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Algunas consideraciones acerca de la biologia
del trofoblasto en la mola hidatidiforme
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INTRODUCCION

El trofoblasto es un tejido multipotencial,
especializado, que forma la interfase tréfica entre
la madre y el embrién y, la placenta es la expresion
dltimadel tejido trofoblastico (1,2). Durante laetapade
blastocisto,en el embrién femenino,una vez ocurrida
ladiferenciacion delos blastémeros,los cromosomas
X de derivacién paterna se inactivan selectivamente.
Ello representa el mecanismo de impronta genémica
cuyo origen se remonta a la gametogénesis, a través
de la metilacion de ciertas bases de los genes y que
se traduce en una expresion diferencial de los alelos
de derivacion paternay los de derivacion materna. El
trofoblasto, en tal sentido, posee un aporte genético
paterno (2-4).

La mola hidatidiforme, es una entidad clinica con
un exuberante desarrollo del tejido trofoblastico y
un extremo subdesarrollo del embrién y se explica
como la formacién de un oocito carente de genoma
mitocondrial (“6vulo vacio”) fecundado por un
espermatozoide, haploide, que logra duplicar su
carga cromosomica. Este fendmeno se conoce como
androgénesis. Se desconocen las causas de la pérdida
de la dotacién haploide materna. La anormal forma
del desarrollo, en la mola, es un notable ejemplo del
mecanismo de laimpronta genémica que favorece el
crecimiento del trofoblasto a expensas del embrién
(2,5). Es el excesivo aporte paterno del genoma, en
la mola, lo que se considera importante en la génesis
tumoral (6).

Sibienenlamolacompletalascrasasanormalidades
gendémicas conducen auna pérdida precoz del embrién
y a caracteristicos cambios placentarios, para que
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el embarazo pueda tener lugar, el precoz desarrollo
posfertilizacién adhiere a un patrén casi normal
puesto que las etapas de morula, blastula y gastrula
e implantacion han de ser cumplidas (7.8).

Antes de invadir en profundidad la pared uterina,
el trofoblasto se diferencia en el citotrofoblasto,
que es el lecho germinal que se funde para dar
origen a su forma diferenciada y madura que es
el sincitiotrofoblasto el cual secreta la hormona
gonadotropina coriénica. Es el sintrofoblasto, esa
pequeiia parte del sincitiotrofoblasto el que da inicio
a la implantacién (2).

En condiciones normales los tejidos fetales
contactan por primera vez el sistema inmunitario
materno, a través del trofoblasto extravellositario
(Tev) (9). Al ocurrir la implantaciéon, las células
deciduales producen ‘“su reaccién decidual” y es
asi como, los leucocitos que previamente, en la
fase secretoria tardia, habian infiltrado el estroma
endometrial, secretan la interleuquina-2 la cual evita
que el embrién sea identificado como foraneo y
proporcionaun lugarinmunolégicamente privilegiado
para proteger el desarrollo del mismo evitando
que sea rechazado. Ese Tev que deja la lamina
basal, y permite la invasion, expresa una insdlita
combinacion de tres moléculas del antigeno mayor de
histocompatibilidad (HLA) de claseIasaber: HLAC,
E y G, lo que le confiere a las células capacidad para
evadir la accion litica de las células endometriales
asesinas (unkcells). Técnicas de inmunohistoquimica
mediante el uso de anticuerpos anti HLA-G (4H84)
se han revelado ttiles en el diagndstico diferencial
entre enfermedades trofobldsticas gestacionales y
tumores no trofoblasticos (9-11).

Lainvasiénresultaentonces de lainteraccidén entre
la decidua y el trofoblasto (12). Las células del Tev
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secretan una matriz extracelular (MEC) i-glicosilada
que la hace menos susceptible de ser degradada por
las enzimas proteoliticas de la MEC endometrial
que es aglicosilada. Esta ultima es, ademads, fuente
de la hormona relaxina, que promueve la accién de
las metaloproteinasas de matriz (MMPs), enzimas
proteoliticas, éstas, secretadas localmente por las
células. Otra fuente de relaxina son las células del
citotrofoblasto (9). Las dreas de (MEC) que no estan
implicadas en la accién degradativa de las MMPs son
protegidas por la accién de los inhibidores tisulares
de las metaloproteinasas (TIMP), cuya funcién es la
de controlar la accion de las mismas (9). La invasion
del trofoblasto es inhibida también por otros factores
que actian con un mecanismo autocrino o paracrino
como lo son el factor de crecimientoy transformacién
beta (TGF-beta) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-alfa), mediadores importantes e indispensables
en procesos como la proliferaciéon de las células
endometriales,laadhesion del embrion al endometrio,
el paso de condicién pre- a condicién neopldsica y
el remodelamiento de la matriz extracelular, entre
otros (12,13).

