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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la expresion de péptidos
antimicrobianos (4- y a-defensinas) en el epitelio intestinal de crias de alpacade 1 a 6
semanas de edad y con enteropatias, mediante la cuantificacion relativa de ARN mensa-
jeros (ARNm) de las & (defa 8) y a (a def alp) defensinas. Se tomaron dos porciones de
yeyuno de 2 cm de longitud de 29 crias de alpacas con signos de diarrea. Una porcion se
proceso para el analisis histopatologico utilizando la tincion Hematoxilina-Eosina para
determinar el tipo de enteropatia. De la otra porcidn se obtuvo el ARNm total de los
raspados yeyunales, que sirvi6 de molde para la sintesis de cDNA mediante transcrip-
cion reversa (RT), seguido de un PCR en Tiempo Real, para la amplificacion y deteccion
de las defensinas. La cuantificacion relativa de ARNm se realizé mediante el método 2-
AACt Las crias enfermas mostraron una expresion de a-defensina (Defa 8) correspondien-
tea 18.15 veces lo expresado por el animal recién nacido o calibrador. La expresion de la
a-defensina (d-def alp) correspondio a 258.29 veces lo expresado por el calibrador, y con
diferencia significativa (p<0.05), tanto en Defa 8 y d-def alp, al compararlos con un grupo
de crias de alpacas sanas criadas en similares condiciones de un estudio previo. Los
resultados demuestran que las a- y a-defensinas entéricas son inducidas de manera
significativa durante cuadros entéricos en las alpacas.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the expression of antimicrobial peptides (a-
and a-defensins) in the intestinal epithelium of newborn alpaca (1 to 6 weeks of age) with
enteropathies, using the relative quantification of messenger RNA (mRNA) of the & (Defa

! Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Veterinaria, ? Laboratorio de Histologia, Embriologia
v Patologia Veterinaria, Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Lima, Peru

? Centro de Investigacion IVITA, La Raya-Marangani, Cusco, Perii

* E-mail: amanchegos@unmsm.edu.pe

Recibido: 06 de marzo de 2014
Aceptado para publicacion: 17 de diciembre de 2014

Rev Inv Vet Perti 2014; XX(..): com... 1



J. Siuce et al.

8) and 4 (a def alp) defensins. Two portions of the jejunum (2 cm) were collected from 29
newborn alpaca with signs of diarrhea. One portion was processed for histological analysis
using hematoxylin-eosin staining to determine the type of enteropathy. The second
portion was used to obtain total mRNA from jejunal scrapings, which served as template
for cDNA synthesis by reverse transcription (RT), followed by a Real-Time PCR for the
amplification and detection of defensins. The relative quantification of mRNA was
performed using 2-*A¢ method. The sick newborn showed an expression of 4-defensin
(Defa 8) corresponding to 18.15 times as expressed by the newborn animal or calibrator
and the expression of a-defensin (d-def alp) corresponded to 258.29 times as expressed
by the calibrator. Statistical difference was found (p<0.05) in both Defa 8 and a-def alp
expression of sick newborn when compared with a group of young healthy alpacas
raised in similar conditions in a previous study. The results showed that 4- and a- enteric

defensins are induced significantly during enteric diseases in alpacas.

Key words: alpacas, antimicrobial peptides, defensins, PCR, real-time RT-PCR

INTRODUCCION

Los seres vivos estan expuestos a una
gran variedad de organismos patogenos a tra-
vés de la via digestiva y respiratoria. Las
alpacas y llamas presentan altas tasas de
morbilidad y mortalidad en los primeros me-
ses de vida, pudiéndose diferenciar la morta-
lidad perinatal (0-7 dias de edad), la mortali-
dad neonatal (hasta los 30 dias de edad) y la
mortalidad de crias mayores de un mes hasta
el destete (6 a 8 meses de edad); y causada
principalmente por bacterias y virus
(Ameghino y DeMartini, 1991). La inmuni-
dad innata juega un papel importante en la
defensa frente a estos microorganismos, sien-
do el intestino un importante 6rgano del siste-
ma inmune de mucosas conformado por una
compleja red celular (Yuan y Walker, 2004),
con capacidad de reconocer antigenos para
desarrollar una respuesta celular reguladora
o efectora a través de sus secreciones como
son las citoquinas, enzimas y péptidos
antimicrobianos (Bailey y Haverson, 2006).

