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Editorial Ana Paula Girol*



A Revista Ciência, Pesquisa e Consciência das Faculdades Integradas Padre Albino, iniciada em 2009, tem como objetivo estimular e valorizar as pesquisas desenvolvidas nos cursos de graduação, relacionados à área de saúde. O processo de ensino por meio da pesquisa permite ao estudante desenvolver o pensamento críticocientífico e envolver-se em experiências necessárias para sua formação profissional. Em seu volume nove, a Revista Ciência, Pesquisa e Consciência apresenta 16 artigos, especialmente pautados em trabalhos de Iniciação Científica desenvolvidos entre os anos de 2015 a 2016 e provenientes dos cursos de Biomedicina e Medicina das FIPA. Os artigos experimentais são relacionados a avaliações de atividades anti-inflamatórias do óleo fúsel, farmacodinâmica do cetoprofeno em microemulsão e nefrotoxicidade da gentamicina em diferentes modelos animais. Os de cunho epidemiológico abrangem o uso do narguilé e do tabaco entre estudantes, o conhecimento sobre fotoproteção e os fatores de influência na opção pela especialidade de medicina de família e comunidade. Também abordam a prevalência das doenças congênitas identificadas na triagem neonatal e as características do atendimento obstétrico em Catanduva, SP. Outros tratam da avaliação de sobrepeso, obesidade e do índice glicêmico em portadores de deficiência mental e da importância das análises físicoquímicas e microbiológicas para a qualidade de banco de leite humano. Ainda, avaliam as metodologias ativas e tradicionais no ensino de Medicina. As revisões envolvem a avaliação do uso de vitaminas para retardar o envelhecimento cutâneo, o uso de contraceptivos orais relacionados à trombofilia e a anemia ferropriva na gestação, enquanto o relato de caso discorre sobre a artrogripose congênita da infância. A amplitude de assuntos, a qualidade com que são abordados e o aumento do número de artigos publicados na revista indicam o interesse da comunidade acadêmica em socializar seus resultados de pesquisa, dando maior visibilidade ao que se desenvolve na Instituição e propiciando a consolidação da pesquisa nas FIPA.



* Bióloga, mestre em Morfologia pela UNIFESP, doutora em Genética, área de concentração Biologia Celular e Molecular e pós-doutora em Imunomorfologia pela UNESP de São José do Rio Preto-SP. Coordenadora do curso de Biomedicina das Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA). Professora (nível I) das disciplinas de Biologia Celular, Histologia e Embriologia das FIPA e docente da Pós-Graduação em Genética, UNESP de São José do Rio Preto-SP. Contato: [email protected]
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Avaliação da atividade farmacodinâmica do cetoprofeno em microemulsão contra inflamação aguda na pata de ratos



AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE FARMACODINÂMICA DO CETOPROFENO EM MICROEMULSÃO CONTRA INFLAMAÇÃO AGUDA NA PATA DE RATOS EVALUATION OF KETOPROFEN MICROEMULSION PHARMACODYNAMIC ACTIVITY AGAINST RAT PAW ACUTE FLOGOSIS Ana Luisa Murbach Aliberti*, Alemer Cortat de Queiroz*, Fabíola Silva Garcia Praça**, Wanessa Silva Garcia Medina*** RESUMO O cetoprofeno tem características hidrofóbicas e reduz a dor, é amplamente administrado para tratar condições de artrite reumatoide, osteoartrite, dor após operações cirúrgicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito anti-inflamatório do cetoprofeno em microemulsão, na supressão de edema na pata de ratos induzido por injeção de aerosil. Para isso, foi previamente realizada a validação da técnica de indução de inflamação aguda na pata de ratos, machos e da espécie Wistar. Os animais foram divididos em 4 grupos contendo 4 animais em cada grupo. Após indução do edema, os animais do grupo 1 não receberam nenhum tratamento, os animais do grupo 2 receberam tratamento com aplicação tópica do medicamento de referência, os animais do grupo 3 receberam tratamento com aplicação tópica do cetoprofeno em microemulsão, enquanto que o grupo 4 foi composto por animais que não receberam indução de edema e nenhum tratamento. Avaliações do processo inflamatório foram realizadas através da histologia da pele e escore de inflamação, além de medidas da espessura da pata dos ratos. O Edema (E) e a taxa de inibição do edema (I%) foram comparados estatisticamente. Uma rápida ação anti-inflamatória foi observada pelo cetoprofeno em microemulsão com valores de aproximadamente 85, 60 e 78% de inibição do edema durante 2, 4 e 6 horas de tratamento, respectivamente. O edema na pata dos ratos que receberam 1% de cetoprofeno em microemulsão foi menos pronunciado do que aqueles que receberam o medicamento referência (contendo cetoprofeno a 2.5%) em todos os tempos de estudo com diferenças significativas no período de 4 horas. Palavras-chave: Cetoprofeno. Microemulsão. Inflamação. Edema. Aerosil. ABSTRACT Ketoprofen has hydrophobic characteristics and decreases pain as well, being widely administered to treat rheumatoid arthritis, osteoarthritis and pain after surgical operations. The aim of this study was to evaluate the ketoprofen microemulsion anti-inflammatory effect on the suppression of mice paw edema induced by aerosil injection. For this, it was previously carried out the validation of the technique for induction of acute inflammation in the paw of male Wistar rats. The animals were divided into 4 groups, with each group containing 4 animals. After induction of inflammation process, the group 1 animals did not received treatment; group 2 were treated with topical application of the reference drug; group 3 were treated with topical application of ketoprofen microemulsion; while group 4 was composed of animals without edema induction and no treatment. Inflammatory process evaluations were performed through skin histology and inflammation score, as well as through rats’ paw thickness measurements. Edema (E) and the edema inhibition rate (I%) were statistically compared. A rapid anti-inflammatory action by ketoprofen microemulsion was observed, with values of approximately 85.0, 60.0 and 78.0% of edema inhibition during 2, 4 and 6 hours of treatment, respectively. Paw edema of rats receiving ketoprofen microemulsion was less pronounced than the one of those receiving the reference drug (containing 2.5% of ketoprofen) in all study times, with significant differences over the 4 hour period. Keywords: Ketoprofen. Microemulsion. Inflammation. Edema. Aerosil.



* Graduandos do curso de Medicina das Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA), Catanduva-SP. ** Biomédica, pós-graduação (mestrado e doutorado) em Ciências Farmacêuticas pela Universidade de São Paulo FCFRP-USP e pós-doutorado no Research Institute for Medicines and Pharmaceutical Sciences – Nanomedicine and Drug Delivery Systems (IMED) na Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa (Portugal). Especialista de laboratório contratada pela Universidade de São Paulo (USP) e atua como pesquisadora na área de Sistema de Liberação de drogas. *** Biomédica, doutora em Toxicologia pela Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão-FCFRP-USP; dois pós-doutorados em Ciências Farmacêuticas pela Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão-FCFRP-USP. Professora nível I da disciplina de Farmacologia do curso de Medicina; de Farmacologia, Toxicologia, Uroanálises e Biofísica do curso de Biomedicina; e de Farmacologia do curso de Enfermagem das Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA), Catanduva-SP. Contato: [email protected]
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MATERIAL E MÉTODO



INTRODUÇÃO O cetoprofeno (CET) é uma droga hidrofóbica



Materiais



que alivia a dor e reduz a inflamação. É amplamente



Cetoprofeno (CET), polisorbato 80 (HLB:15),



recomendado para tratar condições de dor ligeira a



Span 80 (HLB:4.3) e propilenoglicol (PG) foram obtidos



moderada, tais como artrite reumatoide, osteoartrite,



por Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Óleo de



dor após operações cirúrgicas, entre outras . O fármaco



canola de grau alimentício (Cargill, São Paulo, SP, Brasil)



é comercializado como soluções injetáveis, cápsulas,



foi obtido em supermercado local. Toda a água utilizada



supositórios e gel tópico. A administração tópica de



foi purificada em equipamento Millipore Milli-Q® Water



um fármaco anti-inflamatório não esteroide, tal como o



System (Millipore Corporation, Bedford, USA).



