CAPITOL 8. RESULTATS.

8.1. ESTUDI METABOLIC I EVOLUCIO PONDERAL.

Dels 108 animals que van iniciar I'estudi, un animal del grup dietetic n3 sotmes

al tractament amb AOM va morir durant la setmana 15. La necropsia d’aquest

animal no mostra cap tumor macroscopic ni cap signe aparent de la seva mort.

L'evoluci6 del pes dels animals al llarg de l'estudi es recull en la figura 8.1. A la

taula que acompanya la grafica (taula 8.1) es mostren el pes mitja dels animals a

l'inici, a la setmana 12 i al finalitzar I'estudi (setmana 19) per cada grup dietetic.

Figura 8.1: Evoluci6 del pes dela animals en el trascurs de I'estudi

500 -

400

300
200

100 *

—5-n6 control
—4—n3 AOM
——n3 control
-e-n9 AOM
—6—n9 control

Taula 8.1.: Mitjana dels pesos dels animals a les 12 i ales 19 setmanes.

8 9
setmanes

10 11 12 13 14

15 16 17 18 19

Grup n6 Grup n3 Grup n9
setmana
AOM Control AOM Control AOM Control
0 111,2+6,7 112,317,2 108,7+4,9 109,8+5,2 111,6+4,7 109,8+3,4
12 352,2+19 347,6+48,8 347423 372+23,6 329,3+47,3 334,9+24.7
19 410428 391,2+£57,8  402,3£22,6  411,2+29.2 381£51,4 369,2+26

Diferencies no significatives.
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Com pot observar-se al grafic, 1'evolucié del pes dels animals segueix una corba
semblant en tots els grups dietetics tant els tractats amb el carcinogen com en els
controls. No es varen trobar diferencies significatives en 1’evolucié del pes entre
els tres grups dietetics d’animals tractats amb carcinogen ni al ser comparats amb
els respectius controls. No obstant aix0, les rates control del grup n3 van
enregistrar un major guany de pes, estadisticament significatiu, entre les setmanes

12114 de l'estudi respecte als animals control dels grups n6 i n9 (p=0,01).

Els valors de la ingesta es mantingueren constants en el transcurs de l'estudi,
tret de la primera setmana on s’observaren algunes variacions degudes
probablement a l'adaptacié dels animals a la dieta. Aixi doncs, la mitjana dels
valors de la ingesta oscil len entre 20 i 23 g al dia per animal, sense apareixer
diferéncies estadisticament significatives entre els animals tractats amb AOM i els
tractats amb sali, ni entre els diferents grups dietetics. Aquest valors de la ingesta

foren corroborats a l'estudi metabolic efectuat durant la setmana 15.

8.2. FORMACIO DE FCA.

No es detectaren FCA als animals tractats amb sali. Per tant, tots els resultats
que es donen fan referencia als animals tractats amb el carcinogen. A la figura 8.2
es mostren diverses formacions de FCA tenyides amb blau de metile i observades
mitjancant microscopia optica a 40 augments. A la figura 8.3.A es mostra el
namero de FCA i el namero de CA en una superficie colonica de 0,5 cm? (mitjana
de les tres seccions obtingudes de cada colon) per grup dietétic a la setmana 12 de
I'estudi. Addicionalment, a la figura 8.3.B es representa els FCA en funcié del

nombre de CA que el constitueixen i per grup dietetic.

La induccié de FCA, per I'efecte del carcinogen, en les rates alimentats amb les

dietes que contenen oli de peix (n3) i oli d’oliva (n9) fou significativament menor
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Figura B.1: Focus de criptes aberrants (FCA) formats per una cripta aberrant (A) i per 5 criphes
aberrants (B). L'observacit fou feta a 40 augments amb la tincid de blay de metile al 0,2%. Com pot
apreciar-se a kb imatge A, la cripta aberrant, com a contrapunt a les criptes normals que Fenvolten, és
mis gran, ¢ Fobertura luminal el liptica | mostra un revestiment epitelial més gruixul que adguireix
una coloracid blava intensa. A la imatge B, agrupament de més d"una cripta en un FCA no esta
interromput per b preséncia de criptes normals intercalades i Farea ocupada pel focus es major a Firea
que ocupa el mateix nombre de criptes normals,

