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Resumo

Introdugao: Sindrome de Apneia Obstrutiva do
Sono (SAOS) e Amigdalites de Repeticdo (AR)
s3o as principais indicagdes para a realizagao de
amigdalectomia em idade pediatrica. Apesar do
crescente conhecimento em imunologia tecidual
das amigdalas palatinas, a fisiopatologia que
leva ao desenvolvimento de SAOS ou AR nao é
totalmente conhecida.

Objetivos: Analise imunofenotipica comparativa
de criancas com SAOS versus AR. O estudo
epidemioldgico dos doentes selecionados foi ainda
realizado.

Material e Métodos: Analise por citometria de fluxo
de amigdalas palatinas de criangas com SAOS
versus AR. No processamento das amigdalas
palatinas sdo isoladas as células mononucleadas
(MNCs) e, a partirdestas, ascélulas T CD4 e as células
T foliculares auxiliares (TFH). Foi também avaliado o
tamanho e viabilidade celular e o Inducible T-cell
costimulator (ICOS), marcador de ligagdao das
células TFH as células B, durante a produgao de
anticorpos. Foram incluidos 69 doentes do Hospital
Dona Estefania, com idade inferior a 18 anos, entre
novembro de 2018 e novembro de 2022.
Resultados: As amigdalas palatinas foram
removidas por dissecgao extracapsular de 54
criangas com diagnostico de SAOS e 15 com AR. Nos
doentes com SAOS, a média de idades foi de 4.7 (=
2.2) anos, sendo 24 do sexo masculino e 30 do sexo
feminino. Nos doentes com AR, a média de idades
foi de 6.1 (+ 2.5) anos, sendo 7 do sexo masculino
e 8 do sexo feminino. As criangas submetidas a
amigdalectomia por SAOS eram significativamente
mais novas que as por AR (p = 0.035). Nao existiram
diferencas significativas entre sexos nos dois
grupos (p = 0.881). Foram encontradas diferencas
significativas no grau das amigdalas palatinas, pela
Classificagao de Brodsky, entre os dois grupos de
doentes (p = 0.031). As criangas com SAOS eram
mais propensas a apresentarem otite média
com efusao com necessidade de miringotomia e
colocagao de tubos de ventilagdo transtimpanicos
no mesmo momento cirdrgico (p = 0.034). Nao
existiram diferencgas estatisticamente significativas
nas complicagdes cirdrgicas da amigdalectomia
entre os dois grupos de doentes (p = 0.456).
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Pela andlise de citometria de fluxo, a contagem de
MNCs e células T CD4 nao se encontrou alterada
entre os dois grupos. As amigdalas palatinas de
doentes com AR apresentaram menos células
TFH quando comparadas com amigdalas de
doentes com SAOS, mas de forma nao significativa
(p = 0.07). O tamanho das células T CD4 nao
mostrou diferencas significativas entre grupos
(p=0.840), porém, a viabilidade destas células foi
significativamente superior nos doentes com AR
(p=0.015). Nos doentes estudados, existiu uma
maior intensidade na expressao de ICOS nos
doentes com AR face aos doentes com SAOS.
Conclusdes: Os nossos resultados apontam para
diferencas na resposta linfocitaria local entre
doentes com SAOS e AR, porém, sdo ainda
necessarios estudos adicionais de citometria de
fluxo destinados a investigar os mecanismos
imunolégicos na base destas duas patologias.
Palavras-chave: Sindrome de apneia obstrutiva
do sono, amigdalites de repeticao, amigdalas
palatinas, Imunofenotipagem, pediatria.

Introdugdo

A amigdalectomia é uma das cirurgias mais
frequentemente realizadas na populagao
pediatrica em todo o mundo'. As indicagcdes
mais comuns para esta cirurgia sdo a
Sindrome de Apneia Obstrutiva do Sono
(SAQS), seguida de amigdalites de repeticao
(AR)™. A hipertrofia das amigdalas palatinas
€ a causa mais comum de SAOS em idade
pediatrica, afetando cerca de 1 a 5% de todas
as criangas entre dois e seis anos de idade®.
As amigdalas palatinas representam o
primeiro local de resposta imunoldgica
a microorganismos inalados e ingeridos,
juntamente com o restante tecido linféide
do anel de Waldeyer“. Os antigenos luminais
sdo recolhidos por células M especializadas
e ftransportados para o tecido linféide,
caracterizado por um grande numero
de foliculos linféides, contendo células B
diferenciadas e células T foliculares auxiliares
(TFH)>. Embora os efeitos imunolégicos da
amigdalectomia tenham sido amplamente
debatidos nas ultimas décadas, duas revisdes
sistematicas recentes concluiram que a
amigdalectomia ndo tem impacto negativo na
imunidade humoral e celular das criangas®”.
Dado o facto de a SAOS e AR terem formas
de apresentacao e epidemiologia diferentes,

