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RESUMEN

La adecuada seleccién y estudio de las parejas que ingresan a los Programas de Reproduccion Asistida garantiza los resultados en cuanto
a tasas de embarazo y bebes en casa. La preparacion de estas parejas consta en lamujer de un estudio cuidadoso de la funcién endocrina como
es el conocer la reserva ovarica, el descartar patologia utero-tubdrica como el hidrosalpinx, la endometriosis, alteraciones del canal
endocervical o de la cavidad endometrial. En el varén la presencia de alteraciones de los parametros seminales pueden conducir desde una
falla en la fertilizaciéon hasta infeccion en los sistemas de cultivos, y su cuidadosa evaluacién optimiza los resultados. Siguiendo este protocolo
estricto hemos logrado incrementar de manera importante nuestras tasas de gestacion en un 13% (de 21% en 1995 y 1996 a 34% en 1997)
por ciclo, lo que nos motiva a presentarlo.

PALABRAS CLAVES: Fertilizacion in vitro, técnicas de reproduccion asistida, transferencia de embriones, endometriosis, infertilidad
masculina, andlisis de semen, pruebas funcionales espermaticas.

SUMMARY

The strict criteria for the selection and study of the couples that ingress to the Reproductive Assisted Programs guarantees the results
n pregnancy rates and baby at home. The preparation of these couples, in women consist on a carefully study of the endocrine function like
knowing the ovarian reserve, letting out uterine and tubule pathologies like the hydrosalpinx, cndomctrums, alterations of the cervical
<hannel or endouterine cavity. In the male the presence of any alteration of the seminal paranllgLs, can conduce to fertilization failure
wnfection of the culture system, and a careful evaluation optimized the results. Following these strict protocol in these couples, we improve
i an important manner our pregnancy rate in 13% (21% in 1995 and 1996 to 34% in 1997) per cycle.

KEY WORDS: Assisted reproductive techniques, infertility work-up, endometriosis, embryo transfer techniques, male infertility, semen
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Introduccién ' el andlisis de la literatura mundial utilizando la metodo-
logia de la evidencia comprobada.

El objetivo de esta publicacién es mostrar el protoco-
lo que se implementd en nuestro centro con el propdésito
de incrementar las tasas de gestacion. Analizamos los
resultados de 677 ciclos en los cuales se utilizaron
técnicas de reproduccion asistida durante el periodo
comprendido entre enero de 1995 y diciembre de 1997 y
que fueron clasificados en dos grupos.

1.387 pacientes sometidas a fertilizacién in vitro
durante el periodo comprendido entre enero de 1995 a
diciembre de 1996 a las cuales no se les aplicé el
protocolo. 2.290 pacientes a quienes se les aplicé el
protocolo durante el afio de 1997. Nuestro protocolo
consiste en una adecuada valoracién y preparacién de la

La evaluacion adecuada de las parejas con problemas
de fertilidad sigue siendo la clave para el éxito del
tratamiento. Se inicia con una detallada Historia Clinica
donde la edad de la pareja y la duracion de la infertilidad
son dos puntos fundamentales para la toma de decisiones
en cuanto a estudios diagndsticos, que incluyen una serie
de determinaciones hormonales, test dindmicos y estu-
dios especificos que conducirdn al inicio de una terapéu-
tica definitiva que, en lo posible, ofrezca a la pareja
infértil unas posibilidades de éxito cercanos a la media
mundial (1)

Materiales y métodos

Desde el ano 1996 nuestro equipo disefié un protocolo pareja siendo estudiados asf:
de estudio y manejo de las parejas que ingresan a cual-
quier procedimiento de reproduccion asistida con base en Evaluacion de la mujer

