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Resumen: El objetivo de este trabajo es dar a conocer las ventajas de la técnica de vitrificacion
de 6vulos en reproduccion humana para preservar la fertilidad futura de la mujer, en pacientes
con diagnostico de tumores del ovario tales como teratomas o endometriomas y en pacientes
que van a someterse a tratamientos de quimio o radioterapia, garantizandose que los évulos
conservaran las mismas caracteristicas que tenfan al momento en que fueron vitrificados,
independientemente de la edad de la mujer, evitando asi los efectos biolégicos de dafo
molecular ocasionados por la edad o por tratamientos médicos.

Una paciente de 28 afios, de sexo femenino, con antecedente de ovariectomia y salpingiectomfa
derechas por teratoma ovérico confirmados mediante estudio histopatolégico, misma que
presenta otro teratoma localizado en ovario izquierdo. Dado que, al momento, no desea
tener hijos, decide someterse a tratamiento de estimulacion ovarica y maduracion de évulos
controladas para preservar su fertilidad futura, obteniéndose 4 6vulos, 3 en metafase 'y 1 en
metafase |, procediéndose mediante el método de Cryotech®© a la vitrificacion de los dvulos en
metafase Il.

El manejo de patologias tumorales ovaricas es multidisciplinario; los diferentes especialistas
deberdn analizar la especificidad del caso para sugerir la vitrificacion de dvulos a mujeres jovenes
que desean preservar su fertilidad, pudiendo estos ser utilizados a mediano plazo cuando la
situacion personal y/o clinica de la paciente sean favorables para la gestacion.

La vitrificacion por el método Cryotech garantiza que no se formen cristales de hielo al interior
de los 6vulos, protegiéndolos de eventuales dafos de sus organelos y manteniéndolos en
nitrogeno liquido a — 196 °C. Con la desvitrificacion posterior, se recuperan el 97% de estos
en optimas condiciones, lograndose mediante fertilizacién in vitro tasas de fecundacion,
implantacién y embarazo similares a las obtenidas con évulos frescos,

Palabras claves: teratoma ovarico, vitrificacion de &vulos, estimulacion ovérica, agentes
crioprotectores.

Abstract: The objective of this work is to present the advantages of the ovule vitrification
technique in human reproduction to preserve the future fertility of women, in patients
diagnosed with ovarian tumors, such as teratomas or endometriomas, and in patients preparing
to undergo chemo or radiotherapy treatments. The aim is to ensure that eggs will retain the
characteristics they had at the time they were vitrified, regardless of the woman'’s age, thus
avoiding the biological effects of molecular damage caused by age or medical treatments.

The patient is a 28-year-old female patient with a history of right oophorectomy and
salpingiectomy due to ovarian teratomam confirmed by histopathological study, who also
presented another teratoma located in the left ovary. Since she does currently not want to have
children, she decides to undergo ovarian stimulation treatment and controlled egg maturation
to preserve her future fertility, obtaining 4 eggs, 3 in metaphase Il and 1 in metaphase I; using
the Cryotech© method to vitrify the ovules in metaphase Il. The management of ovarian tumor
pathologies is multidisciplinary: different specialists should analyze the specificities of the



case to suggest the vitrification of ovules to young women who wish to preserve their fertility.
These can be used in the medium term when the patient’s personal and/or clinical situation is
favorable for pregnancy. Vitrification using the Cryotech method ensures that ice crystals do not
form inside the ovules, protecting them from eventual damage to organelles and keeping them
in liquid nitrogen at -196°C. With subsequent devitrification, 97% of the eggs are recovered in
optimal conditions, achieving fertilization, implantation and pregnancy rates similar to those
obtained with fresh eggs.