1



cetoprofeno, mostrou uma série de vantagens em relação à administração oral ou sistêmica devido à aceitação do



Preparo da microemulsão contendo cetoprofeno



tratamento pelo doente, bem como à administração de



A microemulsão contendo óleo de canola foi



fármaco aos tecidos afetados com efeitos secundários



preparada conforme descrita anteriormente por Rossetti



2



limitados .



et al.7. Uma mistura de polisorbato 80 e Span 80 (na



Uma vez que o CET é um composto pouco solúvel



proporção de 1:3), com volume total de 47% do conteúdo



em água, a sua absorção na pele torna-se limitada.



da formulação, foi preparada e mantida durante 1 hora



Para ultrapassar este inconveniente, formulações à base



em agitador magnético com velocidade de 1.500 rotações



de óleo foram relatadas para melhorar com êxito tanto



por minuto. Em seguida, esta mistura foi deixada em



a solubilidade de CET como a sua permeação na pele



repouso overnight em temperatura ambiente.



3-



. Sistemas de liberação nanoestruturados têm sido



5



Exatos



38% de óleo de canola foram adicionados e a mistura



anti-inflamatórios



final foi identificada como fase oleosa. A fase aquosa foi



não esteroidais através da pele e entre eles os mais



composta por propilenoglicol e água (na proporção 3:1)



promissores são lipossomas deformáveis, nanopartículas



e foi acrescida sobre a fase oleosa na proporção de 15%



lipídicas, microemulsões e nanoemulsões4-6.



seguida por agitação a 2500 rotações por minuto durante



utilizados



para



administrar



vários



foram



3 minutos e mantida por cinco dias em temperatura



previamente avaliadas devido ao seu grande potencial



ambiente. O cetoprofeno 1% foi solubilizado previamente



para administração transdérmica



no propilenoglicol.



Microemulsões



(Mês)



contendo



CET



. A microemulsão



7-11



é definida como uma dispersão constituída por óleo, tensioativo, co-tensioativo e água, que são opticamente



Validação in vivo do processo de inflamação aguda na



isotrópicos, ligeiramente viscosos, cineticamente estáveis



pata de ratos induzido através da injeção de aerosil



e têm um diâmetro de partícula normalmente na gama de



Animais



50 a 200 nm. Assim, a microemulsão desenvolvida neste



Foram utilizados animais roedores, machos,



estudo foi preparada usando óleo de canola, juntamente



Wistar, de aproximadamente 350 g (com 6 a 8 semanas



com propilenoglicol e surfactantes, seguindo metodologia



de vida) obtidos pelo Biotério Central das Faculdades



padronizada por Rossetti et al., o qual foi previamente



Integradas Padre Albino (FIPA) (Catanduva-SP, Brasil).



caracterizado por apresentar elevada taxa de permeação



Os animais foram mantidos em temperatura controlada



de fármacos fotossensibilizantes promovendo favoráveis



(24 a 26ºC), com ciclo de 12 e 12 horas (claro/escuro) e



efeitos transdérmicos .



alimentação disponível. Todo o procedimento experimental



7



Neste trabalho nós primeiramente validamos a



foi desenvolvido seguindo os critérios estabelecidos pelo



técnica de indução de inflamação aguda na pata traseira



Institutional Animals Ethics Committee (IEAC) e protocolo



de ratos, para em seguida avaliar o potencial terapêutico



de ensaio autorizado (autorização número 15.11.27-06).



da microemulsão contendo cetoprofeno através da comparação de eficácia com produto comercial de referência.



