio de mecanismos que
favorecem a adesdo de plaquetas e agravam a doenca arterial
oclusiva.” Dessa forma, no contexto da DF esses polimorfismos
podem funcionar como potencializadores da disfun¢io endo-
telial, produzindo perda do efeito protetor contra o estresse
oxidativo e reduc¢do na produgio de éxido nitrico, além de
alteracoes vaso-oclusivas e endoteliais.

Nesse contexto se faz necessdrio entender se os estudos dis-
poniveis na literatura sdo capazes de relacionar a presenca des-
ses polimorfismos em associagio com a NAV no contexto da
DE Compreendendo que o acometimento dsseo é um fator
importante de piora do quadro do individuo com DEF a iden-
tificagdo de potenciais biomarcadores especificos pode ampliar

0s mecanismos prognésticos no curso do tratamento desses

pacientes. O objetivo desta revisao sistemdtica é avaliar se existe
associacdo relevante entre polimorfismos encontrados na DF e

na necrose dssea avascular.

METODO

Foi realizada revisao sistemdtica de literatura segundo as dire-
trizes Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA),"? registrada no banco de dados International
Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO) sob o
ntmero CRD42020192074.

Os estudos que abordaram polimorfismos ¢ NAV (ou
osteonecrose) na DF foram extraidos das bases de dados até
junho de 2020, sem restri¢io de idioma e ano da publicacio,
sexo ou idade dos participantes. Os artigos de revisao, relatos
de caso e outros artigos em que nio foi possivel separar nos
resultados a osteonecrose e outras complicagoes vasculares na
DF foram excluidos.

Uma pesquisa bibliogréfica computadorizada foi realizada
nas bases de dados eletronicas PubMed, Scientific Electronic
Library Online (SciELO), Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Saide (LILACS), Biblioteca Virtual
em Satde (BVS); e nas bases de dados da literatura cinza:
Google Scholar, Open Gray. Como descritores, foram utiliza-
dos os termos Medical Subject Headings (MeSH) e Descritores
em Ciéncias da Saide (DeCS) correspondentes a “polymor-
phism, genetic”, “osteonecrosis”, “avascular necrosis” e “sickle
cell disease”. Os termos foram combinados com os operado-
res boleanos “AND” e “OR” (Quadro 1). Também foi reali-
zada uma pesquisa manual na lista de referéncias dos artigos
selecionados. Todas as buscas foram realizadas até junho de
2020. As referéncias foram gerenciadas e os artigos duplica-
dos foram removidos.

Os trabalhos foram identificados pelo titulo e pelo resumo
por dois revisores independentes (L.S.H ¢ N.D.A.), que
seguiram os critérios de inclusio e exclusio. Estudos sem
resumo cujo titulo, no entanto, sugerisse atender aos critérios
de selecao também foram selecionados para andlise. Todas
as divergéncias foram resolvidas com a consulta a um ter-
ceiro revisor (M.P.L.), que, finalmente, definiu quais artigos
teriam a leitura completa. Os trabalhos selecionados foram
lidos na integra por trés autores. Apds a leitura, os estudos
foram incluidos na revisio sistemdtica mediante acordo dos
trés avaliadores.

A extracio dos dados foi realizada por um autor (N.D.A.)
e verificada por um segundo (L.S.H.). Os desacordos foram
resolvidos por meio de discussio. Um terceiro autor (M.PL)

envolveu-se para tomar a decisio final.
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Quadro 1 Estratégias de busca em bases de dados.

Base de
dados

(“polymorphic”[All Fields] OR
“polymorphics”[All Fields] OR
“polymorphisms”[All Fields] OR
“polymorphism, genetic”[MeSH
Terms] OR (“polymorphism”[All
Fields] AND “genetic”[All Fields]) OR
“genetic polymorphism”[All Fields]
OR "polymorphism”[All Fields] OR
“polymorphisms”[All Fields]) AND
(“osteonecrosis”"[MeSH Terms]
OR “osteonecrosis”[All Fields]
OR (“avascular”[All Fields] AND
“necrosis”[All Fields]) OR “avascular
necrosis”[All Fields]) AND (“anemia,
sickle cell"[MeSH Terms] OR
(“anemia”[All Fields] AND “sickle"[All
Fields] AND “cell"[All Fields]) OR “sickle
cell anemia”[All Fields] OR (“sickle”[All
Fields] AND “cell"[All Fields] AND
“disease”[All Fields]) OR “sickle cell
disease”[All Fields])

PUBMED

COMBINACAO 1
Polymorphism AND avascular necrosis
AND sickle cell disease
Polymorphism AND osteonecrosis AND
sickle cell disease
COMBINACAO 2
Genetic polymorphism AND avascular
necrosis AND sickle cell disease
Genetic polymorphism AND

SCIELO,
LILACS e BVS

osteonecrosis AND sickle cell disease

Os dados coletados foram constituidos pelos autores do
estudo: ano de publicagio, pais, desenho do estudo, idade
média, tamanho da amostra, nimero de pacientes, polimor-
fismos estudados, caracteristicas das avaliacoes e classificacoes
e, por fim, conclusées.