tem sido sugerido que as alteracdes
imunoldgicas subjacentes sejam também
distintas®. Estudos prévios sugeriram um
aumento da inflamagdo nas amigdalas de
doentes com SAQOS, incluindo o aumento
da proliferacao de células T4, niveis elevados
de citocinas proé-inflamatérias®, substancia
P e regulagao positiva de receptores para
cisteinil-leucotrienos". No entanto, farmacos
antiinflamatdrios, como corticoesterdides e
antagonistas dos receptores de leucotrienos,
mostraram apenas efeitos ligeiros nos doentes
com SAOS®2 Essas observagdes clinicas
justificam um estudo mais aprofundado
da imunopatologia da hiperplasia das
amigdalas palatinas em criangas com SAOS
e a sua comparagao com doentes com AR. A
citometria de fluxo permite a contagem de
células totais (MNCs) das amigdalas palatinas
e o estudo da imunidade inata e adquirida®,
podendo ser feita a comparacao das diferentes
populacdes celulares de doentes com SAOS
face a doentes com AR.

Este estudo teve como objetivo descrever
as caracteristicas clinicas, as intervencoes
cirdrgicas concomitantes e as complicagdes
pds-operatdrias de dois grupos em idade
pediatrica submetidos a amigdalectomia por
SAOS ou por AR. As amigdalas palatinas dos
individuos estudados foram submetidas a
imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Material e Métodos

Selecao de Doentes

Entre novembro de 2018 e novembro de 2022,
foram incluidos 69 doentes do servico de
Otorrinolaringologia do Hospital Dona Estefania
(HDE), com idade inferior a 18 anos e submetidos
a amigdalectomia. Como critérios de inclusao,
foram consideradas apenas doentes em idade
pediatrica, com diagndstico de SAOS ou AR
e cujos representantes legais aceitassem a
participagao nas diferentes etapas do presente
estudo, através da leitura e assinatura do
consentimento informado. Os critérios de
exclusao foram a presenca de doengas auto-
inflamatdrias como o Sindrome PFAPA (Periodic
Fever, Aphtous stomatitis, Pharyngitis and
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Adenitis), doentes amigdalectomizados para
diagndstico de patologias do foro oncolégico
ou hematolégico, doente com diagndstico
simultdneo de SAOS e AR ou auséncia de
consentimento legal para a recolha de dados
e/ou andlise das amigdalas palatinas. Todos os
doentesamigdalectomizadospor ARcumpriram
os critérios de Paradise™. O diagndstico de SAOS
foi feito a partir da histéria clinica, exame objetivo
e registo de video de sono feito pelos cuidadores,
com presenca de roncopatia com apneias.
A polissonografia (PSG) ndo rotineiramente
realizada em todos os doentes com diagndstico
de SAOS submetidos a amigdalectomia.Os
seguintes dados demograficos foram recolhidos:
idade, sexo, tamanho das amigdalas palatinas,
atraso no desenvolvimento da fala, asma, otite
média com efusdo (OME) com necessidade de
miringotomia e colocagcao de tubosde ventilacao
transtimpanicos (TVTT), outras co-morbilidades,
ciclos de antibioterapia no ano anterior a
cirurgia, indicagao para amigdalectomia, outras
cirurgias realizadas no mesmo tempo operatdrio
e complicagbdes cirdrgicas. O tamanho das
amigdalas palatinas foi definido a partir da
classificacao de Brodsky'™, na qual as amigdalas
rececbem uma pontuacao de 1 a 4, a acordo
com a percentagem da via aérea ocupada pelas
amigdalas (Grau 1<25%; grau 2 de 26 a 50%; grau
3de51a75% e grau 4 >75).