Desenho experimental Para validação do potencial de inflamação aguda



08
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da suspensão de aerosil, injetado na pata de ratos machos



e seus respectivos desvios padrão. Para isso, as reações



da espécie Wistar, um total de 12 animais foram divididos



totais foram calculadas como a somatória da força da



igualmente em três grupos distintos. Exatos 0,1 mililitros



reação multiplicada pelo escore do evento correspondente



da suspensão de aerosil (2,5%) em água purificada



(exemplo: força da reação X escore de edema + força de



(equivalente a 7.1 mg/Kg) foi injetada na pata direita



reação X escore de eritema + força da reação X escore de



traseira dos animais de ambos os grupos. Em seguida, os



pele seca + força da reação X escore de enrugamento +



animais do grupo 1 não receberam nenhum tratamento e



força da reação X escore de nódulo) como demonstrado



foram identificados como controle positivo de inflamação,



previamente por Donatella et al.10.



enquanto que os animais do grupo 2 receberam tratamento com aplicação tópica do medicamento de referência



Medidas do volume da inflamação



gel contendo cetoprofeno 2.5% (100 microgramas



Após indução do edema na pata de ratos



equivalente a 7.1 mg/kg de cetoprofeno) na mesma pata



seguindo o protocolo descrito no design experimental



onde foi injetada a suspensão de aerosil. Estes animais



deste trabalho, o volume das patas dos ratos foi medido



foram identificados como animais controle de tratamento,



utilizando equipamento micrômetro exatamente antes



enquanto que o grupo 3 foi composto por animais sadios



(medida do tempo zero) e depois da injeção de aerosil (2,



(os quais não receberam a injeção de aerosil e nenhum



4 e 6 horas). O volume final foi medido como uma relação



tratamento.



de diferença entre o volume no tempo zero e o volume no respectivo tempo de estudo, calculado conforme equação



Avaliação histológica Após 6 horas do início do ensaio, os animais



abaixo. Equation (1):



foram sacrificados em câmara de CO2 e a pele do local de aplicação do aerosil foi coletada e congelada em Tek® (Pelco International, Redding, CA, USA). Em seguida, as



onde: Vo é o volume medido antes da injeção de



peles foram seccionadas horizontalmente em espessura



aerosil (tempo zero) e Vt é o volume medido no respectivo



de 10 µm usando equipamento de criostato (Microtomo,



tempo de estudo.



Leica, Wetzlar, Germany) e aderidas em lâmina para microscopia. O material foi então corado com a técnica



Aplicação do método



de hematoxilina e eosina e analisado em microscópio



Desenho experimental



(Axioplan 2 optical microscope, Zeiss, Germany) equipado com câmera digital (AxioCam HRc, Zeiss, Germany).



A mesma espécie de animais machos roedores (Wistar de aproximadamente 350g) obtidos pelo Biotério Central das Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA)



Escore de inflamação



(Catanduva, SP, Brasil) e utilizados para validação da



Após uma e seis horas da injeção de aerosil nas



técnica de indução do processo inflamatório, foi usada para



patas direitas traseiras dos animais de ambos os grupos,



a avaliação do efeito farmacodinâmico do cetoprofeno em



estas foram avaliadas quanto a sinais de irritação da pele,



microemulsão contendo óleo de canola. Os animais foram



que foram classificados com um sistema de pontuação



mantidos em temperatura controlada (24 a 26ºC), com ciclo



numérica . O sistema de pontuação levou em conta



de 12 e 12 horas (claro/escuro) e alimentação disponível.



diferentes condições de significância, com os seguintes



Todo o procedimento experimental foi desenvolvido



valores: edema, 5; eritema, 4; pele seca, 3; enrugamento,



seguindo o protocolo de validação da técnica de indução,



2; nódulos, 1. Cada condição foi pontuada numericamente,



com critérios estabelecidos pelo Institutional Animals



de acordo com a intensidade da reação: 0, sem reação



Ethics Committee (IEAC) e protocolo de ensaio autorizado



visível; 1, reação ligeira; 2, reação moderada; 3, reação



(autorização número 15.11.27-06). Um grupo de quatro



grave. O global escore da inflamação foi calculado



animais foi separado para realização de tratamento de



avaliando os valores médios das reações totais obtidas



inflamação aguda usando microemulsão de cetoprofeno;



10
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estes animais foram identificados como grupo 4.
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ser realizados em ensaios laboratoriais in vivo utilizando modelo animal e posteriormente em ensaios clínicos com