Key words: ovarian teratoma, ovule vitrification, ovarian stimulation, cryoprotective agents.
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Introduccion

La palabra teratoma se deriva del vocablo griego teratos, que significa monstruo. El teratoma
0 «quiste dermoide» es una de las neoplasias benignas mas frecuentes del ovario. Las primeras
descripciones de esta entidad se remontan al aho 1659, cuando Johannes Scultetus describio el
primer caso durante la autopsia efectuada a una joven fallecida por un tumor ovarico complicado
(Pantoja et al. 1975). Desde la perspectiva anatomopatoldgica, este tumor se origina en las
células germinales del ovario y contiene principalmente tejido maduro ectodérmico (piel, pelo,
dientes, tejido 6seo o cartilago); puede presentar tejido originado en las tres lineas germinales,
siendo lo mas frecuente tejidos que procedan del ectodermo. Afecta, principalmente, a
mujeres en edad reproductiva y representa entre el 44% al 62% de todos los tumores ovaricos
diagnosticados en mujeres menores de 40 ahos y constituye el 15% de los tumores primarios
del ovario. Habitualmente, se presenta en un ovario; el compromiso bilateral alcanza entre el
10% al 15% de los casos, siendo benignos alrededor del 95% al 98%. Los teratomas pueden estar
presentes al nacer y crecen durante los afos de vida reproductiva de la mujer (20 a 40 afos)
(Park et al. 2008; Ki et al. 2016; Shin et al. 2016). Frecuentemente, son pequefos y no producen
sintomas; sin embargo, cuando crecen pueden causar dolor. La transformacion maligna de un
teratoma maduro de ovario ocurre en el 1% al 2% de los casos, predominando el tipo carcinoma
escamoso (75% al 80% de casos), sequido de adenocarcinomas originados en diversos epitelios
(6% al 8%) siendo poco comun el hallazgo del adenocarcinoma de tipo mucinoso o seroso
borderline (Romero et al. 2007; Bal et al. 2007; Guerra et al. 2008; Mateo et al 2020; Cabezas et
al. 2017).

Las caracteristicas ecogréficas del teratoma incluyen la estructura compleja, con ecogenicidad
sobre todo liquida y menos sélida, con un contorno liso; la ecografia endovaginal con doppler
tiene una sensibilidad y especificidad del 97% vy es el estudio diagnéstico estandar de oro para
teratomas bien diferenciados y permite distinguir una tumoracion ovérica benigna de una
maligna (Emoto et al. 2000); especialmente, en los casos que presentan sombras acusticas por la
presencia de pelos, dientes o tejido éseo. En caso de presentarse dudas respecto al diagndstico,
la tomograffa computarizada es un excelente estudio de imagen con sensibilidad y especificidad
cercanas al 100%, ya que permite identificar tejido graso. La resonancia magnética nuclear posee
alta sensibilidad y especificidad diagnostica (Sahin et al. 2017; Nader 2014; American College of
Obstetricians and Gynecologists 2016), al detectar lesiones con un didametro inferior a 0,5 cm,
especialmente, las formadas por tejido 6seo, cartilago, etc. (Peters et al, 1962).

Clinicamente, ante un dolor localizado de inicio abrupto a nivel de fosa iliaca del ovario afectado,
debe sospecharse primero una posible torsién ovarica provocada por el teratoma que conlleva
un riesgo del 15%. El riesgo de torsion depende del tamano tumoral; asi, a mayor tamafo, mayor
riesgo. Se acepta que los teratomas tienen una mayor tendencia a la torsién, comparados con
otros tumores anexiales. Eso se atribuye a su contenido graso que los hace mas ligeros y, por lo
tanto, mas proclives a la torsion.

A la fecha, no existe consenso respecto al manejo del teratoma ovarico, sin embargo, el
tratamiento es la extirpacion quirdrgica de todo el teratoma independientemente del tamano.
Otra alternativa es resecar Unicamente aquellos tumores mayores a 5 cm, considerando el
riesgo de torsion durante el proceso de estimulacion ovarica en tratamientos de reproducciéon o
durante un futuro embarazo. Esta Ultima alternativa quirdrgica se acepta considerando el lento



crecimiento de los teratomas, la mejor via de abordaje es la laparoscépica. En general, esta via se
limita a tumores menores a 10 cm de didametro (Templeman et al. 2000), considerando el riesgo
latente de una peritonitis quimica por vaciamiento accidental del contenido tumoral (grasa,
piel, pelos, dientes, material sebaceo, sales biliares, tejido glial, etc.) hacia la cavidad peritoneal;
igualmente, pueden romperse espontaneamente provocando, ademas, hemorragia y choque.
El vertido cronico del contenido del tumor causa inflamacion granulomatosa crénica (Maiti et al.
2008; Sebastia et al. 2004; Savasi et al. 2009). Se advierte también que luego de la estimulacion
ovarica, al momento de la aspiracién de évulos guiada por ecografia endovaginal, existe el
riesgo de una puncion accidental del teratoma ocasiondndose una peritonitis quimica o una
hemorragia.