Lamatriz extracelular (MEC) es unacomplejared
que sirve de soporte y adhesién de las células. Las
macromoléculas que la constituyen son producidas
principalmente por los fibroblastos y son de dos
tipos : 1. Cadenas de polisacaridos de la clase de
glucosaminaglicanos unidos en forma covalente con
proteinas bajo laformade proteoglicanos; 2. Proteinas
fibrosas que incluyen coldgeno, elastina, fibronectina
ylaminita. Ejerce sus funciones através de receptores
de la superficie celular denominados integrinas, las
cuales transportan las diferentes glicoproteinas de la
MEC (14-16).

Existen dos eventos importantes en el desarrollo
de una neoplasia: el crecimiento incontrolado y
la invasién. Ambos estdn regidos por una serie
secuencial de cambios en el ADN. Las células
cancerigenas interactian anormalmente entre ellas y
conla MEC. La penetracion y destruccién del tejido
subyacente ocurre por proliferacion celular y lisis
tisular causada por enzimas degradativas del tipo de
las proteasas (16-18).

La membrana basal (MB) es una organizacién
especializadadelaMECy descansaentre los epitelios
originarios de las tres capas germinales embrionarias
y la MEC del estroma, actia como interfase entre
las células del parénquimay el tejido de soporte. Los
cinco componentes que laintegran son: colageno tipo
1V, laminina, entactina, heparansulfato o perlecan y
fibronectina (19,20).
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Lanaturaleza de la MEC en la que estdn incluidas
las células trofoblésticas juega un papel crucial en la
activacién de proto-oncégenes, lo cual, es requisito
para la transformacién y adquisicién de un fenotipo
invasivo (21).

Las metaloproteinasas son una familia de enzimas
que se caracterizan por poseer un atomo de zinc (Zn++)
en su sitio activo. Se clasifican en tres subfamilias
que comprenden: las gelatinasas, las colagenasas y
las estromalisinas. Su sintesis esta regulada por las
proteinas de la MEC endometrial y por las citoquinas
(16,18.,22).

Si bien estd documentado que los oncdgenes
inducen un fenotipoinvasivo,y suactivacién es un pre-
requisito paralatransformaciéon maligna se desconoce
si es cierto también en el trofoblasto (16).

El presente trabajo se propone considerar algunos
aspectos de la biologia del trofoblasto implicados en
la mola hidatidiforme.

LA MATRIZ EXTRACELULAR. LAS METALO-
PROTEINASAS

La matriz extracelular (MEC) constituye una
intricadared de macromoléculas. Se compone de una
variedad de proteinas y polisacaridos ensamblados
en una organizada red en estrecha correlacién con las
células que la producen (14,22).

Un proteoglucano denominado hyaluronano (HA),
(llamado también 4dcido hialurénico o hyaluronato),es
el mas simple de los glucosaminoglucanos (GAGs) de
la MEC. Se cree esté involucrado en la modulacion
del movimiento de fluidos en la vellosidad corial.
El HA y su receptor de superficie el CD44 estan
implicados en las lesiones malignas del trofoblasto y
supresenciaserelacionacon variaciones de presionen
el espacio intervelloso y en las vellosidades coriales
(23,24). Con la excepcion del HA la mayoria de los
GAGs de la MEC estéan unidos en forma covalente a
las proteinas para formar proteoglucanos (14).