Efeito farmacodinâmico



humanos12. Para verificação do efeito anti-inflamatório



O efeito farmacodinâmico do cetoprofeno a



de ativos liberados topicamente a partir de sistemas de



partir da microemulsão contendo óleo de canola foi



liberação de drogas, os ensaios mais comumente utilizados



avaliado através da técnica de indução de inflamação



são os testes de farmacodinâmica com indução de processo



na pata traseira de ratos após injeção de aerosil, o



inflamatório agudo na pata de ratos induzidos por injeção



qual foi devidamente validado neste trabalho. Exatos



de carragenina 1%13-16. Em nosso trabalho nós utilizamos



0,1 mililitros da suspensão de aerosil (2,5%) em água



solução de aerosil (2,5%) para indução do edema em pata



purificada (equivalente a 7.1 mg/Kg) foi injetada na pata



traseira de rato17 e, para isso, a metodologia a ser utilizada



direita traseira dos animais pertencentes ao grupo 3. Em



foi previamente validada.



seguida, foi realizado o tratamento com aplicação tópica



A Figura 1-A demonstrou que a solução de aerosil



de 100 microlitros da microemulsão com óleo de canola



foi capaz de promover a formação do edema nas patas de



e cetoprofeno na concentração de 1% (equivalente a 2.8



ratos, visível a olho nu, quando comparado com animais



mg/kg de cetoprofeno). Este grupo foi identificado como



sadios, ou seja, aqueles que não receberam aerosil. Em



animais tratados com microemulsão.



seguida, o volume do edema formado com a injeção do



O edema (E) foi calculado conforme equação 1



aerosil foi medido com auxílio de um micrótomo digital e



descrita anteriormente neste trabalho enquanto que a



as diferenças entre as medidas do tempo zero (antes da



taxa de inibição do edema (I%) foi calculada usando a



injeção de aerosil) e tempos de 2, 4 e 6 horas após injeção



equação (2) descrita a seguir. Os resultados obtidos foram



de aerosil, foram tomadas e apresentadas na Figura 1-B.



comparados com os animais do grupo 4 (sadios) e animais dos grupos 1 e 2 (controle de inflamação e controle de tratamento). Equation (2):



Figura 1 - Imagem da pata traseira de ratos 1 horas após a injeção de aerosil (A), animais sadios, sem injeção de aerosil (B) e medidas da respectiva pata de ratos 1 horas após a injeção de aerosil (C). Os asteriscos representam os resultados das análises de variância (ANOVA), seguidas por teste Tukey, com níveis de significância de *p< 0,05, **p< 0,01 e ***p< 0,001



onde: EC é a taxa de edema medida no grupo de animais controle e ET é a taxa de edema medida nos animais do grupo teste. Análises estatísticas Os resultados obtidos neste trabalho foram estatisticamente comparados usando One-way análises de variância (ANOVA) seguidas por teste Tukey para comparação de diferentes grupos de estudo (grupo de animais sadios; grupo de animais controle de inflamação; grupo de animais controle de tratamento e grupo de animais tratados com microemulsão, os quais foram previamente identificados como Grupo 1, 2, 3 e 4 respectivamente), admitindo os seguintes níveis de significância de *p< 0,05, **p < 0,01 e ***p< 0,001.



Diferenças significativas foram confirmadas entre os edemas formados nos animais controle de inflamação,



RESULTADOS E DISCUSSÃO Testes de eficácia de formas farmacêuticas devem



grupo 1 (aqueles que receberam aerosil e nenhum tratamento) quando comparado com os animais do grupo



10



2017 janeiro/dezembro; 9(1): 06-12



Avaliação da atividade farmacodinâmica do cetoprofeno em microemulsão contra inflamação aguda na pata de ratos



2 e 3, ou seja, animais controle de tratamento (aqueles



2, equivalente a moderada) e para formação de edema



que receberam aerosil seguido do tratamento com gel



(entre eles dois animais demonstraram força de reação



de cetoprofeno 2,5%) e animais sadios (aqueles que não



com grau 3 e outros dois animais com força de reação de



receberam aerosil e nenhum tratamento), respectivamente.



