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Resumo

O Brasil vive um cenario de grande demanda pelo produto carne, tanto para o mercado interno
quanto para o mercado externo. Para atender a esta demanda, ha o envolvimento de toda a cadeia da
carne, desde os programas de melhoramento genético com o fornecimento de touros melhoradores para
tais caracteristicas, como as centrais de colheita de sémen desses animais para uso em massa por meio da
Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF). Para que haja sucesso no uso desta biotécnica, ¢ de vital
importancia a qualidade do produto sémen aliado as outras caracteristicas como ambiéncia e nutri¢do.
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Abstract

Brazil is now with a great demand of beef products, for the domestic and exportation markets.
To delivery the demand, the entire meat chain must be involved, included genetics programs to provide
and separate superior bulls, and the collection centers that collect this superior genetics bulls to be used
in the Fixed Timed Artificial Insemination (FTAI) biotechnique in a large scale. In order to be successful
using this biotechnology, the quality of the semen combined with other characteristics such as ambience
and nutrition are extremely important.
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Introducao

O Brasil é um pais de vocag@o para o Agronegdcio, com extensas areas para cultivo e pecudria,
além de clima favoravel para o desenvolvimento de variadas culturas e criagcdo. Possui o maior rebanho
de gado bovino, sendo contabilizados 187,55 milhdes de cabeca de gado e outros nimeros que também
chamam a atengdo: 41,5 milhdes de cabecas abatidas, 10,32 milhdes de toneladas de carne (TEC)
produzidas, desse volume, 7,6 milhdes de toneladas de carne bovina (TEC) ficam no mercado interno e
2,69 milhdes sdo exportadas (ABIEC, 2022).

Assim, para atender este mercado cada vez mais exigente, com uma demanda crescente, a busca
pela eficiéncia se faz necessaria, sendo a missdo do Brasil a de produzir mais, em menor area, com maior
sustentabilidade. Dentro das estratégias utilizadas para este aumento de produgdo, estd a biotécnica da
Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF), que continua ocupando seu lugar de relevancia e destaque
nesse cenario promissor. Verificou-se crescimento de 24,6% no mercado de IATF em relag@o ao ano de
2020. E segundo Boletim Eletronico do Departamento de Reprodugdo Animal/FMVZ/USP, 93,3% das
Inseminagdes no Brasil foram realizadas por IATF (Braruselli, 2022).

Os numeros expressivos disponibilizados pela Associagdo Brasileira de Inseminagdo Artificial
também expressam a realidade deste mercado, foram mais de 28 milhdes de doses no mercado em 2021,
20% maior em comparagdo a 2020 (ASBIA, 2022).

Este impacto do uso da IATF, se reflete diretamente a ganhos na propriedade, com mais bezerros
produzidos por matriz, com reducdo de intervalo entre partos e bezerros com ganho genético da
caracteristica desejada, seja corte ou leite (Baruselli, 2019).

Os Programas de Melhoramento Genético e as Centrais de Colheita de Sémen trabalham para
atender a demanda da cadeia da carne, as Centrais disponibilizando através da colheita de sémen, doses
de touros avaliados geneticamente com caracteristicas superiores de producdo, apresentados em sumarios
democratizando esse incremento para diversos criadores.

Diante desse cenario, € certo dizer que existe uma preocupacdo latente das centrais de s€émen
para produzir sémen de melhor qualidade possivel para que, em conjunto com os demais fatores que
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compde a fertilidade em uma fazenda, possam dar um bom resultado de indice de prenhez no campo.

O objetivo desta revisdo ¢ repassar algumas técnicas de avaliacdo qualitativa e quantitativa do
sémen, de forma a entender a necessidade de aliar algumas a fim de conseguir uma predigdo do potencial
de fertilidade de uma partida de sémen de modo mais assertivo.