Los Syndecans (Syn) son proteoglucanos
localizados en la superficie de muchos tipos celulares,
donde actian como receptores de las proteinas de
matriz y son de 4 tipos. El Syn-1, en condiciones
normales, actda como receptor del factor beta (3 ) de
crecimiento de fibroblastos (FGF beta) y se especula
que su inhibicién, en el tejido patoldgico, hace a las
células del trofoblasto refractarias al mismo y ello
puede jugar unrol clave en el mal desarrollo del arbol
vellositarioresultando en vellosidades hidrépicas y/o
en alteraciones de sus componentes vellositarios (25).
ElSyn-4ligauna variedad de factores de crecimiento,
citoquinas, proteasas, antiproteasas y moléculas de
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adhesion celular. Su interaccidn con estas moléculas
es importante en el mantenimiento y diferenciacion
de la morfologia epitelial. En condiciones normales
se ubica en el citotrofoblasto vellositario, en las
islas celulares y en las columnas celulares. En la
mola hidatidiforme se expresa principalmente en
el sincitiotrofoblasto y en la mola invasiva y en el
coriocarcinoma estd marcadamente disminuido,loque
sugiere que las alteraciones enlaconductainvasivadel
trofoblasto puedan ser consecuenciade un disbalance
entre estos proteoglucanos y sus moléculas de unién

tales como proteasas y/o antiproteasas (25).

El syndecan y las integrinas son receptores de la
superficie celular para la tenascina, glucoproteina de
laMEC, que puede estar implicada en el crecimiento
vellositario,la proliferacién celulary los depdsitos de
fibrinoide,y ademads esta relacionada con laformacion
de los vasos fetales y la inmunomodulacién. Ha
recibido varios nombres: hexabrachia, citotactina,
pero el de tenascina (dado por Chiquet-Ehriman y
col.en 1986) es el preferido en la literatura. El factor
beta de crecimiento y transformacién (TGF-beta)
parece jugar un rol importante en la expresiéon de
esta molécula (9,26).

Piliay col.(25) han demostrado la presencia de otra
familiade proteoglucanos delaMEC, que pertenecen
al grupo de los glypicanos: el glypican-3 el cual
puede unirse al factor de crecimiento insulinico -2
(IGF-2) y formar un complejo,que modula su accion.
Se especula que la inhibicién en la expresion del
glypican-1 en la enfermedad del trofoblasto pueda
asociarse con un crecimiento anormal del mismo
durante el desarrollo del tumor.

Las MMPs son proteinas de la MEC endometrial
que pertenecen alafamiliadelas metaloendopeptidasas
y son secretadas por las células del trofoblasto. Son
enzimas proteoliticas secretadas localmente por las
células y cuya accién es la de favorecer la migracion
celular (9). Existen varios tipos de metaloproteinasas
(MMPs):

a. MMP-1 Colagenasa intersticial: degrada el
coldageno I y III.

b. MMP-2 Colagenasa 72-Kda tipo IV y gelatinasa
A: degradan fundamentalmente el coldgeno tipo
IV de la membrana basal.

c. MMP-3 Estromalisina-1 degrada la fibronectina,
lalaminina, varios colagenos y el core de proteina
de los proteoglucanos.

d. MMP-7: Matrilisina: es un producto de la células
epiteliales y degradalos proteoglucanos,laelastina
y la fibronectina.

e. MMP-9 Colagenasa 92-Kda tipo IV y gelatinasa
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B: degradan el coldgeno tipo IV, siendo en este
aspecto similaralaMMP-2. Eltrofoblasto expresa
elevados niveles de MMP-9 lo que le confiere
capacidad para invadir la decidua materna. Se
desconoce si esto sea debido a la activacion de
oncégenes (16,27,28).

f. MMP-11: Estromalisina: estd expresada sélo por
el fenotipo invasivo del Tev y degrada la lamina,
el colageno tipo IV y los proteoglucanos.

g. MMP-14 y MMP-15: metaloproteinasas de
matriz tipo membrana. Activan la MMP-2 y
son expresados por las células del trofoblasto
proliferativo e invasivo en el ler y Iller trimestre
del embarazo (9,28).

La accién basica de las MMPs es la de degradar
proteinas lo que se relaciona con la principal de sus
funciones como es lade facilitar lamigracién celulara
travésdelabarreradelaMBenlaMEC (9,16,18,21,27).
No todas las MMPs son igualmente importantes en
la invasion del trofoblasto (16). Las areas de MEC
no implicadas en la accion degradativa de la MMPs
estan protegidas por los inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas (TIMP). En la placenta humana
se describen tres tipos: a.- El TIMP-1 que inhibe a
todas las metaloproteinasas; b.- EI TIMP-2 interactia
preferentemente con la MMP-2 y estd presente tanto
en las células deciduales como en las del Tevy c.-
El TIMP-3 que inhibe la MMP-9 y la MMP-1 y es
también expresado por el trofoblasto invasivo (9).