Preparacdo das amostras de amigdalas
palatinas e Andlise de Citometria de Fluxo

As amigdalas, cirurgicamente removidas, foram
colocadas em meio RPMI (Gibco, 21875-034) e
mantidas a 4 graus Celsius até processamento.
Nessa altura, as amigdalas foram cortadas em
pedacos de tamanho reduzido com recurso a
tesoura e pinca cirdrgicas. Os pedacos foram
depois transferidos para uma membrana de
70 um onde foram esmagados de modo a
libertarem as MNCs. Estas células foram diluidas
em PBS 1X (VWR chemicals, K813) e transferidas
para o topo de uma camada de biocoll (BioWest,
LO560-500) num racio 21. As células foram
centrifugadas a 1200 x g, 30 minutos, sem travao.
Apds centrifugacao, a camada das MNCs foi
recolhida com uma pipeta de Pasteur para

um tubo vazio. Estas células foram lavadas
duas vezes com PBS 1X com centrifugacao de
700 x g, 10 minutos. Apds contagem celular, as
células foram ressuspendidas em Mojo buffer
1X e incubadas durante 15 minutos no gelo com
nanobeads magnéticas CD4 (1:20) de modo a
purificar por selagao positiva as células T CD4. As
células foram depois transferidas para um tubo,
colocadas dentro de um magneto e incubadas
durante 5 minutos. Apds esse tempo o liquido foi
descartado e as células lavadas duas vezes com
mojo buffer1X.Ascélulas purificadas TCD4foram
ressuspendidas em mojo buffer 1X, contadas e
centrifugadas (700 x g, 5 minutos). Metade das
células T CD4 foram colocadas em cultura em
RPMI suplementado com 10% de FBS (BioWest,
S1780-500) e 1% de antibidtico-antimicético
(Gibco, 15240096) numa concentracdo de 6x109/
mL durante 5 dias. No dia 5 as células foram
marcadas com um marcador de viabilidade e
com o marcador Inducible T-cell costimulator
(ICOS), marcador de ligagao das células TFH as
células B, durante a producao de anticorpos.
A outra metade das células foi marcada com
CD4, PD-1 e CXCR-5, marcadores que permitem
identificar e sortear as células TFH tipicamente
encontradas nas amigdalas. Todos os resultados
foram adquiridos no citdmetro BD FACSCanto
(BD Bioscience) e analisados no software FlowJo
versao 10.

Analise Estatistica

Os dados foram avaliados pelo software SPSS
versdao 25 (Statistical Package for the Social
Sciences; SPSS Inc.,, Chicago, IL). Os dados sao
apresentados sob a forma de média + desvio
padrdo. A distribuicdo da normalidade foi
calculada pelo teste D’Agostino & Pearson (n>6)
ou pelo teste Shapiro-Wilk (n<6). Os valores de
p value foram calculados pelo teste nao normal
Mann-Whitney e pelo teste t normal para
amostras ndo emparelhadas. A concordancia
de médias entre os trés grupos de tratamento
(amigdalectomia, adenoamigdale-ctomia
e adenoamigdalectomia e miringotomia
colocagao de TVTT) foi avaliada pelo teste de qui-
guadrado. Valores de p bicaudais < 0,05 foram
considerados significativos.
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Resultados

Estudo Epidemiolégico

As amigdalas palatinas foram removidas
por disseccdo extracapsular de 54 doentes
com diagnodstico de SAOS e 15 com AR. As
caracteristicas demograficas e clinicas estao
resumidas na Tabela 1. Nos doentes com SAOS,
a média de idades foi de 4.7 (+ 2.2) anos, sendo
24 (44.4%) do sexo masculino e 30 (55.6%) do
sexo feminino. Nos doentes com AR, a média
de idades foi de 6.1 (+ 2.5) anos, sendo 7 (46.7%)
do sexo masculino e 8 (53.3%) do sexo feminino.
As criangas submetidas a amigdalectomia por
SAOS eram significativamente mais novas que
as por AR (p = 0.035). Nao existiram diferencas
significativas entre sexos nos dois grupos
(p = 088l). Foram encontradas diferencgas
significativas (p = 0.031) no grau das amigdalas
palatinas, pela Classificagao de Brodsky, entre os
dois grupos de doentes (SAOS 3.0 + 0.6;AR 2.6 +
0.6). No grupo de doentes com AR apenas 46.7%
dos doentes (n = 7) apresentavam amigdalas de
grau 3 ou 4, enguanto que no grupo de doentes
com SAOS foram 852% (n = 46). As criangas
com SAOS nao eram estatisticamente mais
propensas a apresentarem histéria de atraso no
desenvolvimentodafaladoqueascom AR (SAOS
9.3% (n = 5) em comparagdao com AR 0% (n = 0);