Qualidade do Sémen

A influéncia da qualidade do sémen bovino congelado sobre a fertilidade tem motivado o
desenvolvimento de intimeras pesquisas de avaliagdo da morfologia e da fung¢do espermatica (Santos et
al., 2018). A qualidade de sémen depende da manutengdo da integridade e funcdo de todas as estruturas
que compde a célula espermatica, como a membrana plasmatica, flagelo, mitocondria, cromatina entre
outras. (Santos, 2016). Ela assume um importante papel nas taxas de prenhez a campo, uma vez que a ma
qualidade do mesmo pode prejudicar os resultados de todo o programa de inseminagdo artificial e por a
perder os investimentos no preparo do rebanho, hormonios, mao de obra, etc. (Severo, 2009).

Colheita e Processamento do Sémen

Quando se pensa em qualidade seminal e colheita de sémen bovino, geralmente associa-se
apenas ao processo interno do laboratorio apds a colheita de sémen do reprodutor, porém, este trabalho
inicia-se até mesmo antes da entrada do reprodutor a central, levando em consideragdo que a
espermatogénese € um processo continuo.

O escore corporal, a alimentacdo ingerida previamente, o estado de satide e o comportamento
exercem influéncia, portanto o que podemos encontrar em relacdo a qualidade seminal ainda pode ser
reflexo da vida prévia do touro. As centrais recebem animais de diferentes locais e de diferentes
objetivos, portanto, o historico da vida do touro sempre auxilia para o entendimento da condi¢do do
animal naquele momento, diferentes agdes podem levar a diferentes padrdes seminais.

Durante a quarentena, amostras de lavado prepucial e sangue geralmente sdo coletados para
analise de diferentes doengas, especialmente as de carater reprodutivo que podem ser transmitidas pelo
sémen. Importante ressaltar que as Centrais devidamente inscritas no Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento seguem Instrugdes Normativas, relativa aos exames sanitarios obrigatdrios, sanidade do
rebanho, estruturas obrigatérias, isolamento do centro, fluxo de pessoas, veiculos, biosseguranca, etc.,
assim como se utilizam de diferentes protocolos sanitarios de paises diversos para atender aos requisitos
sanitarios proprios do pais importador.

Colheita de Sémen

A colheita de sémen pode ser realizada por diferentes métodos, sendo eles eletroejaculagéo,
vagina artificial e a massagem dos 6rgaos genitais internos. A determinagdo do método de colheita deve
levar em consideracdo alguns pontos como temperamento ¢ condi¢do de contengdo do touro, condigdo de
higiene, habilidade de mao de obra para execucdo do servigo sem risco para o animal e o homem, etc.

Rigorosos cuidados de higiene do touro, fémea, coletador e materiais devem ser seguidos para
que ndo haja contaminacdo da ejaculado no momento da colheita. Da mesma forma, os controles de
temperaturas dos equipamentos devem ser realizados para que nao haja discrepancias grandes entre a
temperatura do ejaculado e dos materiais que serdo utilizados no processo, evitando-se choque térmico.

Refrigeragdo e Congelagdo

O desenvolvimento da biotecnologia para congelar e armazenar sémen foi de extrema
importdncia para o aumento de produtividade, pois permitiu o uso de sémen dos reprodutores
melhoradores genéticos em grande escala.

A presenga de membranas espermaticas integras € pré-requisito para que os eventos relacionados
ao processo de fertilizagdo, como a capacitacdo espermatica, penetragdo nos revestimentos do ovdcito,
ligacdo a zona pelucida e fusdo do oolema possam ocorrer (Arruda et al., 2004).

O desafio se da pelo fato da criopreservacdo ocasionar danos celulares devido & mudanca na
temperatura, formacdo de cristais de gelo, injurias oxidativas, alteracdes da membrana do
espermatozoide, lesdes no DNA, estresse osmotico, além da toxicidade dos crioprotetores (Watson,
2000).

Mesmo tendo tido um aumento crescente da demanda de doses de sémen congeladas nesses
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ultimos anos, ainda ocorrem perdas do potencial de fertilizagdo provocadas pelo processo de
criopreservacao espermatica (Celeghini et al., 2008).