Se desconocen los activadores fisiolégicos de las
diferentes MMPs(16). Evidencias directas relacionan
laexpresion de las MMPs con el fenotipo metastatico
y,alos TIMP con la inhibicién de la metastatizacion
(16).

La actividad y la accién de las MMPs es
influenciada por las proteinas de la MEC y por la
accion de las citoquinas, factores de crecimiento y
factores vasoactivos. Las citoquinas en particular,
representan un grupo de proteinas que modulan
numerosas funciones celulares entre las cuales estd la
de modificarla proliferacién y diferenciacién celular,
la induccién de moléculas de adhesién celular y la
modulacién de la morfogénesis celular (12,13).

Lainterleuquina-1 (Il-1) consiste de dos diferentes
moléculas: IL-1oa y IL-1f3, las cuales comparten los
mismos receptores y median idénticas funciones.
Producida por monocitos y macré fagos,se lelocaliza
en el estroma de las células decidualizadas en el
dia 23 del ciclo y estimula la accién de la MMP-1,
MMP-3 y de TIMPen los fibroblastos y de la MMP-9
en el citotrofoblasto. Es un importante mediador de
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la implantacién (12,15,16).

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF o) es una
citoquina producida por las células endometriales, los
macroéfagos deciduales y las células del trofoblasto
humano. Se compone de 157 aminoacidos. Induce
la MMP-1 y la MMP-3 en las células coriénicas y
disminuye el inhibidor tisular de la MMP-9. Es
probable que, ademads, juegue un rol determinante
en eventos como la induccién de la apoptosis, la
compromisiéon de la integridad vascular y en la
disolucion de la MEC endometrial (12,15,16).

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el
factor de crecimiento y transformacién alfa (TGFo)
se expresan en el endometrio en fase proliferativa y
secretora y en las células deciduales. El primero es
un potente mitégeno que estimula la produccién de
muchos otros tipos celulares como son los fibroblastos,
los queratinocitos y las células epiteliales. Se origina
por protedlisis de un precursor proteico e interactia
con un receptor especifico,homologo estructural, del
producto proteico del oncogen c-Erb. El receptor
del EGF liga, a su vez, el factor de crecimiento
y transformacion alfa (TGFa). Ademas, el EGF
promueve la conducta invasiva del citotrofoblasto
por estimulacién directa de la MMP-1 y la MMP-3
o bien a través de la IL. En el trofoblasto normal el
EGF junto con el TGFa y el factor estimulante de
colonias (CSF-1) regulan el gen nm 23H1 que muta
o desaparece durante el pasaje de un fenotipo no
metastatico a uno metastatico en las lineas celulares
trofobldsticas tanto malignas como normales
(12,16.,30).

El Leukaemia inhibitory factor (LIF) aumenta
los TIMP inhibiendo la actividad gelatinolitica
del citotrofoblasto y expresando el receptor de la
laminina. Estd presente en el endometrio secretor y
susreceptores lo estdn en el citotrofoblasto vellositario
(CTv) y extravellositario (CTBev) (12,16).

El factor de crecimiento y transformacién beta
(TGF-p) pertenece a una familia de proteinas que
regulan la proliferaciéon celular bien seaestimuldandola,
como inhibiéndola, ademas regulan la expresién de
las proteinas de la MEC. Se localiza en el estroma
endometrial, en las células epiteliales, en las células
deciduales, en el citotrofoblasto vellositario y
extravellositario (TBvyev)yenelsincitiotrofoblasto.
Estimula la sintesis de componentes de la MEC como
la laminina, la fibronectina y el coldgeno y ejerce
un efecto anti-invasivo estimulando los TIMP en el
CTB e inhibiendo su conducta migratoria. De all{
que el TGFf pueda representar una sefial endometrial
que controle la invasion del trofoblasto durante la
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placentacion y la implantacion (12,16,31,32).