Las defensinas son una gran familia de
péptidos antimicrobianos, cuya expresion esta
extendida en todos los mamiferos (Ganz,
2003). Son polipéptidos de 29 a 50
aminoacidos conformados principalmente por

arginina y lisina, y que poseen una accion
antimicrobial que incluye a bacterias, hongos,
parasitos y virus (Sahl et al., 2005). Su de-
terminantes estructurales, como la carga,
conformacion, angulo polar, amfipaticidad e
hidrofobicidad, estan directamente relaciona-
das con la forma de interaccion y accion con
los diversos microorganismos (Yeaman y
Yount, 2003). Asimismo, se ha podido esta-
blecer dos principales formas de ejercer su
funcion a través de experimentos que se han
enfocado sobre la interaccion de péptidos
catiénicos con sistemas de modelos de mem-
branas, cuyo efecto es la alteracion de la per-
meabilidad; y péptidos con actividad
intracelular, interrumpiendo principales pro-
cesos metabolicos (Giuliani et al., 2007,
Laverty et al., 2011).

Las alpacas, en especial las crias, son
susceptibles a sufrir procesos entéricos de
diversos agentes infecciosos que ingresan a
nivel de la mucosa intestinal, induciendo una
respuesta inmune a este nivel. Estudios re-
cientes han determinado la presencia y ex-
presion de los genes de las a- y a- defensinas
en muestras de mucosa intestinal y sangre
de alpacas. La deteccion genomica de la a-
defensina de alpaca, denominada Defa 8, se
hizo a través de un estudio comparativo de
genes de a-defensinas en roedores y huma-
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nos, mientras que la a- defensina, d- def alp,
demostro tener un alto grado de identidad con
otras  secuencias de defensinas
filogenéticamente relacionadas (More et al.,
2011).

En el presente estudio se evalta la res-
puesta de expresion de estas defensinas fren-
te a enteropatias que sufren las crias de
alpacas en las primeras semanas de vida.

MATERIALES Y METODOS

Animales y Muestras

Se seleccionaron crias de alpacas de 1
a 6 semanas de edad de las variedades Suri
y Huacaya, de ambos sexos, que presenta-
ban signos clinicos de enteropatias: diarrea,
heces sanguinolentas, timpanismo, dolor ab-
dominal, depresion, muerte subita; y donde
se confirmod por histopatologia la presencia
de la alteracion de la estructura normal del
yeyuno. Los animales (n=29) eran del distri-
to de Marangani, provincia de Canchis, de-
partamento de Cusco, Peru.

Los animales seleccionados habian fa-
llecido horas antes o se encontraban mori-
bundos. Se recolectaron muestras de intesti-
no en la necropsia. Se obtuvieron dos cortes
de 2 cm de longitud del yeyuno por cada al-
paca. Las secciones fueron lavadas en sue-
ro fisiologico estéril al 0.9% para retirar el
contenido intestinal. Uno de los cortes se al-
macend en nitrégeno liquido a -196 °C para
la evaluacion y el segundo corte se conservo
en formol al 10% para la evaluacion
histopatologica.

Evaluacion Histopatologica

Los cortes fueron procesados con el
método convencional para la coloracion de
Hematoxilina-Eosina: deshidratados a través
de sucesivas inmersiones en alcohol etilico a
diferentes concentraciones, aclaradas en
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Xilol, sumergidos en parafina liquida, y colo-
cados en refrigeracion hasta lograr su solidi-
ficacion. Se hicieron los cortes con ayuda de
un micrétomo en secciones de 5 um de espe-
sor. Las laminas fueron coloreadas con
Hematoxilina-Eosina (H-E) para su lectura
(Kiernan, 1999).

Evaluacion Molecular

Las muestras de tejido fueron descon-
geladas desde -196 a -20 °C, transportando-
los del tanque de nitrogeno a una congeladora
de -20 °C. Luego de 4 horas se les llevo a 4
°C. Se hizo un raspado profundo de la muco-
sa de los segmentos de intestino con hoja de
bisturi. El raspado fue diluido en 1 ml de sue-
ro fisiologico estéril y centrifugado a 3000 rpm
por 5 min. Se elimind el sobrenadante y se
repitié el paso anterior. El pellet fue
reconstituido en 500 ul de agua libre de
nucleasas.