Entre los factores mas importantes que tienen una

relacion directa con los resultados de los tratamientos de

Director Cientifico. MEDIFERTIL. Programa de Medicina fertilidad estd la edad de la mujer (2) y su relacién con el
Reproductiva. envejecimiento ovdrico, el cual en la mayorfa de los
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casos se presenta por una disminucion del pool de foliculos
ovaricos, disminucion de los niveles de inhibina y eleva-
ci6n de los niveles de la hormona estimulante de los
foliculos (FSH), con la consecuente elevacion de los
niveles basales de estradiol (3,4). Esto produce la apari-
cién de picos prematuros de hormona luteinizante (LH)
y ovulacién, o en otros casos a luteinizacion temprana. Es
aqui cuando se observa una tasa de crecimiento folicular
acelerado que lleva a un acortamiento de la fase folicular
y del ciclo menstrual. Los ovarios de estas mujeres con
una reserva disminuida tienen pocos foliculos y estos
estin en un medio hipéxico, con pocas células de la
granulosa, y una funcién disminuida en cuanto a produc-
cion de esteroides y glucoproteinas, presentan disminu-
cion de la mitosis y aumento de la apoptosis (5-7). De
otro lado se encuentra una disminucién de la calidad
ovocitaria con aumento de las anormalidades genéticas
en sus embriones, independientemente de los niveles de
FSH lo que se refleja en un mayor nimero de fallos en la
implantacion y un aumento en la tasa de abortos (8-10).

Tan importante en la edad como la evaluacién de la
reserva funcional ovarica, que se hace determinando
los niveles basales de FSH en la fase folicular temprana,
dias 2-5 del ciclo, lo que permite determinar las dosis de
inicio de los medicamentos y tratar de predecir la res-
puesta al mismo. Estd demostrado que niveles de FSH
mayores de 15 mUI/ml estdn asociados con una mala
respuesta a la estimulacion ovdrica (11, 12) y una tasa
muy baja de gestacién (13). En algunas mujeres mayores,
la maduracién folicular es mds rdpida, presentando una
disminucién de los niveles de FSH en el dia 3-4; en estos
casos se debe correlacionar con los niveles basales de
estradiol, los cuales no deben ser mayores de 50 pgr/ml,
y nos ayudan a identificar aquellas pacientes que a pesar
de tener niveles normales de FSH responden mal a la
estimulacién ovérica (13). Ademads de la pobre respuesta
a la induccién de la ovulacién, estd demostrado que los
niveles elevados de FSH estdn asociados, atin en mujeres
menores de 40 anos a una tasa mayor de anormalidades
cromosémicas (8), lo que hace a al FSH un marcador en
el proceso ovdrico de pérdida de la reserva ovocitaria
asociado a una tasa de embarazos muy baja.

Cuando existe la sospecha de una falla ovdrica oculta
y la paciente refiere el antecedente de lesiones como
endometriomas o cirugia ovdrica es conveniente realizar
el test de clomifeno (14, 15) el cual consiste en la
administracion de 100 mg diarios de citrato de clomifeno
del quinto al noveno dia del ciclo menstrual, midiendo
previamente los niveles basales de FSH y en el dia 11 del
ciclo. Cuando se suman estos valores y se encuentran
elevados (mayores de 26 mUI/ml) se confirma la falla
ovirica; se puede correlacionar también con los niveles
de estradiol basal y en dia 11 los que al sumarlos son mas
bajos que los de las pacientes normales. Una posible
explicacion de la respuesta de la FSH al clomifeno podria
ser el bajo nivel de inhibina secretado por los foliculos
ovdricos que ya tienen una alteracién funcional.

Cuando la determinacion de los niveles basales de
LH (dia 3) es menor de 3 mUI/ml. estd asociada a una
mala respuesta a la induccién de ovulacién, y si el
cociente FSH/LH es mayor de 3, se relaciona con un
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aumento de cancelaciones de ciclos de Fecundacién In
Vitro (FIV) (16).

Otro test dindmico como el del Acetato de Leuprolide
(17) o el EFORT (18) no aportan mds que la determina-
cién de los niveles basales de FSH y Estradiol.

De otro lado debemos considerar que la presencia de
alteraciones uterinas, tubdricas, asi como las producidas
por la endometriosis, suman un 45% de las parejas que
ingresan a los programas de reproduccion asistida (1),
por lo que debemos comprobar su normalidad en primera
instancia, con la ecografia transvaginal, la cual identi-
fica alteraciones uterinas como malformaciones, pélipos,
leiomiomas, adenomiosis, o patologia tubdrica como el
hidrosalpinx, ademds valoramos el tamano de los ova-
rios, la presencia de foliculos antrales en fase folicular
temprana y su medicién, lo que nos ayuda a predecir la
respuesta a la induccién de ovulacién (19). Con la apari-
cion del Doppler color es posible estudiar el ovario en sus
fases de reclutamiento, seleccioén, dominancia y ovula-
cién, permitiéndonos conocer su estado fisiolégico, asi
como las patologias que se presenten (20).