En pacientes con tumores ovaricos que van a requerir tratamiento quirdrgico actual o que
presenten enfermedades que podrian llevar a la ausencia de produccion de ovulos en el
futuro como en los teratomas ovdricos, en endometriosis severa o que van a ser sometidas a
tratamientos oncolégicos de quimioterapia en general o radioterapia de la region pélvica (Pesce
etal. 2017; Batiza et al. 2020), la vitrificacién de ovulos, que preserva la fertilidad, debe ser tenida
muy en cuenta y de manera prioritaria, ya que les brinda la posibilidad de tener un hijo con su
herencia genética y facilita a la paciente programar una gestacion en el tiempo, retrasando el
embarazo al momento en que supere la condicion clinica que le motivd a criopreservar sus
gametos.

En la vitrificacion de évulos la edad de la mujer juega un papel preponderante; la influencia
negativa de la edad de la fémina se expresa en: a) el descenso de la cantidad de o6vulos
producidos (disminucién de la reserva ovarica) y b) en la calidad del évulo que implica aumento
de la incidencia de alteraciones cromosomicas y de alteraciones meidticas que producen
incremento de aneuploidias (presencia de uno mas cromosomas supernumerarios o ausencia
de cromosomas), situacion que conlleva un desequilibrio en la dotaciéon cromosémica y es la
causa mas frecuente de abortos asociados a la edad (Coello 2019).

Rall y Fahy (1985) enunciaron las bases tedricas de la vitrificacion. El procedimiento recibe su
nombre por el fendmeno fisico que ocurre cuando una solucion con elevada concentracion
de solutos se somete a bajas temperaturas, empleando altisimas velocidades de enfriamiento.
La principal ventaja de esta técnica es la solidificacion sin la formacion de cristales de hielo. Los
ovulos se tratan con agentes crioprotectores (ACPs) y se sumergen directamente en nitrégeno
liquido a- 196 oC. La vitrificacion que se realiza actualmente usa el método Cryotech© (Reprolife)
que consiste en una lengUeta de polipropileno que permite la carga de los évulos en volimenes
de aproximadamente 0,1 ulL; en términos practicos, una fina capa de medio de vitrificaciéon
cubre las muestras que posteriormente seran sumergidas en nitrégeno liquido.

Como dato estadistico, segun el Registro Sociedad Espafola de Fertilidad SEF, en el afio 2016,
nacieron 2699 nifos procedentes de un évulo previamente vitrificado confirmando la eficacia
del procedimiento de criopreservaciéon del gameto femenino (Coello 2019).

El objetivo de este trabajo es dar a conocer la nueva técnica de vitrificacion de 6vulos en
reproducciéon humana para preservar la fertilidad futura de la mujer, en pacientes con
diagnostico de tumores del ovario tales como teratomas o endometriomas y en pacientes
que van a someterse a tratamientos de quimio o radioterapia, garantizdndose que los évulos
conservaran las mismas caracteristicas que tenfan al momento en que fueron vitrificados,
independientemente de la edad de la mujer, evitando asi los efectos biolégicos de dano
molecular ocasionados por la edad o por tratamientos médicos.

Métodos y Resultados

La paciente en la cual se basa este estudio (28 afos) que desea procrear un hijo a futuro, no
presenta ninguna sintomatologia clinica; durante un control ecografico endovaginal se detectd
un teratoma ovarico izquierdo, de 1,78 cm de didmetro acompanado de un quiste funcional y
6 foliculos antrales entre 3 a 6 mm de didmetro, razén por la que fue remitida a nuestra unidad
(Instituto Quiteno de Infertilidad-IQUI), con el objeto de realizar un tratamiento para preservar su
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fertilidad. Tiene el antecedente quirdrgico de ovariectomia derecha total por teratoma maduro,
salpingectomia homolateral y apendicectomia hace 2 afios. Como antecedente familiar, el
fallecimiento del abuelo paterno por cancer gastrico. Los antecedentes gineco-obstétricos
comprenden: uso de anticonceptivo inyectable mensual durante estos 2 Ultimos afos, nuligesta,
menarquia a los 12 afos, con ciclos menstruales 28/4 y sus revisiones ginecoldgicas previas han
sido normales.