Figuira 83 A) Comparacid del nombre teldal de FOA § CA per rata i per grup dictiic (et per gruph
B) Comparacit del nombre de FCA en funcid de les CA que els inlegren i del grop dietédic, Els grops
diclétics sin representals; . ik, |:| ndi I:I . Els resultats estan expresals com a mitjama £
error estindard de la mitjana per 05 cm?, *pL0G 02 la dicta né; **p<ibiE o2 els grops nbi
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que en les rates alimentades amb la dieta que conté oli de cartam (n6) (p=0,0062)
(figura 8.3.A). Aixi mateix, el nombre mitja de CA fou significativament menor en

els grups dietetics n3 i n9 que amb la dieta n6 (p=0,0044) (figura 8.3.A).

El descens en el nimero de FCA que s’observa a la dieta n9 fou degut,
principalment, a una disminuci6 en els focus d’una o dues CA, mentre que a la
dieta n3 la disminucié més significativa es produi en els focus de quatre CA, tal i
com es pot apreciar a la figura 8.3.B. D’altra banda, el nombre de FCA amb més de
cinc CA fou significativament més elevat en el grup n6 que en els altres dietetics
(p=0,038). En aquest sentit, mentre els limits de CA per focus en els grups dietetics

n9in3 oscil laven d'1 a §, a la dieta n6 se'n comptabilitzaren focus fins a 23 CA.

8.3. ESTUDI DELS ACIDS GRASSOS DE LA MUCOSA.

La composicié dels AG de la mucosa colonica dels diferents grups dietetics es
mostren a les taules 8.2, 8.3 i 8.4. En aquestes taules es compara la composicié
percentual molar dels AG de la mucosa colonica entre els animals tractats amb
vehicle i els tractats amb AOM a la setmana 12 i 19 de l'estudi als diferents grups

dieteétics.

La incorporacié dels AG dietetics a la mucosa colonica fou similar entre les rates
tractades amb sali i les tractades amb carcinogen. Com era d’esperar, les rates
alimentades amb la dieta que contenia greix el qual prové de l'oli d’oliva (n9)
mostraven un augment percentual en el contingut d’acid oleic (C18:1n9) sobre els
demés AG de la mucosa colonica, les alimentades amb la dieta n3 presentaven un
augment en els AG de cadena llarga de la serie n3 (EPA -C20:5n3- i DHA -
C22:6n3-), i les alimentades amb la dieta n6 revelaven un augment en el contingut

d’acid linoleic (C18:2n6) a la mucosa colonica.
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Resultats

A la setmana 12, s’observaren diferencies estadisticament significatives de la
proporcié AA/EPA a la mucosa colonica entre els tres grups dietetics, tant en els
animals control com en els tractats amb el carcinogen (p<0,0005; n6 vs n9 i n3; n9
vs n3). D’altra banda, les rates alimentades amb la dieta n6 mostraren un augment
estadisticament significatiu en la proporcié molar d’AG saturats en els animals
tractats amb carcinogen respecte als controls (p=0,022). Malgrat aixo, en aquest
periode de temps i en els diferents grups dietetics, cap altra AG avaluat mostra
nivells significativament diferents entre els animals induits amb AOM i els tractats

amb vehicle.

A la setmana 19, les diferencies en la proporci6 AA/EPA entre les diferents
dietes va ser similar a l'observada a la setmana 12, tant als animals tractats com
pels control (p<0,0005; n6 vs n9 i n3; n9 vs n3). D’altra banda, s’observa una
disminuci6 significativa en la concentracié d’EPA en les rates tractades amb AOM
en comparacié amb els controls en el grup dietetic n3 (p=0,024). Mentre que, els

AG saturats es mostraren augmentats en el grup né (p=0,025; AOM vs control).