Expresion de gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH)

Las muestras se trabajaron mediante la
técnica de reacciéon en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR) utilizando un set de cebadores especi-
ficos para el gen constitutivo GAPDH (F:
5’GTGAAGGTCGGAGTGAACG3’; R:
5’GAGATGATGACCCTCTTGGC3’), el
cual fue usado como control interno o
endogeno de las muestras.

Expresion de a- y a-defensinas

En la evaluacion de la expresion de a- y
a-defensinas, los ARN mensajeros totales se
obtuvieron con el kit PureLink™ Micro-to-
Midi Total RNA Purification System
(PROMEGA). Estos ARN mensajeros tota-
les fueron empleados como molde para la sin-
tesis de cDNA mediante el kit SuperScript®
I First-Strand Synthesis SuperMix
(Invitrogen, EEUU). E1 cDNA obtenido sir-
vi6 de molde para la reaccion de PCR.



J. Siuce et al.

El RT-PCR en tiempo real se hizo en un
termociclador equipado con un monitor de
deteccion de fluorescencia (MJ Research —
BioRad), usando el agente intercalante «sybr
green». Se emplearon los cebadores disefia-
dos por Patil et al. (2004), provenientes de a-
defensinas en roedores y humanos, que fue-
ron utilizados por More ef al. (2011) para la
deteccion y expresion genomica de la a-
defensina, Defa 8, en alpacas (Vicugna
pacos):

- Defa8 FW: GAAGACACTTG TCCTCC
TTTCTG

- Defa8 RV: AATAGACCTGGACGA CAG
GACC

Se emplearon oligonucledtidos disefia-
dos por More et al. (2011) mediante el pro-
grama Primer3 Output y Primer Blast a par-
tir de secuencias publicadas en el Banco de
Genes (GenBank) para bovinos (acceso:
AF016539.1), utilizados para la deteccion y
expresion gendmica de a-defensina (d- def
alp):

- Beta entérica FW: TCCATAGATGGGACA
CAGCA

- Beta entérica RV: TCCTCTCTTCCTGC
CACTGT

Se consideraron como muestras positi-
vas en el RT-PCR tiempo real con el set de
cebadores Defa 8 y d- def alp aquellas con
una clara curva de amplificacion y una curva
de disociacion tnica sin ruido de fondo que
representen productos inespecificos.

Cuantificacion relativa a- y 4-defensinas

La cuantificacion relativa de a- y a-
defensinas (Defa 8 y d- def alp) se hizo con
el método Delta Delta Ct (AACt), llamado
también método Ct comparativo (Livak y
Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001). EI método
se basa en el analisis comparativo de los Cts
de las muestras y comparados con el Ct de
un control enddgeno, el set de cebadores

GAPDH. Este es el mas usado por su poca
variabilidad y expresion constante en distin-
tos tipos celulares (Walker et al., 2009). Los
resultados son presentados como cantidades
en nimero de veces con respecto a un
calibrador (generalmente un individuo de la
muestra con cantidades basales de expresion
del gen a analizar), considerando como tal,
animales de 0 dias de edad.

Analisis Estadistico

En la comparacion entre grupos de en-
fermos (enteropatias) con sanos, se utilizo el
estudio realizado por More et al. (2011), en
el cual se evaluo la expresion relativa de las
a- y a-defensinas (Defa 8 y d- def alp) en
crias de alpacas sanas, por ser animales pro-
cedentes de la misma area de crianza, mis-
ma época de muestreo y con las mismas con-
diciones ambientales.

La diferencia de expresion de ambas
defensinas entre los grupos sanitarios se ana-
lizé mediante la prueba de T de Student. Para
evaluar la diferencia de expresion entre los
grupos etarios se utilizo el analisis de varianza
de un factor y la prueba de comparacion
multiple de Tukey para identificar grupos di-
ferentes. Los datos se procesaron mediante
el paquete estadistico STATA v. 11.0, esta-
bleciendo la significacion estadistica en 0.05.