El laboratorio reporta HCG cuantitativa menor a 0,1 mUl/mL (< 5.3 mUI/mL), AFP (alfa feto
proteina) 2,88 ng/mL (< 7.0 ng/mL), CEA (antigeno carcino embrionario) 0,72 ng/mL (< 3.8 ng/
mL), CA 125:10,71 U/mL (< 35.0 U/mL), HAM 1,01 ng/mL (1.66 — 3.0 ng/mL), TSH 3,34 ulU/mL
(04 -4.0 ulU/mL), T3 3,01 pg/mL (2.0 = 4.4 pg/mL), T4 1,21 pg/mL (0.93 - 1.70 ng/dL), DHL 219
U/L (135-214U/L). Dia 3 del ciclo: FSH 5,10 mUI/mL (< 12 mUI/mL), (E2) 17 3-estradiol 34,72 pg/
mL (< 60 pg/mL), IMC 22. El conyuge tiene 28 afos y €s Normozoospérmico.

El estudio histopatoldgico al ovario derecho reportd un quiste compuesto por diferentes tipos
de tejidos, con proliferacion de glandulas sudoriparas y sebdceas rodeadas por tejido adiposo
maduro, con abundantes foliculos pilosos. En otros cortes, el estroma ovarico tiene el aspecto de
un cuerpo albicans. El diagnéstico es teratoma maduro de ovario derecho (Figura 1).

Por el hallazgo ecogréfico del quiste funcional de ovario izquierdo (Figura 2), se prescribié a
partir del primer dia de la menstruacién, un anticonceptivo oral a base de etinilestradiol 0,03 mg
y levonorgestrel 0,15 mg durante un mes, tratamiento que resolvié el quiste.

En el nuevo control ecogréfico se determind la resolucion del quiste. A fin de satisfacer el
futuro deseo reproductivo de la paciente, se inicia la estimulacion ovérica al tercer dia de la
menstruacion, mediante FSH subcutdnea a dosis de 150 Ul/dia durante 9 dias. Al detectarse
un foliculo dominante de 14 mm se aplicé, como antagonista de la GnRH, el formaco acetato
de cetrorelix subcutaneo a dosis de 0,25 mg por 3 dias. Con foliculos de 18, 20, 21 y 22 mm
de didmetro y con un valor de estradiol de 567,50 al dia 12 del ciclo, se aplicéd 250 pug de hCG
recombinante subcutdnea para inducir artificialmente la ovulacion (Figura 3).

Luego de transcurridas 36 horas desde la aplicacion de la hCG, mediante ecografia endovaginal
(ecografo Mindray DC-40 Pentamedica) se aspiraron los ovulos (OPU oocyte pick up).
Previamente, se limpia la cavidad vaginal con solucién salina tibia (no se usan antisépticos por

Figura 1. Corte histopatolégico a espécimen procedente de Figura 2. Imagen de ultrasonido de ovario izquierdo, donde
ovario derecho, con diagndstico de teratoma maduro. se aprecia el teratoma maduro (a) y el quiste funcional (b).
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el efecto deletéreo que tienen sobre los évulos). Con una bomba de aspiracion Pioneer (Life
Global Group LGC) y a una presion de 140 mm de Hg, se aspiraron los foliculos para prevenir la
puncion del teratoma y la consecuente peritonitis quimica, se punciond y aspird el foliculo mas
cercano al punto de entrada de la aguja, colocandola a esta en la mitad del didmetro mayor
del foliculo, con una vision controlada de la punta que es ecorefringente. Se realizd, ademas,
una movilizacién intraovario en palillos de abanico sin movimientos bruscos para la puncion de
los foliculos restantes. El procedimiento de captura demandé sedacion con propofol, fentanilo
intravenosos, ceftriaxona 1 gr IV para prevenir infeccién y dcido tranexamico a dosis de 1 gr IV
como profilactico de sangrado.

Una vez aspirado el contenido folicular, en laboratorio se identifican y lavan los 6vulos extraidos
(Figura 4); luego, se realiza la correspondiente decumulacién (eliminacion de las células del
cumulus y de la corona de forma quimica y mecdnica) mediante hialuronidasa (Hyase 10X©
Vitrolife) y pipetas pasteur (Origio©) se obtuvieron 3 évulos en metafase Il y uno en metafase |
(Figura 5).