Considera-se que exista perda de aproximadamente 50% de motilidade espermatica quando da
refrigeracdo e congelamento do s€émen bovino. Foi comprovado ainda, através de teste utilizando sondas
fluorescentes para diversas estruturas celulares, incluindo a avaliagdo da integridade das membranas
plasmatica, acrossomal e mitocondrial, que em algumas situagdes, cerca de 85% das células sofrem
injurias quando criopreservadas (Forero-Gonzalez et al., 2012).

O dano causado pela redugdo da temperatura durante a refrigeragdo até 4° a 5° C ¢ denominado
choque térmico e ocasiona perda irreversivel da viabilidade dos espermatozoides, pela rapida diminuigao
da motilidade ou surgimento do padrdo anormal da mesma, que pode alterar para circular ou retrograda
(Leite et al., 2011).

O espermatozoide em condi¢do anaerdbica produz espécies reativas ao oxigénio, e o balango
entre a producdo de ROS ¢ a degradacdo das mesmas pode ser alterado, aumentando a presenga de ROS
que induz a peroxidagdo lipidica das membranas espermaticas comprometendo a viabilidade espermatica
(Arruda et al., 2004).

Métodos de avaliacdo do sémen pos-criopreservacio

A qualidade de sémen estd relacionada a integridade da estrutura do espermatozoide e suas
fungdes. Apesar do desenvolvimento de diferentes métodos de andlise laboratorial, nenhuma técnica de
avaliacdo executada isoladamente apresenta sensibilidade suficiente para predizer fertilidade, mas sim a
combinag¢do de varios métodos de analises (Celeghini et al., 2017).

Atualmente os métodos de avaliagdo utilizados pelas centrais de colheita de sémen incluem a
analise subjetivas de motilidade, concentracdo, morfologia e integridade das membranas plasmaticas e
acrossomal (Crespilho et al., 2009). Os resultados apds a propria Inseminacdo Artificial ou a Fertilizagdo
in vitro representam os testes de maior sensibilidade para entender o potencial de fertilidade de amostras
seminais (Crespilho et al,. 2009); porém, o alto custo e o tempo prolongado torna-os impraticaveis a
adocdo de tais métodos na rotina. Por esta razdo, diversos estudos t€m sido conduzidos no sentido de
estabelecer a correlagdo dos testes laboratoriais ou associacdes com os indices de fertilidade in vivo
(Freitas-Dell’ Aqua et al., 2009).

As avaliagdes comumente adotadas nos laboratérios com objetivo de estimar o potencial de
fertilidade do sémen sdo: motilidade espermatica dada em porcentagem, o vigor avaliado numa escala de
1-5, concentrag@o espermadtica determinada em milhdes de espermatozoides/mL (com auxilio de Camara
de Neubauer ou espectrofotdometro), morfologia espermatica e o teste de termo resisténcia lento ou rapido.
Usualmente sdo seguidos os padroes minimos sugeridos pelo CBRA (Colégio Brasileiro de Reprodugéo
Animal).

Motilidade e Vigor

E usual que a analise de motilidade espermatica seja realizada de forma subjetiva,
visualizando-se uma gota de sémen com auxilio de microscopio 6tico, estimando-se a porcentagem de
células méveis da amostra. Por ser subjetiva, este tipo de andlise ndo permite repetibilidade e pode
apresentar alta variacdo entre os avaliadores (Arruda et al., 2000). A repetibilidade pode ser vista em
poucas situacdes especificas, em rotinas de centrais ou com veterindrios de campo que trabalham
diariamente, assiduamente com essa rotina de analise de motilidade. E comum nas centrais que os
técnicos de uma mesma empresa estejam mais alinhados entre eles na visdo subjetiva, uma vez que
geralmente recebem o mesmo treinamento e sdo colocados diariamente numa rotina intensa de
motilidade e vigor.

Morfologia espermatica

A andlise da morfologia espermatica ¢ essencial no conjunto de andlises realizadas para
predicao do potencial de fertilidade, pois apenas espermatozoides vidveis sdo capazes de interagir com
0 ovocito e iniciar o processo de fertilizagdo (Freitas-Dell’ Aqua et al., 2009). Ainda assim, a analise da
morfologia espermatica nos permitem contabilizar o percentual de espermatozoides normais, ou nos
dar indicio de algum problema que efetivamente esteja ocorrendo, em determinado estagio de
formagdo, armazenamento ou até mesmo apos ejaculagdo. Mudangas da morfologia espermatica podem
indicar leve ou grave alteracdo do epitélio seminifero. Apds a ejaculacdo ou descongelagdo, se os
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espermatozoides forem expostos ao meio hipotdnico ou ao frio, ha indu¢do de dobras nas caudas
(Arruda et al., 2015).