Els animals alimentats amb la dieta n9 mostraren un descens en la concentracié
dels AGPI de la familia n6 a la setmana 19 en comparaci6 a la setmana 12, aquest
descens fou particularment evident en les rates tractades amb AOM. La
concentracié molar de I’AA a la mucosa colonica disminui en aquest grup dietetic,
arribant a valors similars als observats pels animals alimentats amb la dieta n3. De
fet, aquest descens de I’AA fou estadisticament significatiu al comoparar els grups
dietetics n9 i n3 amb el grup né a les rates tractades amb AOM (p=0,003). A més,
les rates alimentades amb la dieta n9 mostren una disminucié de I'DHA i un
augment en l'acid a-linolénic, ambdoés estadisticament significatius, a la setmana
19 en comparaci6 a la setmana 12, tant pels animals tractats amb carcinogen com
pels no tractats. D’altra banda, a les rates alimentades amb la dieta n3 s’observa un
descens significatiu en la concentracié d’acid oleic i un augment de I'DHA a la
setmana 19 respecte a la setmana 12, especialment en les rates tractades amb

AOM. Addicionalment, les rates tractades amb AOM del grup dietetic né
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mostraren un lleuger pero significatiu increment en la concentracié d’acid oleic i
un descens en la concentracié d’acid dihomo-glinoleic (C20:3n6) a la setmana 19

de I'estudi.

8.4. ESTUDI D’INDUCCIO DE TUMORS.

Els resultats del namero total de tumors, incidencia, multiplicitat, i diametre
dels tumors s'indica en la taula 8.5. A les figures 8.4, 8.5 i 8.6 es poden observar
exemples de tumors macroscopics i les seccions histologiques més caracteristiques

d’aquests tumors.

No es va trobar cap tumor en els 36 animals tractats amb sali. De la mateixa
manera, a la setmana 12, cap dels animals tractats amb AOM presenta tumors. En
canvi, a les 19 setmanes d’haver injectat la primera dosi d’AOM s'observaren un
total de 48 tumors macroscopics. Aquests tumors foren majoritariament
adenocarcinomes, tot i que es van descriure 6 adenomes tubulars que foren
inclosos sota la denominacié d’adenocarcinomes per I'elevat grau de displasia que
mostraren. En general, tots els adenocarcinomes trobats en aquest estudi
responien a una morfologia intestinal tipica amb diferents graus de diferenciacié
(figures 8.5 i 8.6), a excepcié d'un adenocarcinoma en anell de segell rarament
observat al colon huma (figura 8.6.F).2 No s’observa la presencia de metastasis que
provinguessin de tumors primaris colonics a localitzacions com el peritoneu, fetge
o noduls limfatics. Malgrat aixo, es detecta la presencia d'un tumor a la
submucosa colonica, d'una rata del grup n6, que podria constituir un
adenocarcinoma secundari (figura 8.5.C). D’altra banda, es detecta un carcinoma
ben diferenciat al duodé d’una rata del grup dietétic n9, i un carcinoma pancreatic

moderadament diferenciat a una rata del grup n6, ambdos d’afectacié transmural.
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Figura 8.4.: Seleccit de tumors colomics obtinguts a la setmana 19 d’haver injectat la primera dos
" ACM a bes rates, Com pot apreciar-se la localitzacid del tumors en els dos colons de 1'esquerra és

distal. Mentre que al colen central la localitzacio alterna la meitat distal § la proximal, Els dos
colons de la dreta la localiteacidy dels tumors és proximal. A més, tambd es pot apreclar que, a
excepcit dels ooloms dels extrems, els demés mostren més d'un lomor per cobon.,
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Figura 8.5.: Tumors colbnics tenyits amb Hematoxilina-Eosina (H&E) i observats a 40 augments per

microscopia Optica. A) Formacid polipoide epitelial amb una elevada distorsié arquitectinica, B)
Adenoma pla amb hiperproliferacid a la mucosa i elevada displasia. L Admunmma,.