Dois revisores independentes (L.S.H. e N.D.A.) usaram
seus critérios de avaliagio critica para analisar todos os artigos
incluidos. A lista de verificacio proposta pelo Strengthening the
Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE)"
foi aplicada. Os itens da lista foram classificados como: total-
mente atendidos, parcialmente atendidos ou nao atendidos.
O percentual de satisfacio utilizado foi a soma dos itens
total e parcialmente atendidos. Odds Ratio (OR), risco rela-
tivo (RR), teste do qui-quadrado, teste de Fisher, teste 7 de
Student, teste de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis e regres-
sao logistica foram utilizados para interpretar os resultados.
Heterogeneidade clinica, metodolégica e estatistica foram

exploradas entre os estudos.

RESULTADOS

Mediante selecao nas plataformas de busca e eliminacio dos
artigos duplicados, 28 artigos foram identificados (Figura 1).
Apés a andlise de titulo e resumo, 17 estudos foram exclui-
dos, totalizando 11 selecionados para a leitura. Desses 11, um
foi excluido por nao diferenciar na andlise dos dados a NAV
de outras complicacoes vasculares. Pela busca manual foram
incluidos mais dois artigos. Ao fim, 12 trabalhos permanece-
ram para a andlise completa.

Os estudos analisados foram publicados entre 1998 € 2016,
todos na lingua inglesa. Os 12 artigos foram classificados como
transversais. As NAV identificadas em pessoas com DF sio na
maioria classificadas por meio de estudo radioldgico, e foram
estudados os polimorfismos e suas incidéncias e associacoes
com a NAV nesses pacientes.

Todos os artigos apresentaram justificativa racional para
sua realizagio, informando as formas de obtencdo dos dados,
os métodos de andlise de dados, das avaliagoes dos sujeitos, a
descricio dos sujeitos, os desfechos e preditores e a discussio
de suas limitagdes. Quatro trabalhos declararam ter recebido
apoio de intuicoes de pesquisa, e os demais nio declararam
fontes de financiamento ou relataram que os préprios autores
financiaram a pesquisa.

Quatro estudos foram realizados com a populagio norte-
-americana, dois com brasileiros, um com kuwaitianos, um
com indianos, um com egl’pcios, um com tunisianos e um em
Guadalupe (Antilhas Francesas) (Tabela 1). As amostras dos
pacientes com DF nos quais foi avaliada a osteonecrose tota-
lizaram 2.362 componentes, incluindo pacientes pedidtricos,
adultos e idosos, variando de 21 a 897 individuos analisados
por artigo. Desse total, 822 tiveram diagnéstico de NAV (prin-
cipalmente da cabega do fémur e/ou da cabega do tmero).

Oito estudos associaram os resultados a preditores utilizando
o teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quatro rea-
lizaram testes ndo paramétricos (Mann-Whitney ou Kruskal-
Wallis), quatro empregaram o teste # de Student, um fez uso
de regressdo logistica e quatro apresentaram algum indicador
de risco (OD ou RR). Um trabalho nao realizou associa¢io ou
andlise de risco e tirou conclusdes com base na porcentagem
dos resultados encontrados.

Sete artigos atenderam total ou parcialmente mais de 70%
dos itens essenciais, de acordo com o STROBE, com varia-
¢do de 72 a 86%. Desses, Hatzlhofer et al.,'* Baldwin et al.,"
Farawela et al.'® e Nebor et al.'” destacam-se por suas altas por-
centagens alcancadas no STROBE, associadas 4 metodologia
consistente. As demais pesquisas obtiveram variacao entre 54,1
e 68,2% em sua avaliagao (Tabela 1).

Polimorfismos foram identificados com associagoes 3 NAV

em pacientes com DF (Tabela 2). Esses polimorfismos foram
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Figura 1 Fluxograma dos critérios de busca na literatura e selecdo de estudos sobre a associacdo de polimorfismos

com osteonecrose na doenca falciforme.

encontrados nos genes da proteina morfogenética dssea 6 (BMP6)
— 1526719, rs267201, rs270393, rs449853 e rs1225934;
Klotho (KL) — rs480780, rs211235, rs2149860, rs685417,

1rs516306, 15565587, 15211239, rs211234, rs499091 e rs576404;
e da Anexina A2 (ANXA2) — 1s7163836, hCV11770326,
rs7170178, rs1033028, hCV26910500 e hCV1571628.
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Tabela 1 Principais caracteristicas dos artigos selecionados.

Estudo Origem T Amostra Idade Ossos envolvidos STROBE
do estudo
. 897 HbSS/442 com .