Os defeitos morfologicos s@o hoje classificados como Defeitos Maiores, sendo esses quaisquer
tipos de anormalidades correlacionada com prejuizos de fertilidade ou por uma condig@o patologica do
testiculo ou epididimo e Defeitos Menores, que sdo aqueles com menor importancia como cabega delgada
ou normal destacada (Arruda et al., 2015).

Outras técnicas

Para dirimir esta condi¢do de subjetividade nas andlises, diversas técnicas estdo sendo
desenvolvidas e pesquisadas para a avaliagdo seminal, das quais ¢ possivel citar sistemas de avaliagdo
computadorizada, uso de sondas fluorescentes, para a avaliacdo das estruturas espermatica, entre outras
(Arruda et al., 2004).

Analise Computadorizada do Movimento Espermatico

O CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) € um sistema automatico (hardware e software)
utilizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas, fornecendo informagdes acuradas,
precisas e significativas do movimento individual de cada célula bem como de subpopulacdes de células
espermaticas (Matos et al., 2009).

O sistema CASA fornece alguns pardmetros como Motilidade Total (%), Motilidade Progressiva
(%), Velocidade do Trajeto (VAP, um/s), Velocidade Progressiva (VSL, um/s), Velocidade Curvilinear
(VCL, pum/s), Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabega (ALH, pm), Frequéncia de Batimentos
(BCF, HZ), Retilinearidade (STR, %), Linearidade (LIN, %) ¢ outras (Matos et al., 2009). Apesar de
todos esses parametros apresentados, ainda nao esta claro qual caracteristica do movimento espermatico
determinada pelo CASA ¢ capaz de predizer a fertilidade (Arruda et al., 2004). Ainda existe espaco para
pesquisas correlacionando os diversos parametros fornecidos pelo CASA com os resultados de fertilidade
no campo ou ainda a intera¢do dos parametros do CASA com os demais pardmetros que compdem o
resultado de prenhez no campo.

Avaliagdo Funcional — Uso de sondas fluorescentes

Durante a criopreservagdo a membrana sofre danos, com queda significativa da viabilidade
espermatica (Freitas-Dell’Aqua, et al, 2009). A integridade da membrana plasmatica ¢ essencial para que
ocorram eventos fisiologicos relacionados ao processo de fertilizagdo. O uso das sondas fluorescentes
aumentou a possibilidade de uma analise mais criteriosa da integridade estrutural dos espermatozoides.
Elas vém sendo utilizadas isoladas ou em combinagdo para determinar integridade e viabilidade celular
(Martins et al, 2016). A funcionalidade de organelas dos espermatozoides ou seus compartimentos tem
sido monitorados por procedimentos especificos de coloragdo, conhecidos como sondas fluorescentes
(Arruda et al., 2004).

Celeghini et al. (2008) observaram que a associacdo de sondas fluorescentes para avaliar
simultaneamente a integridade de membrana plasmatica, acrossomal e fun¢do mitocondrial permitia
detectar com mais precisdo as lesdes celulares oriundas do processo de crioprerservagao.