Tabela 1
Estudo epidemiolégico dos doentes submetidos a amigdalectomia por Sindrome de Apneia Obstrutiva

do Sono e Amigdalites de Repetigao.

p = 0.114). Por outro lado, as criangas com SAOS
eram mais propensas a apresentarem OME com
necessidade de miringotomia e colocagao de
tubos de ventilagao transtimpanicos no mesmo
momento cirdrgico (SAOS 481% (n = 26) em
comparagao com AR 26.7% (n = 5); p = 0.031).
Nao existiram diferencas na presenca de outras
co-morbilidades entre os grupos de estudo (p
= 0.828). Os doentes com SAOS realizaram 4.4
+ 1.8 ciclos de antibioterapia no ano anterior a
cirurgia. Ja os doentes com AR realizaram 6.2
+ 2.3 ciclos, ndo existindo diferencas entre os
grupos (p = 0.559).

Ndo existiram diferencas estatisticamente
significativas na necessidade de outras cirurgias
entre os dois grupos de estudo (p = 0.08]1).
Contudo, de referir que 48.1% (n = 26) dos doentes
com SAOS necessitou de adenoidectomia
e miringotomia com colocagao de TVTT no
mesmo momento cirdrgico, face apenas a
26.7% (n = 4) dos doentes com AR. Nao existiram
diferencas estatisticamente significativas nas
complica-¢des cirdrgicas da amigdalectomia
entre os dois grupos de doentes (p = 0.456). As
Unicas complicacdes pos-operatorias reportadas
estiveram associadas ao grupo dos doentes
com SAOS (n = 2; 3.7%) e corresponderam a um
episédio de hemorragia poés-amigdalectomia

. [5/05(=50) ARM=D)

Idade (anos) 477 +22 61+25 0.035
Sexo (feminino) 30 (55.6%) 8 (53.3%) 0.881
Sexo (masculino) 24 (44.4%) 7 (46.7%)

Tamanho das amigdalas palatinas (Classificagdo de Brodsky) 30+06 26+ 0.6 0.031
Atraso no Desenvolvimento da Fala 5(9.3%) 0O (0%) 0.114
Asma 3 (5.6%) 0 (0%) 0.179
OME com necessidade de miringotomia e colocagao de TVTT 26 (48.1%) 4 (26.7%) 0.031
Outras co-morbilidades 5(9.3%) 4 (26.7%) 0.828
Ciclos de antibioterapia no ano anterior a cirurgia 4.4 +18 62+23 0.559
Amigdalectomia 1(1.9%) 2 (13.3%)

Adenoamigdalectomia 27 (50%) 9 (60%) 0.081
Adenoamigdalectomia e miringotomia colocagao de TVTT 26 (48.1%) 4 (26.7%)

Complicagdes cirdrgicas 2 (3.7%) 0 (0%) 0.456
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um dia apds a cirurgia, com necessidade de
revisdo de hemostase no bloco operatério e
um caso de hemorragia apds adenoidectomia,
ao segundo dia, também com necessidade de
revisao de hemostase no bloco operatério.

Analise imunofenotipica

Na figura 1A observamos uma grande dispersao
em termos de milhdes de MNCs presentes
em cada amigdala e concluimos que nao
existem diferencas significativas no niumero de
células quando comparamos os doentes com
SAOS (n = 54) e AR (n =15), p = 0.31. Na figura
1B procedeu-se a comparacdao do numero
total de células T CD4 purificadas obtidas
das amigdalas palatinas extraidas do total de

Figura 1
Estudo Comparativo dos resultados da analise por citometria de fluxo de amigdalas palatinas de
criangas com Sindrome de Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS) e Amigdaltites de Repeticao (AR).