RESULTADOS

Histopatologia

La lesion histologica mas frecuente fue
la enteritis necroética difusa aguda, presente
en 27 animales. En ellas se pudo determinar
la presencia de agentes infecciosos, tanto
bacterias (n=23) como parasitos (n=4), sien-
do estos Eimeria spp (n=2) vy
Cryptosporidium spp (n=2). En las otras dos
muestras, una resultd con enteritis catarral
difusa aguda y la otra con calcificacion
distrofica.
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Figura 1. Curva de amplificacion (Ct) de Defa 8 (a-defensina) en mucosa intestinal de crias de
alpaca con enteropatias. El Ct vario6 entre 30.28 a 36.33

Expresion de GAPDH

Todas las muestras (29/29) tuvieron un
Ct (ciclo umbral) antes de los 40 ciclos de
amplificacion, donde el rango de valores fue
de 27.05 a 32.24.

La temperatura de disociacion (Tm) de
los productos (inico por animal) indicé la pre-
sencia de dos tipos de productos especificos
en la poblacion muestreada. El primero con
una Tm entre 83.0 y 83.9 °C y el segundo
entre 80.9 y 81.5 °C.

Expresion de Defa 8 (4-defensina)

El analisis mostro curvas de amplifica-
cion con un Ct entre 30.28 y 36.33 (Fig. 1)
con un promedio de 34.08. El analisis de la
curva de disociacion mostré un pico Unico,
con un leve ruido de fondo y una temperatu-
ra de disociacion entre 80.3 y 85.6 °C.
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Cuantificacion Relativa de Defa 8 (a-
defensina)

Los niveles promedio de expresion de
Defa 8 fueron mayores en el grupo de crias
con enteropatias frente al grupo de crias sa-
nas del estudio de More et al. (2011) en rela-
cion a los animales de cero dias de edad que
no consumieron calostro (calibrador). Las
crias enfermas mostraron una expresion pro-
medio de Defa 8 correspondiente a 18.15
veces lo expresado por el calibrador, mien-
tras que las crias sanas expresaron 4.68 ve-
ces lo expresado por el calibrador (Fig. 2,

p<0.05).

Al contrastar la expresion de Defa 8
del grupo de animales sanos con aquellos con
enteropatias se evidenciaron dos cinéticas de
expresion hasta la sexta semana. En los ani-
males sanos se observé una tendencia cre-
ciente seguida de una caida sostenida, mien-
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Figura2. Niveles de expresion de Defa 8 (a-defensina) en mucosa intestinal de crias de alpa-
ca con y sin enteropatias. Existe diferencia estadistica (p<0.05) entre grupos. * Da-

tos de More et al. (2011)

tras que la cinética en los enfermos no pare-
ce seguir una tendencia definida (Cuadro 1).
No se encontré diferencia estadistica en la
expresion de Defa 8 entre los grupos etarios
de los animales sanos ni entre los grupos
etarios de los enfermos, pero existe diferen-
cia entre el grupo de crias sanas y enfermas
en las semanas 4 y 6 de edad (p<0.05).

Expresion de d-def alp (a-defensina)

Los resultados en la expresion de d def
Alp mostraron la amplificacion de un producto
unico, especifico, el cual se representa como
un pico de disociacion Gnico y claro en el gra-
fico de la curva de disociacion. Asimismo,
las curvas de amplificacion tuvieron un ran-
20 de 26.43 a 33.88 con un promedio de 29.37

(Fig. 3).

Cuantificacion Relativa de d-def alp (a-
defensina)

Los resultados de la cuantificacion re-
lativa demostraron que los niveles promedio
de expresion de d-def alp fueron mayores
en el grupo de crias con enteropatias frente
al grupo de crias sanas en relacion a los ani-
males de cero dias de edad que no consu-
mieron calostro (calibrador). Las crias en-
fermas mostraron una expresion de d-def
alp correspondiente a 258.29 veces lo ex-
presado por el calibrador, mientras que las
crias sanas expresaron solo 4.11 veces lo ex-
presado por el calibrador (Fig. 4, p<0.05).