Oliveira et al. (2014) realizaram estudo com objetivo de demonstrar a relacdo entre a avaliacdo
seminal por sondas fluorescentes e as taxas de prenhez, verificando se a avaliacdo simultanea de varias
estruturas do espermatozoide por meio das sondas fluorescentes era suficiente para predizer a
capacidade fecundante de uma amostra de sémen. No estudo foram adquiridas partidas de s€émen de
touros da raca Nelores de uma empresa que comercializa s€men, portanto partidas aprovadas para
venda e foram analisadas quanto a sua motilidade total e progressiva (CASA), concentragdo (contagem
em camara de Neubauer), analise morfologica (Microscopia de contraste de interferéncia de fase,
aumento de 1000) e integridade de membrana plasmatica, acrossomal e fungdo mitocondrial, avaliadas
usando-se sondas fluorescentes, segundo metodologia de Celeghini et al. (2008). Células que
apresentam integridade da membrana plasmatica, integridade do acrossoma e alta fun¢do mitocondrial
sdo designadas IPIAH. Assim, foram separados 3 grupos com diferentes percentuais de IPIAH: sémen
de alta qualidade - Grupo G com 44,5% de espermatozoides IPIAH, sémen de qualidade intermediaria
— Grupo M com 23% de espermatozoides IPIAH, e sémen de qualidade regular — Grupo R com 8,5%
de espermatozoide IPIAH, como demonstrado na Tabela 1 retirado do trabalho publicado de Oliveira et
al. (2014).
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Table 1

Total motility (%), progressive morility (%), concentration (number of sperm/ml), plasma membrane integrity (PMI, ¥), acrosome integrity (Al, %), high
mitochondrial funcrion (HMF, %), percentage of cells with intact plasma membrane, intact acrosome, and high mitochondrial function (IPIAH, %), and total of
abnormal sperm (%) of 20 batches of semen evaluated.

Bull Batch Total motility (%) Progressive motility (%) Concentration (n. sptzfmL) PMI (%) Al (%) HMF (%) IPIAH (¥) Abnormal sperm (%)

A 1 453 372 450 85 47.0 25 5.0 19
la 2 604 532 50,0 95 500 120 85 12 Grupo R |
A3 534 532 55.0 285 540 265 230 3
A 4 63.7 56.3 775 325 51.0 41.0 315 12
A 5 633 50.7 65.0 330 750 390 32.0 13
A 6 5498 519 80.0 330 575 385 33.0 17
A7 689 60.2 425 340 690 330 33.0 12
A 8 502 44.5 62.5 35.0 615 375 34.0 3
A 9 628 57.1 425 300 675 345 34,5 15
A 10 476 40.8 725 355 520 365 34,5 13
A 11 624 57.3 500 390 585 390 355 12
A 12 61.7 56.8 65.0 43.5 705 425 40.0 8
A 13 834 58.4 500 415 635 405 405 10
A 14 653 574 875 450 GRS 500 425 9
[A_ 15 875 81.6 550 450 710 615 445 11 Grupo G |
B 1T 642 54.7 55.0 585 770 615 57.5 11
s 1 387 209 50,0 415 670 430 415 15
c 2 726 67.8 525 450 755 515 445 13
C 3 39.1 324 56.0 355 66.0 39.5 35.5 19
¢ 4 324 263 425 3.0 640 310 31.0 19

Fonte: Oliveira et al. (2014)

Foram inseminadas 182 vacas nelores avaliadas ginecologicamente e submetidas a um
protocolo de sincronizagdo, e os animais foram distribuidos para serem inseminados entre os grupos G —
68 animais inseminados, grupo M — 56 animais inseminados e grupo R com 58 animais inseminados. O
diagnostico de gestacdo foi realizado 30 dias apds a gestagdo por ultrassonografia. O resultado
demonstrou que houve diferencas de taxas de prenhez, sendo que o indice de prenhez no grupo G foi
maior comparado ao grupo R. Nao houve diferengas estatisticas se comparado ao grupo M. Figura 1
retirada do trabalho publicado de Oliveira et al. (2014).
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Fig. 1. Pregnancy rate (%) according to semen quality used in artificial
insemination: semen G = 44.5%, semen M = 23.0%, and semen R = 8.5% of
sperm [PIAH®{straw. *"Different letters over the bars indicate statistical
difference (P < 0.05). *IPIAH, intact plasma membrane, intact acrosome, and
high mitochondrial function.

Fonte: Oliveira et al. (2014)

Esse trabalho conseguiu demonstrar que o sucesso da fertilizagdo depende da integridade e
fungdo das estruturas, e que a combinagdo de varios pardmetros torna mais confiavel para explicar
possiveis diferengas de fertilidade entre touros ou partidas, o que faz sentindo ja que o potencial de
fertilidade depende da correta fungdo das células com seus diversos componentes.