15 0,

Baldwin et al. EUA Transversal NAV/455 sem NAV NR Quadril e/ou ombro 81,8%
L. 100 HbSS/81 com .

18 - 9

Chaouch et al. Tunisia | Transversal NAV/19 sem NAV 5-30 Cabeca do fémur 72,7%

107 HbSS/45 com Cabeca do fémur e do
23 _ [o)
Kutlar et al. EUA Transversal NAV/62 sem NAV 15-54 imero 54,5%
P 60 SS /45 SB°/15 SD/154

27 _ 0

Pandey et al. India Transversal controle/14 NAV 4-12 NR 68,2%
. 277 SS e SB°/177 com A

14 _ o,

Hatzlhofer et al. Brasil Transversal CV/100 sem CV/ 43 NAV 5-72 Cabeca do fémur 86,4%

1 Antilhas ' o

Nebor et al. Transversal | 212 HbSS/201 com NAV | 11-35 Quadril ou ombro 81,8%

Francesas

Moreira Neto et al.%* Brasil Transversal 29 HbSS/24 HbSC/2 13-72 Cabeca (,jo Fémur e do 77.3%
com NAV umero

Farawela et al.’® Egito Transversal >9 HbSS'\ﬁS HbSB/8 2-29 Quadril e/ou ombros 81,8%

Kalai et al.28 Tunisia Transversal 66 HbSS/36 HbSB/11 5-12 NR 72,7%

com NAV

Zimmerman et al.? EUA Transversal 101 HbSS/16 com 4-62 Cabeca do fémur e 68,2%

: NAV/85 sem NAV dmero e

Zimmerman et al.2 EUA | Transversal | 89 SCD/14 com NAV 5-60 Cabegggzrfgm”r € 59,1%

Adekile et al.3 Kuwait | Transversal 33HbSS/8 HbBO-thal 2-41 Quadril 63,3%

EUA: Estados Unidos da América; NAV: necrose avascular 6ssea; CV: complicacdes vasculares; NR: ndo relatado.

Seis artigos estudaram o polimorfismo no gene da enzima
Metilenotetrahidrofolato redutase (M7HFR), mas apenas um
obteve associagio positiva. Os polimorfismos associados ao
receptor DARC (antigeno Duffy/receptor para quimiocinas),
ao gene /7GA4 (nos éxons 4, 5 e 6), ao gene da molécula de
adesio CD36 (rs198412) e nos genes de proteinas trombofili-
cas (a-fibrinogénio, b-fibrinogénio, glicoproteina plaquetdria,
fator VII, inibidor-1 do ativador do plasminogénio, protrom-
bina e genes do fator V) nio demonstraram associagao com
NAV na DF em nenhum dos estudos.

DISCUSSAO

Com base nos artigos incluidos nesta revisao, os dados pesquisa-
dos associaram a NAV na DF com os polimorfismos nos genes
BMPG6, KL e ANXAZ2, envolvidos no metabolismo dsseo.'* No
estudo de Chaouch et al." foi constatado que os polimorfismos
1s267196 e 15267201 do BMP6 sio biomarcadores confidveis
para prever pacientes com alto risco de osteonecrose.

No que tange a relagio desses genes com a fungio 6ssea,
a BMP6, que faz parte da superfamilia TGF- (fator de

transformacio do crescimento beta), tem envolvimento nas
vias de sinalizacao celular associadas com o crescimento e a dife-
renciagdo de condrdcitos e osteoblastos, tendo importincia na
formagio 6ssea.'®"” O gene KL é responsével por vdrias fungdes,
como controle de canais idnicos e das vias end6crinas que regu-
lam os niveis de vitamina D, possuindo efeitos antiapoptdticos e
redutores de estresse oxidativo que protegem o endotélio vascu-
lar e induzem a produgio de oxido nitrico (NO).'*? Acredita-se
que a perda dessa protegio, por meio de alteragdes no gene K7,
assim como a redu¢ao de NO, esteja relacionada com os eventos
que acarretam a NAV.?* A ANXA?2, que faz parte da familia de
proteinas de ligacdo a fosfolipidios reguladas por clcio, ¢ res-
ponsdvel por regular processos envolvidos com a homeostase,
além de ter um papel importante na mineralizacio 6ssea.?"?
Entre os 12 estudos avaliados, seis analisaram a enzima MTHER.
Em apenas um, realizado por Kutlar et al., foi encontrada uma
possivel associacdo especifica do polimorfismo do gene com a
osteonecrose em pacientes com DE Os achados negativos asse-
melham-se a0 que foi relatado na metandlise conduzida por Chai
et al.*, em que o polimorfismo de nucleotideo tnico no gene
MTHFR, que promove a troca da citosina pela timina (677C>T),
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Tabela 2 Principais resultados dos artigos selecionados.