grau 2); enquanto que todos os animais do grupo 2 (n=4)



Foi possível observar uma rápida indução do edema



apresentaram reações visíveis apenas para formação de



formado (2 horas) com volume de aproximadamente 27



edema, onde três animais demonstraram força de reação



vezes maior quando comparado com pata de ratos sadios,



de grau 2 e um animal demonstrou força de reação de



e esta condição foi fortemente prolongada por 6 horas



grau 1, equivalente a reação ligeira. Após 6 horas da aplicação de aerosil, as



após a injeção de aerosil, Figura 1-C. inflamatório,



avaliações foram novamente realizadas e o mesmo padrão



avaliadas segundo um escore de inflamação anteriormente



de comportamento foi observado, onde todos os animais



padronizado por Donatella et al. , foram obtidas no período



do grupo 1 apresentaram reações visíveis para pele seca



de 1 e 6 horas após a injeção de aerosil nos grupos 1 e



(entre eles três animais com força de reação em grau



2, animais controle de inflamação e animais controle de



3, e um animal com força de reação de grau 2) e para



tratamento. A Tabela 1 apresenta o número de animais que



formação de edema (os quatro animais demonstraram



demonstraram reação visível para a correspondente ação



força de reação com grau 3); enquanto que no grupo



inflamatória, assim como, os valores globais dos escores



controle de tratamento apenas 3 animais apresentaram



aferidos, os quais foram calculados como a média da força



reação visível para formação de edema, todos com força



total das reações . Após 1 hora da aplicação de aerosil,



de reação de grau 1. Com estes resultados, podemos



todos os animais do grupo 1 (n=4) apresentaram reações



inferir que o processo de inflamação aguda foi bem mais



visíveis para pele seca (entre eles um animal demonstrou



pronunciado naqueles animais que receberam injeção de



força de reação com grau 3, equivalente a grave, e os



aerosil e nenhum tratamento.



As



características



do



processo
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outros três animais demonstraram força de reação de grau Tabela 1 - Valores dos escores de inflamação por sistema de pontuação numérica. Os valores reportados em cada coluna representam o número de casos que mostraram reações visíveis. Grupo 1 foi composto por animais identificados como controle da inflamação, aqueles que receberam injeção de aerosil e nenhum tratamento) e Grupo 2 foi composto por animais identificados como controle de tratamento, aqueles que receberam injeção de aerosil e tratamento comercial com cetoprofeno 2,5%. O global escore foi calculado como a média da força total das reações observadas



Para completar o conjunto de informações



nas espessuras das camadas da epiderme e presença



associadas ao processo inflamatório induzido pela injeção



de vacúolos na região da derme foram visualmente



de aerosil, as peles das patas dos ratos pertencentes aos



identificadas nas amostras de pele de animais controle da



grupos 1, 2, 3 e 4 foram estudadas histologicamente após



inflamação, quando comparados com os animais sadios e



6 horas da aplicação do aerosil, através da técnica de



animais tratados. Estas características foram consideradas



coloração com hematoxilina e eosina (Figura 2). Aumentos



indicativas de processo inflamatório agudo.
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Figura 2 - Histologia da pele da pata traseira de ratos após 6 horas da injeção de aerosil (A) animais tratados com medicamento referência de cetoprofeno em gel (B), animais sadios (sem injeção de aerosil e nenhum tratamento (C) e animais tratados com microemulsão de cetoprofeno (D). Coloração de hematoxilina e eosina com visualização em aumento de 200X. Presença de diferentes camadas da pele: Estrato córneo (EC); Epiderme (EP) e Derme (D)
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Figura 4 - Valores de inibição do edema em porcentagem aferidos em animais tratados com produto comercial contendo cetoprofeno 2.5% em forma de gel e animais tratados com a microemulsão desenvolvida em nosso trabalho usando cetoprofeno 1%. Os valores estão apresentados como a média dos resultados obtidos e as barras verticais representam o desvio padrão entre as amostras. Asteriscos indicam os resultados das análises de variância (ANOVA) seguidas por teste Tukey, com níveis de significância de ***p 
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