La Histerosalpingografia es de gran utilidad para
evaluar la presencia de lesiones dentro de la cavidad
uterina, que impiden la implantacion luego de la transfe-
rencia embrionaria, asi como el estado de las trompas de
Falopio. Es importante descartar la presencia de
hidrosalpinx y diferenciarlo de imdgenes normales por
sobredistension.

La Histeroscopia diagnéstica y/o operatoria debe rea-
lizarse casi de rutina antes de iniciar los procedimientos de
reproduccion asistida. ya que nos permite detectar y corre-
gir alteraciones a nivel del cérvix y endocérvix, principal-
mente estenosis, sinequias e infecciones (21) o de cualquier
patologia intrauterina como pélipos, miomas submucosos
y sinequias. Se puede realizar concomitantemente con la
Laparoscopia, y permite conocer exactamente el estado
de dtero y anexos, la relacién fimbria con el ovario y la
presenciade patologias importantes como laendometriosis,
presente en el 15% de las mujeres que ingresan a los
programas de reproduccién asistida (1). Una vez diagnos-
ticada la endometriosis, la clasificamos de acuerdo con los
criterios de la dltima revision de la Sociedad Americana de
Medicina Reproductiva (22) en: Estado I (minima) y II
(leve) estan caracterizadas por la presencia de implantes
superficiales peritoneales u ovaricos, con o sin adherencias
laxas; los Estados 111 (moderada) y IV (severa) usualmente
tienen implantes ovdricos profundos, adherencias densas
o fondo de saco posterior sellado (22). La endometriosis
debe ser tratada durante el mismo procedimiento mediante
lareseccion/ablacién de los focos, liberacion de adherencias
y si existen lesiones ovdricas tipo endometriomas resecar-
los. Ademds de las alteraciones anatdmicas que produce la
endometriosis en sus estadios 11Ty IV, como la pérdida de
la relacioén fimbria-ovario, en los estadios I y II, se ha
planteado que la infertilidad es producida por elevacién en
la concentracion de prostaglandinas a nivel peritoneal,
que interfieren con la ovulacién (23-24), alteran el
peristaltismo tubdrico, la funcién del cuerpo liteo, dismi-
nuyen la movilidad espermadtica o aumentan la contracti-
lidad uterina interfiriendo con la implantacién del
blastocisto. La endometriosis se asocia también con la
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presencia de una mayor concentracion de macréfagos
peritoneales, lo que aumenta el riesgo de fagocitosis de
espermas (25); por ultimo una alteraciéon de la auto-
inmunidad (26) y una deficiente inmunidad celular puede
jugar un papel importante en la infertilidad asociada a la
endometriosis (27).

Otras pruebas que deben tenerse en cuenta en la
evaluacion femenina antes de iniciar una fecundacion in
Vitro son:

Capacidad funcional del cérvix uterino:laecografia
transvaginal, la histerosonografia y la histerosalpin-
gografia son de gran ayuda para valorar el tamafio y
caracteristicas del canal endocervical. Aun tiene validez
la prueba postcoital, pues ayuda a discriminar de una
manera general problemas a este nivel; se debe realizar
en etapa preovulatoria y para ello es mejor guiarse por la
ecograffa seriada transvaginal; un resultado negativo nos
orienta hacia una infeccién genital en uno o ambos
miembros de la pareja, a la presencia de anticuerpos
antiespermatozoides, problemas en el semen que deben
reflejarse en el espermograma, o deficiente secrecion de
moco cervical, como resultado de lesiones locales, la
existencia de hipoestrogenismo o infecciones. Estd de-
mostrado que los microorganismos a nivel cervical pue-
den afectar negativamente el resultado de la fecundacion
in vitro por propagacién de la infeccién al momento de la
transferencia embrionaria (21).