Los ovulos que se encontraban en metafase Il siguieron el proceso de vitrificacion segun el
método Cryotech© (Reprolife) usado para criopreservacion de évulos y embriones, desarrollado
por Kuwayama y colaboradores en el aflo 2005. El protocolo de vitrificacion se divide en 4
etapas: a) equilibrado, b) vitrificacién, c) carga, y d) sumersion del Cryotech en nitrogeno liquido
a - 196 °C para uso futuro. Quien ejecute el procedimiento verificara la correcta rotulacién de
las escalerillas con el nombre de la paciente, para que sean facilmente identificadas en el banco
de évulos.

17-20 mm

=
S O S W
T A o
Dia de estimulacion 1 2 3 4 5 [ 7 B 9

2= FSH 150 UL b hCG 250 pg. i Antagonista GnRH 0,25 mg (cetrorelix)

Figura 3. Representacion esquemética del protocolo de estimulacién ovérica.
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Figura 4. Ovulos captados, rodeados del complejo del Figura 5. Ovulos decumulados, tres en metafase Il y uno en

cumulo-corona
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metafase |

Discusion

Los teratomas tienen una forma benigna llamada teratoma maduro y una forma maligna
llamada teratoma inmaduro. La teoria partenogénica es la mas aceptada y esté reforzada por
la distribucion anatémica de estos tumores en las lineas de migracion de las células germinales
primordiales, desde el saco vitelino hasta las génadas primitivas germinales. El hecho de que
estos tumores se presenten principalmente en edad reproductiva temprana, apoya a la teorfa
partenogénica (Patterson et al. 2006). Varios estudios citogenéticos apoyan el origen del tumor
desde una sola célula germinal después de la primera divisién meidtica siendo en la actualidad
el postulado méas aceptado (Peters et al. 1962).

La cirugfa laparoscopica constituye el mejor método diagndéstico y terapéutico directo en caso de
un teratoma, debiendo programarse de manera electiva. Se recomienda la cuidadosa diseccion
y la limpieza del tejido circundante para preservar la mayor cantidad de tejido ovarico sano,
indispensable para asegurar la calidad de vida de la paciente, usualmente joven, que necesita
de la funcionalidad ovarica para su futura fertilidad. Quien ejecute el procedimiento debe ser
extremadamente cuidadoso en no danar la corteza ovarica por una excesiva manipulacion
mecénica o el uso de medios de energia que podrian dafar a los foliculos primarios y
secundarios, debido a su termosensibilidad. Se complementa el estudio con marcadores
tumorales, necesarios para un correcto diagnostico diferencial en mujeres jovenes (Peters et al.
1962; Gadducci et al. 2000). En el presente caso, los marcadores tumorales se encontraron dentro
de los limites de la normalidad.

La primera vitrificacion exitosa de évulos de ratén se obtuvo en la década de los aflos ochenta
adjudicandose este logro a Rall y Fahy en al ano 1985. La primera publicacién sobre un embarazo
logrado con un évulo congelado data del ano de 1986 (Chen 1986). El primer caso de recién
nacido vivo tras la transferencia de embriones provenientes de évulos vitrificados fue publicado
en 1999 (Kuleshova et al. 1999).

Durante mucho tiempo, la criopreservacion del gameto femenino no fue considerada una opcion
real en la practica clinica, por la extrema sensibilidad y fragilidad, al punto que los intentos por
conseguir un protocolo eficaz de conservacion terminaban en fracaso. Esta situacion cambid



con el advenimiento de la vitrificacion (Rall y Fahy, 1985) y los protocolos para ser aplicados
en ovulos (Kuwayama et al. 2005). Entre las razones que determinaron resultados negativos se
sefiala al gran tamafo del évulo y su forma esférica, el cual inevitablemente condicionan las
caracteristicas de permeabilidad. Al ser una célula de gran tamafo, de 150 um de didmetro
(Sathananthan 1997), y con elevado contenido en agua, tiene menor tolerancia a la congelacion.
Aesto, se suma la baja relacion drea/volumen que dificulta aiin mas este intercambio. Ademas, de
la menor permeabilidad de la membrana del évulo en comparacion con la permeabilidad que
poseen los embriones; su especial estructura esta estrechamente vinculada a la susceptibilidad
al enfriamiento. Los ovulos maduros permanecen bloqueados en metafase de la segunda
division meidtica. En esta etapa, la cromatina permanece condensada en forma de cromosomas
que a su vez se conectan a los microttbulos del huso. Un huso meiético es considerado normal
cuando se observa una estructura en forma de barril donde los cromosomas se encuentran
alineados en el plano ecuatorial del mismo. Mantener la estabilidad estructural tanto del huso
como del citoesqueleto, resulta de extrema importancia para la competencia de los évulos.
La alteracion de esta estructura conduce a una alineaciéon incorrecta de los cromosomas que
puede dar lugar a una segregacion cromosémica alterada y por tanto, a mayor incidencia de
aneuploidias (Coello 2019).