possiblement secundari, localitzat a la submucosa. D) Adenocarcinoma infiltrant amb nius de
cel-lules que envaeixen el greix pericolinic,
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Figura 8.6.: Seccions histologiques de tumors colonics amb varis graus de diferenciacio (H&E). A)
{x100) Adenocarcinoma ben diferenciat, B) (x400) Adenocarcinoma moderadament diferenciat amb
moderada atipia nuclear | ocasionals mucleols, C) (x100) Adenocarcinoma amb llums secundiries i
amb psendoestratificacio | atipla nuclear. D) (x400) Adenocarcinma moderadament differenciat
amb irregularitals en la forma de les llums, atipia | pleomorfisme nuclear de grau mig (nucleols
prominents). E) (x400) Adenocarcinoma pobrement diferenciat on han desaparegut les glandules
intestinals | amb un patrd de creioement en forma de nius de cillules; a més, s'observa una
marcada atipia | pleomorfisme nuclear. F) (x400) Adenocarcinoma amb les caracteristiques d'E perd
amd il lules en anell de segell (citoplasma microvacuolat que desplaga el nucli cap a la periféria).
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Taula 8.5.: Efecte de la dieta sobre el ntimero, incidencia, multiplicitat i mida dels tumors colonics
obtinguts a la setmana 19 despres de 1'administraci6é de la primera dosi de carcinogen. Els valors
s’expressen com la mitjanaterror estandard.

Dietes n9 n3 n6 P
Numero de tumors 10 8 30 --
Incidéncia (rates amb tumors/total rates) ~ 7/12 (58,3%) 5/11 (45,5%) 10/12 (83,3%) 0,15
Multiplicitat (num. de tumors per rata) 0,8+0,2* 0,7£0,3* 2,5+0,8 0,03
Diametre dels tumors (cm). 0,53+0,09 0,48+0,08 0,65+0,06 0,29
*p<0,05 vs dieta né.

Com pot veure’s a la taula 8.5, tant la incidencia com la multiplicitat dels
tumors fou menor en els grups n9 i n3 que en el grup n6, malgrat que tan sols la

multiplicitat va aconseguir significacié estadistica.

Pel que fa a la localitzacié dels tumors (figura 8.7), els animals alimentats amb
les dietes n3 i n6 mostraren un predomini en I'aparicié de tumors a la meitat distal
colonica; concretament, 7 dels 8 i 28 dels 30 tumors, respectivament; mentre que,
en els animals alimentats amb la dieta n9, la localitzacié dels 10 tumors observats

es reparti a parts iguals entre el colon proximal i el distal (p=0,006; n9 vs no).

Figura 8.7.: Comparaci6 en la localitzacié colonica dels tumors entre els tres grups dietetics. La
comparacié esta feta de forma percentual entre el colon proximal i el distal, i correspon als 28
tumors distals sobre un total de 30 de la dieta n6, 7 tumors distals dels 8 comptabilitzats en la dieta
n3 15 distals dels 10 tumors totals en la dieta n9.

El grau de diferenciaci6
|:| Colon distal Colon proximal

° 50%
93% 87%

50%

dels tumors revela que els tumors dels grups dietetics n9 i n3 tendien a ser més
ben diferenciats que els del grup dietétic n6. Concretament, mentre el principal
nombre de tumors avaluats en els grups dietetics n9 i n3 eren ben o

moderadament diferenciats (100% i 75%, respectivament), en el grup dietetic n6 el
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60% dels adenocarcinomes foren considerats pobrament diferenciats (p=0,01; n9 vs
n6) (taula 8.6). La pérdua de diferenciacié en els tumors pot apreciar-se a les
figures 8.6 on els adenocarcinomes pobrament diferenciats han perdut
completament 'arquitectura glandular adquirint un aspecte solid amb fenomens
de pseudoestratificacié i atipia nuclear acompanyats de l'aparici6 de nucleols

prominents.

Taula 8.6. Grau de diferenciacié histologica dels tumors colonics observats a la setmana 19 despres
de la primera dosi d’”AOM.