Anticuerpos Anti-chlamydia: siempre que se en-
cuentre un dafo tubdrico debe descartarse la presencia de
secuelas de infeccion por C. trachomatis, ademds su
presencia altera la implantacién y aumenta la tasa de
abortos debido a una posible infeccién endometrial cré-
nica o a efectos permanentes por la misma, por mecanis-
mos autoinmunes; también produce ruptura prematura de
membranas, bajo peso al nacimiento y muerte intrauterina.
Un cultivo cervical negativo no descarta este tipo de
infeccion, debiendo recurrirse a técnicas de diagnéstico
mas precisas como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). El tratamiento a la pareja debe realizarse con
Azitromicina un gramo oral, dosis tGnica que reemplaza
el tradicional de Doxiciclina por siete dias, y como
régimen alternativo estd la Eritromicina Base 500 mgrs.
cuatro veces al dfa durante cinco dias o la Ofloxacina 200
mgrs. dos veces al dfa por siete dias (28).

Ensayo de transferencia (Dummy o Mock): de vital
importancia en todas las pacientes que van a ingresar a
cualquier procedimiento de reproduccién asistida, pues
nos permite conocer previamente el canal endocervical,
saber si hay estrecheces o dificultades para tenerlas en
cuenta el dia de la transferencia; se esquematiza en la
hoja de seguimiento folicular y en la historia clinica las
caracteristicas del cérvix, el tamafo uterino. la profundi-
dad del cérvix, para decidir con anterioridad el tipo y
marca de catéter a utilizar para la transferencia
embrionaria: con camisa, con guia metdlica, blando, etc.
(29-31). Se ha demostrado que la adecuada seleccién de
los catéteres mejora las tasas de embarazos. (32-33).

Evaluacion del varon

La frecuencia de las alteraciones masculinas llega al
23% dentro de las parejas que llegan a reproduccién
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asistida (1) y su evaluacién y estudio es tan importante
como el de la mujer, siendo quizas el mas facil de iniciar
mediante el espermograma basico, el cual debe solicitarse
en la primera consulta; en caso de ser anormal se repetird
para confirmar el diagndstico y serd el punto de partida
para una serie de estudios como son: Morfologia esper-
matica de acuerdo con los criterios estrictos de Kruger
(34): es importante utilizarla pues esta demostrado que la
tasa de fertilizacion se encuentra disminuida en las
muestras con morfologia anormal: en el grupo de 0 a 4%
de formas normales la tasa de fertilizacion es del 7,6%
comparada con el 63% en el grupo con morfologia
normal entre el 5 y el 14% (34). Lo anterior se confirmé
en otro estudio (35) donde se hallé que la tasa de fertili-
zacién con morfologia normal mayor del 14% era mayor
del 80%. Esto mismo ha sido demostrado por numerosos
autores y confirmado en una extensa revision por Coetzee
(36) donde se concluye que la morfologia espermatica es
el parimetro de mayor importancia en el andlisis basico
de semen y punto de partida en la eleccién del tipo de
procedimiento a realizar.

Tincion para células blancas: la presencia de leuco-
citospermia y piospermia son indicativas de procesos
inflamatorios a nivel de las glandulas accesorias principal-
mente y se acompaifian de bacteriospermia. Siempre se debe
realizar un espermocultivo para confirmar el tipo de germen
y poder iniciar una terapéutica dirigida a la infecciéon. Con
esto garantizamos que no se produzcan ni contaminaciones
de los cultivos embrionarios ni el efecto deletéreo de
metabolitos téxicos bacterianos sobre los espermas y no
aparezcan los radicales oxigeno reactivos (ROS) generados
por la presencia de células blancas, principalmente
neutréfilos. Los ROS son producidos en niveles bajos o
fisiol6gicos; moléculas como el Peréxido de Hidrégeno son
muy importantes en el proceso de capacitacion de los
espermatozoides, pero cuando se producen en grandes
cantidades (37), los ROS alteran la funcion espermatica por
dano peroxidativo en la membrana plasmatica del esperma-
tozoide, generando una ruptura de las cadenas de DNA. Este
dano se produce por existir una limitada produccién de las
enzimas antioxidantes citoplasmdticas (superéxido
dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa) en el espermato-
zoide y de otro lado, un aumento de los substratos para el
dano oxidativo (dcidos grasos no saturados y DNA). Como
consecuencia, la generaciéon de ROS por el lavado del
eyaculado ha demostrado tener una correlacién negativa
con las tasas de fertilizacion in vivo e in vitro (38). De otro
lado la presencia de bacterias en el eyaculado se asocia a una
disminucion en su capacidad fertilizante y estd relacionado
directamente con una disminucién en el nimero y movili-
dad de los espermatozoides, asi como un aumento impor-
tante de las formas anormales (39-40) ya sea por efecto de
sustancias metabdlicas toxicas o algin tipo de efe<to directo
de las bacterias sobre los espermas, pues se han podido
observar pegadas a la superficie de los espermatozoides
(41). Existeal parecer, unacorrelacién directaen el eyaculado
entre la presencia de células blancas y bacterias, pero no de
células redondas y bacterias (40).