doentes (SAOS n = 54, AR n =15), nao existindo
diferencas estatisticamente significativas (p =
0.29). Na figura 1C comparou-se o numero total
de células TFH obtidas de amigdalas extraidas
de doentes com SAOS (n=30) e de doentes
com AR (n=10). Apesar de nao ser significativo
parece existir uma tendéncia para amigdalas
palatinas de doentes com AR possuirem
menos células TFH totais quando comparadas
com amigdalas de doentes SAOS (p = 0.07).
Na figura 1D procedeu-se a comparacao do
tamanho das células T CD4 dado através dos
parametros Forward Scatter-A (FSC-A) e Side
Scatter (SSC-A) da citometria de fluxo, obtidas
de amigdalas extraidas de doentes com
SAOS (n=18) e de doentes com AR (n=4). Nao

A - Células Mononucleadas (MNCs); B - Células T CD4; C - Células T Follicular auxiliares (TFH);
D - Tamanho das Células T CD4; E - Viabilidade das Células T CD4; F - Median of fluorescence of inducible

T cell co-stimulator (ICOS MFI).
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existiram diferencas significativas do tamanho
das células T CD4 entre grupos (p = 0.84).

As células T CD4 de amigdalas palatinas
extraidas de doentes com AR apresentaram
maior viabilidade celular do que as
provenientes de doentes com SAOS (p = 0.015).
Esta comparacao (Figura 1E) foi feita a partir
do marcador de viabilidade na citometria
de fluxo, obtidas de amigdalas extraidas
de doentes com SAOS (n=18) e de doentes
com AR (n=4). Na Figura 1F comparou-se
a média de intensidade de fluorescéncia
(MFI) do marcador ICOS nas células T CD4,
obtidas de amigdalas extraidas de doentes
com SAQOS (n=15) e de doentes com AR (n=2).
Estes dados parecem sugerir uma diferenca
entre AR e SAOS, ainda que sem validade
estatistica (p=0.23). Neste caso em especifico,
as amigdalas de doentes com AR parecem
apresentar uma intensidade menor de ICOS
guando comparadas com amigdalas de
doentes com SAOS.

Discussao

A populagao incluida neste estudo reflete a
mudanca nasindicagcdes paraamigdalectomia
observada internacionalmente, nas Uultimas
décadas'®”. Mais criangas foram submetidas
a amigdalectomia por SAOS do que aquelas
gue foram amigdalectomizadas por AR. No
grupo de doentes com SAOS observou-se um
aumento um pico na realizacao da cirurgia na
idade pré-escolar, o que corresponde a idade
em que a prevaléncia de SAOS é maior'®. As
criangas do grupo com AR eram mais velhas
do que aguelas com SAOS e este achado é
apoiado por outros estudos internacionais®".
Neste estudo, a Unica co-morbilidade que se
mostrou estatisticamente mais prevalente
entre grupos foi a OME com necessidade de
miringotomia erealizacaode TVTT nosdoentes
com SAOS. Acredita-se que a obstrucao
da trompa de Eustaquio por hipertrofia
adenoideia, leva a existéncia de uma pressao
negativa no ouvido médio e ao aparecimento
de OME cronica®. Johnston et al. descreve
gue criancas com SAOS sao mais propensas a
apresentarem um atraso do desenvolvimento

da fala, associando este achado a elevada
prevaléncia de OME® Na nossa populacao,
apesar de todos os doentes com atraso no
desenvolvimento da fala se encontrarem no
grupo de doente com SAOS e terem OME
como co-morbilidade, naoexistiramdiferencas
estaticamente significativas entre grupos. As
readmissdes hospitalares por hemorragia pos-
amigdalectomia aumentaram cinco vezes de
1987 a 2013%°.0Outros autores sugerem que a
medidagqueonumerodeamigdalectomiaspor
SAOS tem aumentando, também aumentou
a taxa de hemorragia poés-amigdalecotmia®.
No nosso estudo, as Unicas duas hemorragias
pds cirdrgicas ocorreram no grupo de doentes
com SAOS, mas nao existiram diferencas
estatisticamente significativas.