Dieta n9 Dieta n3 Dieta n6
Diferenciacio histologica (10 adenocarcinomes) (8 adenocarcinomes) (30 adenocarcinomes)
Ben diferenciat 3(30) 2 (25) 6 (20)
Moderadament diferenciat 7 (70) 4 (50) 6 (20)
Pobrament diferenciat 0 2 (25) 18 (60)*

Entre paréntesi es representen els valors de forma percentual per cada grup dietetic.
*p=0,01 n6 vs n9

8.5. PRODUCCIO INTRACOLONICA D'EICOSANOIDES.

8.5.1. Determinacio de PGE: i PGE; a la setmana 12 de 1’estudi.

Les figures 88.A i 8.8.B mostren, respectivament, les concentracions
intracoloniques de PGE: i de PGE; obtingudes després d’'una hora de dialisi
intracolonica a la setmana 12 de I'estudi. Les rates tractades amb AOM del grup n6
mostraren un major alliberament intracolonic de PGE: respecte als demés grups
dietetics (p=0,002; 5,3+0,8 ng/ml pel grup n6 vs 0,9+0,1 i 1,1+0,1 ng/ml dels grups
n3 i n9; respectivament) i respecte al seu grup control (p=0,004; control vs AOM).
Les rates del grup n3 tractades amb carcinogen mostraren un lleuger, pero
significatiu, descens en els nivells de PGE2 en comparaci6 a les rates tractades amb
vehicle (p=0,025); mentre que a les rates del grup n9 no s’observaren canvis en la
concentracié intracolonica d’aquesta prostaglandina entre les rates tractades amb
AOM i les control. D’altra banda, les rates control del grup n9 mostraren un

descens significatiu en els nivells intracolonics de PGE; en comparacié amb les
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rates control alimentades amb né6 (p=0,02; 1,3+0,2 ng/ml de la dieta n9 vs 2,1+0,1
de la dieta n6).

Figura 8.8.: Efecte del tipus de greix dietetic sobre la produccié intracolonica de PGE> (A) i PGE3 (B)
a les 12 setmanes d’haver injectat la primera dosi de carcinogen o vehicle. Els resultats s’expressen
com la mitjanaterror estandard. Les barres fosques representen als animals tractats amb AOM i les
barres clares als animals tractats amb vehicle.

71 A =0,004 ng/ml 7 - B
6 %k 6
5 5+
4 - 4 -
3 3 A p<0,0005
* 8§
2 p=0,025 - 2 p=0,008
-
0 T T 0 T
dietan-9 dietan-3 dieta n-6 dieta n-9 dietan-3 dieta n-6
*p=0,02 vs n9 $p=0,047 vs n31in9
**p= 0,002 vs n3 i n9 88p= 0,002 vs n6 i N9

Pel que fa a la PGE;, la concentraci6 intracolonica en els grups dietétics n3 i n6
es mostra clarament minvada a les rates tractades amb AOM respecte a les
tractades amb sali (p=0,008 i p<0,0005; respectivament). Addicionalment, els
nivells intracolonics de PGE; en les rates sotmeses al carcinogen van ser
significativament menors en el grup n3 en comparacié6 amb els grups n6 i n9
(p=0,002; 0,6+0,1 vs 1,0+0,1 i 1,5%0,1; respectivament). En relaci6 a les rates
tractades amb vehicle, tant en el grup n9 com en el grup n3 els nivells intracolonics
de PGEs van ser lleugerament menors que els observats en el grup n6 (p=0,047;

1,540,311 1,4+0,2 vs 2,2+0,1; respectivament).
La relaci6 PGE2/PGEs es mostra clarament minvada en els grups n9 i n3

respecte al grup n6 en els animals tractats amb carcinogen (p<0,0005; 5,17+0,80 del

grup né vs 1,59+0,09 i 0,78+0,08 dels grups n9 i n3, respectivament).
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D’altra banda, s’observa una correlaci6 significativa entre la concentracié d’AA
a la mucosa colonica i la produccié intracolonica de PGE: tant a les rates tractades
amb vehicle (r=0,686; p=0,002) com a les tractades amb carcinogen (r=0,889;
p<0,0005) (figures 8.9.A i8.9.B). Concretament, en el primer cas, la correlacié fou
linear; mentre que les rates tractades amb AOM la correlacié fou logaritmica,
degut principalment al marcat increment en la concentracié de PGE: en les rates
alimentades amb la dieta n6. A més, s’observaren correlacions linears
estadisticament significatives entre la concentracié colonica d’EPA i la produccié
de PGEs tant per rates tractades amb vehicle (r=-0,5; p=0,033) com per les tractades
amb AOM (r=-0,73; p=0,001) (figures 8.10.A i 8.10.B). En aquest cas, les

correlacions foren linears pero negatives.