Prueba de penetracion espermatica (SPA): valora
la disposicion del espermatozoide humano respecto a los
procesos de capacitacion, reaccién acrosémica y fusién
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con la membrana vitelina del ovocito. Sus resultados se
correlacionan muy bien con los resultados del FIV y el
embarazo espontdneo pero tiene inconvenientes: su difi-
cultad técnica, el tiempo que requiere, y la estandariza-
cion. De todos modos es una prueba de gran sensibilidad
para la medicién de la funcién espermdtica y la capaci-
dad luego de realizada la reaccién acrosémica de iniciar
la funcién esperma-ovocito (37).

Prueba de la hemizona (HZA): en los pacientes que
presentan teratozoospermia la union a la zona pelicida
y posterior fertilizacién se encuentra alterada (42);
cuando se compar6 con la poblacion normal en FIV, en
los teratozoospérmicos se observé una unién a un nivel
diferente, asi como una disminucién en los resultados
en la prueba (36 = 7 vs 10 = 3). Lo anterior ha sido
confirmado (43) al aumentar en los pacientes con
teratozoospermia severa el nimero de espermatozoides
inseminados por ovocito, de 50.000 a 500.000 por ml.
dando como resultado un incremento en la tasa de
fertilizacion (44). Existe una excelente correlacién en-
tre la prueba de la hemizona y los resultados del FIV
concluyéndose que los resultados expresados como el
indice de hemizona y la relacion de los espermas unidos
a la zona, en relaciéon con la tasa de fertilizacién son
significativamente correlacionables (45).

Reaccion Acroséomica (RA): proceso de exocitosis
que involucra la fusién de la membrana plasmadtica y la
membrana acrosomal externa en la que juega un papel
importante el flujo de calcio. S6lo los espermas que han
reaccionado pueden penetrar la zona peliicida. Los pacien-
tes que presentan una alta incidencia de formas anormales,
tienen una baja incidencia de RA espontdnea y una res-
puesta disminuida a la estimulacion con Progesterona,
pero conservan una respuesta no especifica al ionéforo
calcio (Ca++)i. Se han observado anormalidades paralelas
(ca++)i en estos pacientes con teratozoospermia, sugirien-
do que en estas poblaciones de espermas puede existir un
defecto no genémico del receptor de la Progesterona y/o
anormalidades de otros sistemas de transduccién de mem-
brana (46). Una manera sencilla de valorar la reaccioén
acrosémica se hace mediante tinciones supravitales.

Prueba de penetracion espermatica en ovocito de
Hamster: examina la aptitud del espermatozoide huma-
no para la capacitacién, reaccién acrosémica y fusion
con el ovocito. Desde el punto de vista clinico se corre-
laciona muy bien con el resultado del FIV y el embarazo
espontdneo. Tiene como desventaja el tiempo que re-
quiere, as{ como las dificultades técnicas y de estanda-
rizacion (47). Actualmente no lo estamos realizando pero
reconocemos su relaciéon con la capacidad de entrar en
RA y los pardmetros de movilidad que juntos nos evaliian
el potencial de fertilidad de una muestra.

Creatinin Kinasa (CK): es un marcador celular de la
calidad espermdtica, y clave en la sintesis de factores
transportadores de energfa. Niveles elevados indican un
defecto en la extrusion citoplasmadtica. Se ha observado
que las muestras de oligozoospérmicos luego de ser
sometidas a swim-up, presentan un nivel mas bajo de CK
que la muestra original. En los FIV se puede predecir con
base en la actividad de la CK, los grupos que presentaran
buena fertilizacién (48). Por otro lado se hall6 que
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solamente los espermas que presentan un patrén maduro
de inmunohistoquimica para CK, selectivamente se unen
a la zona peltcida, a diferencia de los espermas con un
patrén inmaduro para CK que tienen una deficiente
capacidad para reconocer y unirse al ovocito (48).