A contagem de células totais das amigdalas
palatinas, as MNCs, foi particularmente
importante na fase inicial do estudo
laboratorial, pois permitiu-nos extrapolar a
viabilidade da prépria amostra. O facto do
numero de MNCs ndo apresentar diferencas
significativas entre doentes com SAOS e
AR indica que o numero de células nao
varia com o motivo da cirurgia. Além disso,
o perfil mais inflamatdrio caracteristico dos
doentes com AR nao levou a uma alteragao do
numero total de células presentes no érgao.
Quando analisamos especificamente para
a populacao de células T CD4, observamos
que, a semelhanca do que acontece com a
contagem das MNCs, também o numero de
células CD4 nao € influenciado pela causa
da extracao da amigdala. Interessantemente,
guando observamos o nimero de células TFH
percebemosqgueapesardenaosersignificativo
parece existir uma tendéncia para amigdalas
palatinasdedoentescom AR possuirem menos
células TFH totais quando comparadas com
amigdalas de doentes SAOS. Estes resultados
estao de acordo com a literatura, uma vez que
um estudo desenvolvido por Crotty et al?
demonstrou que amigdalas de doentes com
AR apresentam uma percentagem menor de
células TFH nos centros germinativos quando
comparadas com amigdalas provenientes
de doentes sem histéria de AR. Estes dados
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levam-nos a colocar a hipdtese de que
amigdalas de doentes com AR nao serdo as
ideais para estudar reacdes especificas nos
centros germinativos e particularmente a
fisiologia das células TFH. Quando o estudo de
citometria de fluxo se focou exclusivamente
nas células T CD4, concluiu-se que todas as
amigdalas provenientes de doentes com
AR apresentavam uma viabilidade apds 5
dias em cultura muito proxima dos 100%.
Ja as amigdalas de doentes com SAQOS
apresentavam uma dispersdo maior, que
variou entre os 20 e 0s 98%, sendo a diferenca
entre grupos estaticamente significativa. Estes
dados podem ser de extrema importancia
para futuros estudos de imunofenotipagem
gue necessitem de culturas celulares de longa
duracao. Assim, nesses casos em especifico
poderd ser aconselhado o uso de amigdalas
de doentes com AR em detrimento de
amigdalas de doentes com SAOS. O marcador
ICOS é um dos principais marcadores das
células TFH, o principal subset de células
T presente nas amigdalas palatinas®. Este
marcador desempenha um papel importante,
particularmente na produgao de anticorpos,
j@ que para que esta se realize é requerida a
ligagcao do ICOS expresso na membrana das
células T ao seu ligando (ICOS-L) expresso na
superficie das células B%. Apesar de apenas
ter sido possivel avaliar a intensidade do
marcador ICOS em amostras de dois doentes
com AR e 15 com SAOS, os dados sugerem
uma diferenca entre os dois grupos em
estudo. Na continuacao deste estudo, em que
iremos aumentar o nidmero de amostras de
doentes com AR, estes resultados poderao
ser de extrema importancia, uma vez que as
amigdalas sdo um dos principais 6rgdos onde
podemos estudar a produc¢do de anticorpos
em humanos in vivo. Em ensaios futuros serda
interessante explorar a variacdo de outros
marcadores requeridos igualmente para a
producao de anticorpos como é o caso do
CD40L e das citoquinas IL-10 e IL-21%4.

Este estudo apresenta algumas limitacgdes,
nomeadamente o facto da amostra ser
de dimensdes reduzidas, com 69 doentes

e apenas 15 com AR. Depois, a populagcao
incluida é heterogénea na sua sintomatologia,
ndo existindo a criacdo de sub-grupos pela
gravidade da SAOS ou pelo numero efetivo
de AR por ano. A PSG nao foi rotineiramente
realizada nestes doentes, pela baixa
disponibilidade do exame. Por outro lado, e
como ponto positivo ha areferir que os estudos
de citometria de fluxo foram realizados por
um investigador uUnico, o que permitiu a
uniformizacdo do protocolo cientifico e a
minimizacado dos erros laboratoriais.

Conclusdo

Este estudo € uma das primeiras analises
imunofenotipicas comparativas de criangas
com SAOS versus AR. As diferentes taxas
proliferativas e producdo de marcadores
celulares em culturas de amigdalas palatinas
sugerem que a hipertrofia do tecido linféide
nessas duas patologias estudadas pode ser
regulada por mecanismos divergentes. Os
nossos resultados levantam novas hipdteses
a serem exploradas em estudos adicionais
dos mecanismos imunoldgicos na base das
alteragcbes encontradas entre doentes com
SAOS e AR.
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