UNIONES CELULARES. LA MEMBRANA BASAL

Es conocido que las uniones especializadas entre
las células epiteliales las hacen capaces de formar
barreras que inhiben el movimiento de agua, solutos
y de células desde un compartimiento celular a otro
(14,31).

Entre estas uniones especializadas se encuentran
los contactos celulares ocluyentes o zonulaoccludens.
Consta de una proteina integral de membrana: la
ocludina, la cual se relaciona con otras proteinas de
placa citoplasmaticas: la Z0-1 cuyo peso molecular
es de 220 KD y la ZO-2. Se conoce que en la mola
completa y en la mola parcial, la expresién de la
Z0O-1 y la ocludina estan muy alteradas. La pérdida
precoz o la alteracion en la integridad de las zénulas
occludens en estas dos patologias podrian representar
la etapa inicial de una condicién mas severa como
por ejemplo la mola invasiva y el coriocarcinoma.
De igual forma alteraciones de las proteinas que
componen esta union celular en los vasos fetales
pueden, aumentar su permeabilidad y contribuir a la
formacién de las vellosidades hidrépicas en la mola
parcial (14,33).

Lamembranabasal (MB) es una capa extracelular
desostén. Esacelulary es unaestructuraespecializada
de la matriz extracelular (MEC) (20,34-37). Esta
formada por la lamina basal y la ldmina reticular. En
lalamina basal se distingue la ldmina ldcida o lamina
rara, de 40-50 nm de espesor y la ldmina densa de
30-100 nmde espesor. En sucomposicion intervienen
componentes intrinsecos, por cuanto son exclusivos
de la MB, como el coldgeno tipo IV, la laminina y el
heparansulfato proteoglucano o perlecan, y, ademas,
componentes que no existen sélo en ella sino que son
sintetizados por las células epiteliales y endoteliales
y que si estan implicados en la produccién de la MB.
Estas sustancias son: la fibronectina, el colageno tipo
V (presente en la MB placentaria) y la entactina/
nidégeno (34,36,38).

El coldgeno tipo IV forma una estructura en
triple hélice y existe en varias isoformas. Es uno
de los componentes principales de la lamina densa
(28,34,36-38).

La laminina-1 es una proteina no colagenosa
formada por tres cadenas: alfa, beta y gamma, con un
brazolargode 75 nmy uno corto de 35 nm conectados
por un puente disulfuro. Hay varias isoformas y es
exclusiva de la MB, especialmente de la lamina rara
(28,34,36-38).

El nidégeno o entactina es una glicoproteina
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sulfatada que representa el principal producto de
los fibroblastos del estroma. Une la laminina y el
coldgeno tipo IV de la ldmina densa. Técnicas de
inmunohistoquimica han demostrado que existe s6lo
en codistribucion con la laminina (34,36,38).

El heparansulfato proteoglucano o perlecan
estd formado por una parte central de proteinas
(core) a cada lado de la cual se unen las cadenas de
glucosaminoglucanos. Se ha establecido que unido
al factor de crecimiento y transformacién beta
(BTGF),proporciona proteccién contraladegradacion
proteolitica de la MEC (36,38,39).

La fibronectina es una glucoproteina cuyo gen
codificador se ubica en el cromosoma 2. Es un
dimero compuesto por dos subunidades unidas por
un puente disulfuro. Las modificaciones de los tres
locusdel gen que lacodifican determinala produccion
de diversas isoformas. Se presenta en una variedad
soluble, evidenciable en el plasma y en una insoluble
localizada en la MEC. Esta ultima representa el
5 % del total de la fibronectina y actia en los procesos
de adhesién, migracion crecimiento y diferenciacion
celular (28,36-38,40).

La MB representa una lamina de anclaje para las
células epiteliales normalesy sinla cual son incapaces
de crecer y funcionar. No ocurre asi con las células
neopldsicas que se caracterizan por una pérdida
progresiva de su dependencia de la MB (34 .41).

En condiciones normales la MB es sintetizada por
las células que descansan sobre ella. Sus funciones
van mas alldde unrol estructural y filtrador, sirviendo,
entre otras cosas, de via especifica para la migracion
celular. Es sabido que las células cancerigenas poseen
la capacidad de sintetizar los componentesdelaMBy
son ademads capaces de establecer una MB que posee
grados diversos de discontinuidad (34,35).