Al contrastar la expresion de d-def alp

del grupo de animales sanos con aquellos con
enteropatias se evidenciaron dos cinéticas de
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Cuadro 2. Niveles de expresion de f-def alp (B-defensina) en mucosa intestinal de crias de
alpaca con y sin enteropatias por semanas de edad

Animales Semanas de edad

0 1 2 3 4 5 6
Sanos” 1.00  2.9£2.0° 4.2+22% 6.0+3.1° 4.842.0° 39+£23" 43+2.1°
Con enteropatia  1.00  214+34° 379+40° 367+19° 173+£31° 190+25° 109+37°

! Superindices diferentes dentro de columnas indican diferencia significativa (p<0.05)

’ Datos de More et al. (2011)

5 10 15

20 25 20 35 40

Ciclo

Figura 3. Curva de amplificacion (Ct) de los productos amplificados de d-def alp. Los productos

tuvieron un Ct entre 26.43 y 33.88

expresion hasta la sexta semana. En los ani-
males sanos se observd una tendencia cre-
ciente seguida de una caida sostenida, mien-
tras que la cinética en los enfermos no pare-
ce seguir una tendencia definida (Cuadro 2).
Se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en la expresion entre grupos segin
el grupo etario.
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DiscusioN

Los productos de GAPDH y las a- y a-
defensinas (Defa 8 y d-def alp, respectiva-
mente) tienen Tm similares y dentro del ran-
go obtenidos en crias de alpacas sanas (More
et al., 2011), demostrando que se detectan
los mismos ARNm en ambos estudios.
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Figura 4. Niveles de expresion de d-def alp (a-defensina) en mucosa intestinal de crias de
alpaca con y sin enteropatias. Existe diferencia (p<0.05) entre grupos. * Datos de

More et al. (2011)

Existe una mayor cantidad de ARNm
de 4- y a-defensinas (p<0.05) en el grupo con
enteropatias en comparacion a los animales
sanos, indicando un aumento de la expresion
de los genes de las defensinas estudiadas en
las alpacas. Similarmente, en otros mamife-
ros se indica que la expresion de los genes de
defensinas son inducidos por la estimulacion
de productos y componentes de los agentes
microbianos como virus, hongos, parasitos y,
principalmente, bacterias (Bevins, 2005). Se
ha demostrado que ambas defensinas (Defa
8 y d-def alp) son expresadas en el epitelio
intestinal de las crias de alpacas en distintas
edades (More et al., 2011), y aqui se demues-
tra que su expresion se induce como respuesta
a la infeccion de microorganismos patogenos,
sirviendo como proteccion, y siendo una de
las primeras respuestas del sistema inmune
innato.

Las células de diversos tejidos celula-
res poseen los genes de las defensinas y re-
ceptores celulares que inician las sefiales ce-
lulares para la expresion de estos genes; sin
embargo, no todos los tipos celulares expre-
san todas las defensinas o determinados ti-
pos de receptores celulares como los TLRs
y NOD especificos para cada tipo de micro-
organismo. Las células epiteliales son altas
productoras de a-defensinas (Diirr y Peschel,
2002). Las muestras trabajadas contienen los
diversos tipos celulares presentes en la mu-
cosa intestinal de las crias de alpacas, inclu-
yendo las células de Paneth que son las ma-
yores productoras de a-defensinas, debido a
que se obtuvieron de un raspado profundo de
la mucosa; por lo que las cantidades obteni-
das de las defensinas representan el total de
todas ellas. Por otro lado, en los tejidos de los
animales con enteropatias se encuentran bas-
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tantes leucocitos, que han migrado desde los
vasos sanguineos a la mucosa intestinal cons-
tituyendo un componente celular de los teji-
dos inflamados, contribuyendo a la mayor
expresion de a-defensinas que se expresan
en este tipo de células inflamatorias (Ganz,
2003).