Figura 8.9.: Correlacions significatives entre la concentracié percentual d’AA a la mucosa colonica i
la produccié intracolonica de PGE; tant a les rates tractades amb vehicle (A) com a les tractades
amb carcinogen (B). El grup né es representa:§¢ I'n9:pi1'n3:¢ .
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Figures 8.10.: Correlacions significatives entre la concentracié percentual d’EPA a la mucosa
colonica i la produccié intracolonica de PGEs: A) rates tractades amb vehicle; B) rates tractades
amb carcinogen. El grup né es representa:¢ I'n9:p i I'n3:¢,.
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8.5.2. Determinacié de LTB4 i LTBs a la setmana 12 de I’estudi.

A la figura 8.11.A s’observa com les rates tractades amb AOM dels grups n6 i
n3 presenten un marcat augment de la concentracié intracolonica de LTB4 en
comparaci6 als animals tractats amb sali (p= 0,004 i p= 0,016); aquest mateix efecte,
en menor grau, també s’observa al grup dietetic n9. Addicionalment, els nivells
intracolonics de LTB4 en les rates tractades amb AOM del grup dietetic n6 foren
significativament més elevats que els dels altres grups dietetics (p=0,01; n6 vs n3 i

n9).

Contrariament a I'observat en la producci6é intracolonica de LTBy, els nivells de
LTBs no foren alterats per 1'administracié del carcinogen (figura 8.11.B). D’altra
banda, els nivells intracolonics de LTBs foren més alts amb la dieta n6, perod tan
sols a les rates tractades amb AOM s’aconsegui significaci6 estadistica respecte als
altres grups dietetics. La relaci6 LTBs/LTBs no va ser significativament diferent
entre els grups dietetics (p=0,13; 1,42+0,18, 2,04+0,32, 1,57+0,95 en els grups n6, n3

i n9 respectivament).
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Figura 8.11.: Efecte del tipus de greix dietétic sobre la produccié intracolonica de LTB4 (A) i LTBs
(B) a les 12 setmanes de l'estudi. Els resultats s’expressen com a mitjanaterror estandard. Les
barres fosques representen les rates tractades amb AOM i les clares les tractades amb vehicle.

pg/ml 180 -+ . * pg/ml 180 - B
150 - p=0.004 150 -
§
120 - 120 -
90 - p=0,016 90 -
60 p=0,055 60 |
0 T 0 T T
dieta n-9 dieta n-3 dieta n-6 dieta n-9 dieta n-3 dieta n-6
*p=0,01 vs n31in9 $p=0,01 vsn3in9

Finalment, tal i com s’expressa a la figura 8.12.A, la correlacié entre la
concentracié d’AA de la mucosa i la producci6 intracolonica de LTBs mostra una
associaci6 estadisticament significativa pel que fa a les rates tractades amb
carcinogen (r=0,51; p=0,036). D’altra banda, la correlaci6 entre I'EPA i la produccié
de LTBs fou significativa en el cas de les rates control (r = -0,58; p = 0,01) (figura

8.12.B). Les correlacions observades en ambdoés casos foren linears.

Figura 8.12.: (A) Correlacié entre la concentracié a la mucosa colonica d’AA i la produccié
intracolonica de LTBs4 a les rates tractades amb AOM. (B) Correlacié entre la concentraci6 a la
mucosa colonica d’EPA i la produccié intracolonica de LTBs a les rates tractades amb vehicle. n6:¢
n9:pin3:,.
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