ONCOGENES EN EL TROFOBLASTO

Losoncdégenes estan implicados en el control de la
proliferacién celular y estan presentes en el genoma
humano (41). A través del mecanismo del patrén de
transferencia de sefal, los estimulos externos que
regulan a estos genes son transmitidos al ndcleo. Su
activacidn es un pre-requisito para la transformacién
maligna y la adquisicién de un fenotipo invasivo.
Estaactivacion puede ocurrir a través de mecanismos
como las mutaciones, variaciones estructurales de los
cromosomas o la amplificacién de genes (16.41).

Uno de los oncégenes mas estudiados es el c-erb
que produce el receptor del EGF (EGF-R) que es un
marcador del sincitio, asi como también las células
de la decidua lo expresan masivamente (16).
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El oncogen c-fms codifica el receptor del factor
estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos
(M-SCF-R) el cual parece relacionarse con la
invasividad del trofoblasto, puesto que estd muy
expresado en la mola y en las lineas celulares Bewo
del coriocarcinoma. El c-cis codifica la cadena beta
(P) del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) el que, a su vez, estimula la expresién del
oncogen c-myc implicado en la proliferacion celular
(16). El c-fos es otro oncogen implicado en la
diferenciacion del trofoblasto (16).

El c-myc esunfactor de transcripcion, que codifica
una proteinanuclear que se liga directamente al ADN,
influenciando laexpresién de otros genes especificos.
Mecanismos como la translocacién pueden hacerlo
mutary su superexpresion estimulaladivision celular
1.

El gen nm 23HI muta o desaparece durante el
pasaje de un fenotipo no metastatico a uno metastatico
en las lineas celulares trofobldsticas tanto malignas
como normales. La expresiéon de este gen en el
trofoblasto normal estd regulada por la presencia
del EGF, TGFa y el CSF-1 los cuales estimulan su
proliferacién (42).

En el proceso de carcinogénesis, los dafios
producidos al ADN son reparados por los genes
supresores de tumores o antioncdégenes que, en
general, se encargan de inhibir la proliferacion celular
y, en las neoplasias se produce su inactivacién, entre
otras cosas (41). A diferencia de lo que ocurre con los
oncégenes, la pérdida de su funcionalidad se asocia
a la progresion tumoral (41).

Entre los genes supresores de tumores mads
estudiados estd el p53. Es una fosfoproteina
nuclear que inhibe la proliferaciéon y promueve la
diferenciacién celular. La capacidad de inhibir la
proliferaciéon se relaciona con su habilidad para
inhibir al c-fos. Este oncogen secreta una proteina
que coordina las reparaciones de los dafios al ADN.
Mutaciones somaticas del gen se han encontrado en
el 50 % de los tumores humanos. Se conoce que
el p53 es un potencial regulador de la invasividad
del trofoblasto pues se encuentra expresado en el
citotrofoblasto vellositario y extravellositario y en el
sincitiotrofoblasto. Las lineas celulares Jar, Bewo y
Jeg del coriocarcinoma expresan una forma mutada
del p53 (26) y ello habla a favor de que estas células
sean madas susceptibles de sufrir las agresiones al
ADN (41 43).

Otro elemento conocido en algunos tejidos de
diferentes canceres es el receptor del peroxisoma
activado por proliferador (PPAR o, 3 y v) el cual
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pertenece a una subclase de receptores hormonales
nucleares. El gen del PPARY se localiza en el
cromosoma 3 en la posicién 3p25 y se extiende por
mas de 100kb de ADN gendnico dando origen a tres
ARN como son PPARY1, PPARY2, PPARY3 (44).
Recientemente se ha conocido que el PPARY esta
localizado principalmente en el citotrofoblasto del ler
trimestre enel sincitiotrofoblasto a término. Porestar
en las células citotrofoblasticas de las islas celulares
y de las columnas celulares el PPARY podria estar
implicado en la modulacién de la invasividad del
trofoblasto. Su expresién en la mola hidatidiforme
estd disminuida o es irregular y estd casi ausente
en el coriocarcinoma lo cual conduce a pensar que
pueda ejercer un rol importante en la diferenciacion
e invasividad del trofoblasto y su inhibicién puede
contribuiralaETG comolamolay el coriocarcinoma
(44).
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