Las enteropatias que se observan en las
crias de alpacas fueron mayormente enteri-
tis necroética difusa aguda, las cuales pueden
ser producidas por los agentes infecciosos de
mayor prevalencia en la zona, entre ellos,
Clostridium perfringes, Escherichia coli,
Cryptosporidium spp, Giardia spp y
coccidias (Palacios et al., 2005; Martin et al.,
2010). Ultimamente se ha determinado la pre-
sencia de rotavirus y coronavirus como
patdgenos virales asociados a diarreas en
alpacas (Genova ef al., 2008). Esta diversi-
dad de patdgenos son capaces de estimular
la respuesta inmune innata en la mucosa in-
testinal induciendo la expresion de péptidos
antimicrobianos (defensinas) como se ha de-
terminado en otros animales domésticos
(Montafio y Vargas, 2002). Asimismo, se ha
demostrado una estimulacion por la presen-
cia de lipoproteinas o acidos teicoicos de
Gram-positivos, LPS de Gram-negativos, a-
glucanos de levaduras, acidos nucleicos
virales y otros patrones moleculares asocia-
dos a patogenos, a través de la interaccion
de sus receptores celulares, que inician una
cascada de sefializacion que finaliza con la
activacion del factor nuclear NF-kB y la con-
secuente transcripcion de los genes que co-
difican las defensinas (Montafio y Vargas,
2002; Tellez y Castafio, 2010), por lo que exis-
te una asociacion directa entre la presencia
de patogenos y la induccion de las a- y a-
defensinas, tal y como se observa en el pre-
sente estudio.

Las crias de alpaca enfermas muestran
diferentes niveles de expresion relativa por
grupo etario, tanto para a- como para a-
defensinas (Defa 8 y d-def alp, respectiva-
mente); sin embargo, no existe diferencia sig-
nificativa entre grupos, debido posiblemente
a que la expresion individual podria ser simi-
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lar por los siguientes factores: grado de
estimulacion o carga antigénica, naturaleza
del patégeno o microorganismo implicado en
la infeccion, y cantidad de células de Paneth
y enterocitos, siendo proporcional la respuesta
inmune innata contra patdogenos con la
interaccion especifica de patrones
moleculares de microorganismos a través de
receptores tipo TLRs que desencadena la
comunicacion celular y la activacion de NF-
kB y la secrecion de citoquinas inflamatorias
y péptidos antimicrobianos (defensinas). Exis-
te una correlacion del incremento de ARNm
con la estimulacion bacteriana (Palazzo et al.,
2007).

Al contrastar la expresion de ambas
defensinas en los dos grupos de animales se
evidenciaron dos cinéticas de expresion. En
la 4-defensina (Defa 8) no se encontro dife-
rencia significativa entre crias sanas y enfer-
mas en todos los grupos etarios, a excepcion
de la cuarta y sexta semana de edad. Si bien,
los valores de ARNm de a-defensina (Defa
8) son relativamente mayores, esta diferen-
cia no es tan evidente inicialmente debido a
que las a-defensinas son expresadas en ba-
jos niveles durante la etapa fetal y del neonato.
Estos niveles de expresion se pueden incre-
mentar gradualmente en condiciones de en-
fermedad; sin embargo, no alcanzan valores
tan altos como aquellos de las a-defensinas,
debido a que las a-defensinas en mamiferos
son expresadas Unicamente por
polimorfonucleares y células de Paneth
(Bevins, 2005).

A diferencia de la a-defensina (Defa §),
la a-defensina (d-def alp) tuvo niveles de
expresion bastante elevados determinado una
diferencia significativa en todos los grupos
ctarios. Las a-defensinas en el intestino no
solo son expresadas por células tipicas pro-
ductoras de defensinas, como las células de
Paneth y los linfocitos intraepiteliales, sino que
su expresion también se realiza por las diver-
sas células epiteliales que forman parte de la
mucosa (Montafio y Vargas, 2002; Patil et
al., 2004). Ademas, los péptidos
antimicrobianos se sintetizan hasta 100 ve-
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ces mas rapido que una inmunoglobulina y a
mucho menor costo metabdlico,
almacenandose en altas concentraciones y
estando disponible para ser liberadas en con-
tacto con microorganismos (Montafo y
Vargas, 2002). En las crias ocurren variacio-
nes en la alimentacién, donde el consumo de
leche disminuye mucho y se inicia la nutri-
cion sustentada en acidos grasos volatiles,
disminuyendo la presencia de elementos
nutricionales, pudiendo originarse fallas o
anergia inmunologica (Gombart, 2009).

CONCLUSIONES

La expresion relativa de a- y a-
defensinas (Defa 8 y d-def alp, respectiva-
mente) en yeyuno son significativamente
mayores en crias de alpaca con enteropatias
en comparacion a las crias sin esta condi-
cion.
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