Este efecto de las técnicas de criopreservacion sobre el huso meiético ha sido, desde el principio,
una de las caracteristicas del dvulo que méas ha preocupado a la comunidad cientificaala horade
aplicar técnicas de criopreservacion. Tras un tiempo de polémica, diferentes estudios mostraron
que el descenso de la temperatura en los dvulos humanos también ocasiona alteraciones a nivel
del huso, pero que luego de transcurridas dos horas de incubacion después de la desvitrificacion,
se produce una reorganizacion del huso (Cobo et al. 2008; Coticchio et al. 2009), conservando
la capacidad de fecundacion y de desarrollo. Se describe el hallazgo de una proporcién similar
de alteraciones cromosémicas en embriones procedentes de ovocitos frescos y de ovulos
vitrificados (Gook y Edgar 2007), como un sustento para ratificar que esta técnica no produce
un porcentaje mayor de alteraciones cromosomicas. Existe una amplia bibliografia que avala la
vitrificacion ovocitaria como técnica segura y eficaz (Cobo et al. 2016; Rienzi et al. 2010; Smith et
al. 2010; Parmegiani et al. 2011; De Munck y Vajta 2017).

En la actualidad, la fertilizacién del évulo luego de su vitrificacion tiene una eficacia similar a la
observada en évulos frescos (Cobo et al. 2016; Rienzi et al. 2010). El verdadero éxito de cualquier
técnica de criopreservacion de évulos se circunscribe a la posibilidad de lograr nacidos vivos en
una proporcién similar a la alcanzada con évulos frescos. La aplicacion clinica de la vitrificacion
ha demostrado ser eficiente (Nagy et al. 2008; Cobo et al. 2008). Sin embargo, y pese a los
buenos resultados conseguidos, los efectos bioldgicos que conlleva preservar células a bajas
temperaturas son complejos y todavia desconocidos en muchos aspectos (Coello 2019). En la
paciente, motivo de este reporte, habria que considerar la posibilidad, a corto plazo, de realizar
una nueva estimulacion ovarica a fin de aumentar el nimero de évulos vitrificados.

Conclusiones

El manejo de las patologias tumorales ovéricas benignas es multidisciplinario y los diferentes
especialistas involucrados deberdn analizar el caso especifico. Sobre todo, si se trata de
pacientes que desean preservar la fertilidad en un futuro mediato. Un procedimiento disponible
seguro es la vitrificacion de évulos. Se benefician de esta técnica aquellas pacientes en vida
reproductiva que deben someterse a cirugias por tumores ovaricos (teratomas, endometriomas,
etc.) o con cancer que deben tratarse mediante quimioterapia o radioterapia y en pacientes con
enfermedades que requieren tratamientos potencialmente gonadotéxicos.

Este procedimiento permite a la mujer iniciar una gestacion al momento que lo desee, mediante
fertilizacion in vitro. Como requisito, el Utero debe encontrarse en buenas condiciones para
la receptividad del embridn junto al buen estado general de la mujer. En cuanto a los recién
nacidos a partir de évulos desvitrificados, factores como el peso al nacer, riesgo de prematuridad,
puntuacion APGAR, mortalidad perinatal, incidencia de anomalfas congénitas, entre otras, son
equiparables a las observadas en gestaciones espontaneas y en embarazos logrados mediante
reproduccion asistida usando évulos frescos. El Ecuador cuenta con centros de fertilidad que
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disponen de la infraestructura y la tecnologia necesaria para ejecutar estos procedimientos y
brindar a la paciente la oportunidad real de preservar su fertilidad.
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