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Resumen
El tabaquismo es la principal causa de la EPOC, sin embargo, factores como la edad de 
diagnóstico, la historia previa de asma, exacerbaciones, predisposición genética y otros 
influirían en el desarrollo de la enfermedad. Esto estaría relacionado con los fenotipos de 
pacientes con EPOC, los cuales tendrían diferentes respuestas a los corticoides inhalados 
(CI). Recientemente, ha sido propuesto que los eosinófilos serían potenciales biomar-
cadores predictores de buena respuesta a los CI. Con la hipótesis de que la presencia 
de eosinófilos en esputo podría constituir una estrategia para diferenciar fenotipos de 
pacientes con EPOC, evaluamos los perfiles celulares inflamatorios en muestras de esputo 
inducido en pacientes con EPOC no exacerbados.
Para esto, se reclutaron 20 pacientes con EPOC moderado a severo que concurren al 
gimnasio de rehabilitación respiratoria, los cuales fueron agrupados en eosinofílicos (n: 8, 
cuando presentaron más de 3% de eosinófilos en la muestra de esputo inducido) o no 
eosinofílicos (n: 9). Se descartaron 3 muestras por contaminación con células epiteliales. 
Si bien no se observaron diferencias significativas en los test de función pulmonar o 
de marcha de 6 minutos, los pacientes con eosinofilia presentaron ligeramente mayor 
reversibilidad luego del broncodilatador. Además, tuvieron mayor eosinofilia periférica, 
mayores valores de FeNO y mejor calidad de vida (medida por cuestionarios) que los 
pacientes no eosinofílicos. El esputo inducido es una técnica no invasiva, económica, 
que representaría una herramienta útil para conocer los diferentes fenotipos inflamatorios 
en pacientes con EPOC.
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Abstract
Heterogeneity of Inflammatory Phenotypes In Copd Patients: Role of Differential 
Cell Counting in Sputum
Smoking is the major cause of COPD; however factors such as age, previous history 
of asthma, exacerbations, and genetic predisposition could influence the development 
of the disease. This could be related with the phenotypes of COPD patients, who would 
have different responses to inhaled corticosteroids (ICs). Recently, it has been suggested 
that eosinophils are potential biomarkers that contribute to predict good response to 
ICs. To test the hypothesis that the presence of eosinophils in sputum could be useful to 
characterize different phenotypes of COPD patients, we assessed the inflammatory cell 
profiles in induced sputum samples from not exacerbated COPD patients.
20 patients with moderate to severe COPD, attending a pulmonary rehabilitation gym, were 
grouped into eosinophilic (8 patients who presented more than 3% eosinophils in the 
induced sputum sample) or neutrophilic (9 patients who had more than 60% neutrophils). 
Only 3 patients were excluded due to contamination of the sputum with epithelial cells.
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Although there were no-significant differences in the pulmonary function tests or the 
6-minute walk, the patients with eosinophilia showed higher responsiveness to bron-
chodilator therapy. Besides this group presented an increase of peripheral eosinophils, 
higher FeNO    and better quality of life (measured by questionnaires) compared with the 
neutrophilic patients.
Induced sputum is an economic non-invasive technique and would be a useful tool to 
know different inflammatory phenotypes in COPD patients.
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Introducción

La enfermedad pulmonar obstructiva crónica 
(EPOC) tiene alta morbi-mortalidad, por lo que 
constituye un verdadero desafío para médicos e 
investigadores. La Organización Mundial de la 
Salud ha revelado que en el año 2030 la EPOC 
sería la tercera causa de muerte en el mundo1. La 
calidad de vida de estos pacientes se ve gravemente 
afectada, especialmente en estadios avanzados2, 
esto se asocia con una elevada carga económica 
para el sistema sanitario. La Unión Europea ha 
dado a conocer que los costos directos totales de 
las enfermedades respiratorias serían aproxima-
damente del 6% del presupuesto total de salud y 
que la EPOC representaría el 56%3.  En España, 
el costo directo total de la EPOC estimado durante 
el año 2012 fue de 4.169,81 millones de euros4. 