Anticuerpos Antiespermatozoides (ASA): cuando
estan presentes en la mujer no se puede utilizar su suero para
los medios de cultivo embrionario, ya que alteran la fertili-
zacion. Esto se evita utilizando suero sintético humano (no
se debe utilizar suero bovino). En los casos de fallos previos
en la fertilizacion, se debe descartar la presencia de los
anticuerpos en el liquido folicular y realizar lavados extras
de los cumulos asi como aumentar el nimero de espermas
a inseminar. Para comprobar su presencia utilizamos semen
del esposo contra suero de la esposa y un control negativo,
con los inmunobead (49). Los ASA en el varén pueden
resultar de una infeccidn, trauma, cirugia o también apare-
cer sin ningtin antecedente. Cuando la unién de IgG e IgA
es mayor del 70% existe un alto chance de fallo en la
fertilizacién, lo que se corrige aumentando el nimero de
espermas inseminados, o diluyendo la muestra en medio de
cultivo con suero al 50% libre de anticuerpos. Finalmente,
la Inyeccion Intracitoplasmdtica de Espermatozoide (ICSI)
ha demostrado ser la mejor alternativa cuando se presentan
estos casos (50). ‘

Por la complejidad de algunas de las pruebas antes
mencionadas, a pesar de reconocer su importancia y
validez en el estudio del varén, Unicamente estamos
realizando el espermograma con criterios estrictos de
Kruger, tinciones para células blancas y supravital para
reaccién acrosomica, y la deteccién de anticuerpos
antiespermatozoides.

Otros aspectos a tener en cuenta son:

Disfuncién sexual: en repetidas ocasiones nos hemos
encontrado ante la dificultad del esposo para tomarse la
muestra de semen, en especial el dia de la aspiracién
folicular. En la consulta inicial se debe indagar acerca de
este tipo de alteracién, y comentar con la pareja cuando
lo amerite, la necesidad de congelar por lo menos una
muestra antes de la aspiracién.

Enfermedades de transmisién sexual: en todas las
parejas debemos realizar exdmenes de laboratorio para
descartar HIV, Hepatitis B, C y Sifilis. Lo anterior como
medidas de seguridad para el personal que maneja los
laboratorios, para la pareja y del futuro hijo.

Es también un requisito de las autoridades de salud
locales y nacionales.

Habitos personales: se debe interrogar acerca de la
ingestion de téxicos como marihuana, alcohol, cocaina,
o de cualquier tipo de medicamento que pudiera causar
alteraciones en la espermatogénesis. Recientemente se
publicé un meta-analisis que valoré el impacto del ciga-
rrillo en los resultados de la fertilizacién in vitro hallan-
dose un efecto negativo (odds ratio 0.54) al aumentar la
tasa de abortos (51) por lo que se aconseja a todas las
parejas el suspenderlo con antelacion.

Resultados

El andlisis de nuestros resultados en 1998, mostré un
aumento en las tasas de embarazo de un 21% en los aifios
1995 y 1996 a un 34% por ciclo en 1997, y la tasa de
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nacimiento del 17.5% al 28%. lo que nos motiva a
presentarlo.

Conclusiones

Los resultados del presente reporte observacional
descriptivo demuestran la importancia de seguir un pro-
tocolo estricto en las parejas que son sometidas a proce-
dimientos de reproduccién asistida. brinddndoseles una
seleccion de tratamiento mas adecuada, y una mayor
seguridad y efectividad en cuanto a los resultados. Asi
mismo es importante que la pareja conozca las interpre-
taciones de cada una de las pruebas que se estén realizan-
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do ya que esto los ayuda a conocer la severidad vy
complejidad del problema, comprender la solucién pro-
puesta, conocer los resultados y tener presente el indice
de éxitos y fracasos. En conjunto se evaluarén los riesgos
y beneficios del mismo y su eleccion serd mas facil de
realizar. Conociendo previamente las posibilidades rea-
les de los diferentes tratamientos, se obtiene una mayor
colaboracién de las parejas y se facilita la aprobacion del
tratamiento propuesto. Al seguir el protocolo de estudios
previos a cualquiera de las técnicas de reproduccién
asistida estamos garantizando un trabajo de calidad y
optimizando los resultados.
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