A andlise simultdnea da membrana plasmatica, integridade do acrossoma e fungdo mitocondrial
desenvolvida por Celeghini et al. (2007) ¢ uma técnica que permitiu avaliar vérias estruturas e contribuiu
para predizer a capacidade fecundante.
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Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo possibilita a contagem, classificagdo e isolamento da célula espermatica
que, apos serem marcadas com um corante fluorescente especifico, sdo individualmente movidas por um
sistema detector optico em fluxo laminar e entdo contadas (Maziero et al., 2009). A técnica de analise por
citometria de fluxo nos permite avaliar a integridade de membrana plasmatica e acrossomal, viabilidade e
funcdo celular, contagem, classificagdo e o isolamento das células espermaticas, ap6s serem marcadas por
um corante especifico (Freitas-Dell’ Aqua et al., 2009).

E embora o uso de sondas fluorescentes por microscopia de fluorescéncia seja um método para
avaliacdo dos diversos compartimentos espermaticos, o numero de espermatozoides analisados ndo
excede 200, enquanto a citometria de fluxo tem a capacidade de examinar 10.000 a 30.000
espermatozoides em menos de um minuto (Arruda et al., 2004).

Consideracoes Finais

O espermatozoide ¢ uma célula complexa que depende da funcionalidade de multiplos atributos
para exercerem seu papel na reproducdo (Freitas-Dell’Aqua et al., 2009). Parametros convencionais
utilizados na avaliacdo espermatica rotineira, como motilidade progressiva, morfologia tem se mostrado
limitados quanto a capacidade de predizer o potencial de fertilidade do sémen (Martins et al, 2016).

A combinagdo de varios parametros e formas de analise funcional e estrutural do espermatozoide
torna-se o procedimento mais confidvel em relagdo a busca da predicao do potencial de fertilidade de uma
partida de s€men.

O mercado consumidor das doses de sémen para uso em IATF tem sido cada vez mais exigente e
tem buscado de forma rotineira informagdes quanto & fertilidade dos touros de interesse de compra. E
sabido que apenas os parametros comumente analisados nos laboratdrios de colheita de s€émen ndo sio
suficientes para predicao de fertilidade e por isso, as empresas de comércio de sémen iniciaram trabalhos
buscando a comprovagdo de fertilidade de um touro. A validagdo do touro sendo “bom” de fertilidade se
da com a estatistica, através da inclusdo de outros pardmetros que influenciam no resultado de prenhez e
sdo inerentes & fazenda, como por exemplo sobre a idade da vaca, o numero de servigo, o protocolo de
IATF utilizado, o escore corporal da fémea, a época do ano, o inseminador, o touro a ser utilizado e
outros.

Muitas vezes ¢ a fertilidade ou o selo de fertilidade provado na IATF (touros geralmente com
resultados acima de 50% de prenhez na IATF) que determina a aquisi¢do ou a escolha de um dado
reprodutor para uso em escala na IATF. Essa decisdo fica muito clara por conta de alguns fatores. Hoje
existem muitas opgdes de touros geneticamente bons, genomicamente classificados, touros com mesma
genealogia e/ou mesma performance de progénie, assim a decisdo da escolha pelo que “deixa mais
bezerros” na fazenda, acaba sendo a opcdo de escolha. Além disso, quanto mais assertivos em relagdo aos
resultados de IATF, menores gastos com protocolos, manejo etc. Infelizmente, pela dificuldade de
aquisicdo dos dados de partida de sémen nas fazendas, no momento da Inseminagdo propriamente dita,
muitas captagdes, sendo a maioria delas, chegam sem essas informagdes. A captacdo dos dados de
resultado de prenhez, com todas as informagdes de campo, correlacionadas com as partidas e suas
analises multifatoriais (parametros usuais, CASA, sondas fluorescentes, citometria de fluxo, etc.)
discutidas aqui, numa escala grande, seria de valiosa ajuda para auxiliar a correlacionar e/ou predizer a
fertilidade.
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