Polimorfismos

Estudo estudados

Baldwin et al."™ BMPE6, KL e ANXA2

Medidas de analise

Regressao logistica maltipla; OR

Resultados

Para KL, dez polimorfismos foram
associados a osteonecrose, para
BMP6 cinco e, para ANXA2, 6 tiveram
essa mesma associacao (p<0,050)

Teste exato de Fisher, teste do qui-

rs267196 e rs267201 (RR de 1,31)

Chaouch et al.”® BMP6 Uadrado. rearessio loafstica. RR do BMP6 podem ser considerados
q 19 9 ! biomarcadores para NAVCF
. MTHFR pode estar associado a NAV
23 -
Kutlar et al. MTHFR Teste do qui-quadrado na DF (p=0,006)
O polimorfismo no gene ANXA2
Pandey et al.?’ ANXA2 Teste do qui-quadrado rs7170178 teve frequéncia maior em
pacientes com osteonecrose
Hatzlhofer et al.™ MTHFR Teste exato de Fisher, teste do qui- N3o hé associacdo (p=0,170)
quadrado, OR
Nebor et al., 2010. Receptor DARC Pearson, teste £ de Student ou teste N&o hd associacdo (p=1,000)

ndo paramétrico de Mann-Whitney

MTHFR, fatorV e

Moreira Neto et al.?® .
protrombina

Teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney e teste de Fisher

N&o hé associacdo

Farawela et al.’® Receptor DARC

Teste de Fisher, teste de Kruskal-
Wallis e teste tde Student

N&o hé associacdo (p=1,000)

Kalai et al.?8 CD36-rs1984112

Teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney e teste tde Student

N&o ha associacdo (p=1,000).

Mutacgdes

i 29
Zimmerman et al. trombolitica*

Teste do qui-quadrado, erro padrao e
andlise de CART

N&o hd associacdo (p>0,050).

Teste do qui-quadrado e teste tde

) » ) . s -

Zimmerman et al. MTHFR e GPilla Student N&o ha associacdo (p>0,050)
MTHFR A frequéncia do polimorfismo de

Adekile et al.* (C677T) N3o informado MTHFR (C677T) foi a mesma com ou

sem NAV (21,4%)

*Mutacdo trombolitica do: a-fibrinogénio (A312G), B-fibrinogénio (G448A), GPllla (C1565T), PAI-I (4G), Fator VII (R353Q), MTHFR (C677T) Fator
VIl sequéncia repetida (sete repeticoes), Protombina (G20210A) Fator V (G1691A). NAV: necrose avascular 6ssea; DF: doenca falciforme; BMP6:
proteina morfogenética dssea 6; KL: Klotho; ANXA2: anexina A2; MTHFR: metilenotetrahidrofolato redutase; Receptor DARC: antigeno Duffy/
receptor para quimiocinas; GPllla: glicoproteina plaquetéria; PAI-l: inibidor-1 do ativador do plasminogénio; OR: Odds Ratio; RR: risco relativo.

nio se relaciona com o desenvolvimento de necrose ssea da cabega
femoral, ainda que esse nao tenha sido um estudo especifico para
falcémicos. Entretanto, Moreira Neto et al.>’ e Hatzlhofer et al.'
demonstraram que a presenga desse polimorfismo se associava
com o conjunto de complicagdes vasculares (sindrome tordcica
aguda, infarto, priapismo, tlceras em membros inferiores e osteo-
necrose) comumente presentes na DE Essa relacio foi também
demonstrada na metandlise realizada por Lakkakula,” na qual se
concluiu que existe uma associagio positiva entre o polimorfismo
no gene MTHFR e o aumento no risco de complicagoes vascula-
res em individuos com DE Entretanto, ndo foi possivel analisar
cada uma dessas comorbidades individualmente.

Para a construcio desta revisio, foi feita busca exaustiva na
tentativa de incluir também a “literatura cinza”. Acredita-se

haver baixa probabilidade de viés de publicagio diante dessa
estratégia e da anélise dos estudos incluidos, considerando-se
critérios metodoldgicos e estatisticos. E preciso considerar a limi-
tagao do idioma de publicagio, tendo em vista a grande inci-
déncia da DF em africanos e asidticos, com tendéncia 4 publi-
cagio nos seus respectivos idiomas. Por fim, uma importante
limitagao relacionada aos artigos analisados nesta revisio ¢ o
fato de a maioria nao relatar como foi determinado o tamanho
amostral, o que eleva a probabilidade de falsos negativos pela
possivel falta de poder estatistico para demonstrar associagoes.

Em conclusio, existem polimorfismos genéticos possivel-
mente associados com a necrose éssea avascular em individuos
com DE As mutagoes nos genes BMP6, ANXA2 e KL sao as de

maior evidéncia de acordo com os resultados obtidos.
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