El principal factor de riesgo relacionado con 
el desarrollo de esta enfermedad es el cigarrillo5, 
sin embargo, se ha descripto que existirían otros 
factores que influyen en su evolución. Dentro de 
estos, se encuentran la edad, historia previa de 
asma bronquial, predisposición genética e infec-
ciones respiratorias6-9.  En adición a esto, factores 
del medio ambiente u ocupacionales, tales como la 
exposición a biomasa o a inhalación de determina-
das sustancias, podrían incrementar el riesgo de 
padecer EPOC10, 11.

La EPOC se caracteriza por limitación persis-
tente del flujo aéreo, que progresa asociado a la 
inflamación de la vía aérea generada por la exposi-
ción a noxas o gases. La severidad de la enfermedad 
en cada paciente está dada por las exacerbaciones 
y comorbilidades12. La inflamación crónica puede 
causar remodelación de la vía aérea e incluso des-
trucción del parénquima pulmonar que altere su 
funcionalidad13. Las exacerbaciones usualmente 
requieren visitas no programadas que en ocasio-
nes incluyen internación del paciente ya sea por 

el empeoramiento de los síntomas respiratorios, 
infecciones o eventos cardiovasculares, etc. En 
estos pacientes, las exacerbaciones conducen a un 
empeoramiento de la calidad de vida, un incremen-
to de la severidad de la enfermedad, acompañado 
de una reducción de la expectativa de vida14. 

En virtud de heterogeneidad de la presentación 
clínica de la EPOC, se ha propuesto la estratifi-
cación de los pacientes de acuerdo a marcadores 
clínicos y biológicos. Estos incluirían la potencial 
respuesta farmacológica a los corticoides inhalados 
y la presencia de eosinofilia en las vías respirato-
rias. Algunos autores sugieren que los niveles de 
eosinofilia periférica podrían ser utilizados como 
biomarcadores que contribuyan a determinar su 
respuesta15. 

Se ha demostrado previamente que más del 30% 
de los pacientes con EPOC presentarían eosinofilia 
periférica16. Más aún, se ha descripto un incremen-
to de la eosinofilia durante las exacerbaciones en 
pacientes con EPOC moderado o leve, lo que mos-
tró valores en esputo  mayores al 3% y en sangre 
periférica mayores al 2%17. De esta manera, la eosi-
nofilia podría constituir un bio-marcador predictor 
de las exacerbaciones, así como la identificación 
de potenciales respondedores al tratamiento con 
corticoides inhalados18, 19. Si bien los eosinófilos en 
esputo parecerían ser mejores predictores que los 
eosinófilos periféricos, la técnica de esputo indu-
cido no es una práctica habitual ya que requiere 
personal altamente entrenado, infraestructura 
especial y procesamiento inmediato. Además, se ha 
propuesto como bio-marcador subrogante de la in-
flamación eosinofílica durante las exacerbaciones 
en EPOC, la determinación de la fracción  de óxido 
nítrico en aire exhalado (FeNO)20, 21. Se ha sugerido 
que los valores de corte de FeNO para pacientes 
con asma serían mayor de 50 ppb, síndrome de 
overlap Asma-EPOC entre 25 y 50 ppb y para los 
pacientes con EPOC menor de 25 ppb22.  A partir 
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de estos valores, según la Sociedad Americana 
de Tórax (ATS-2011), los pacientes con EPOC y 
FeNO menor de 25 ppb no tendrían una fuerte 
recomendación para recibir corticoides inhalados, 
mientras que los pacientes con FeNO entre 25 y 50 
deberían ser manejados a criterio del neumonólogo 
y finalmente los pacientes con FeNO mayor a 50 
tendrían indicación de corticoides inhalados23, 24.

Dado que la medición del FeNO no es una 
práctica habitual en la mayoría de los centros de 
salud por falta de disponibilidad, por su elevado 
costo y su cuestionada especificidad; nosotros 
hipotetizamos que la presencia de eosinófilos en 
esputo podría constituir la mejor estrategia para 
diferenciar los fenotipos de pacientes con EPOC. 

El objetivo es evaluar el rol del recuento celular 
diferencial en el esputo inducido para evaluar la 
presencia de diferentes fenotipos de pacientes con 
EPOC estables.

Materiales y métodos

Diseño: Estudio prospectivo en pacientes con 
EPOC moderado a severo GOLD D (definido por 
espirometría y exacerbaciones) que concurren al 
gimnasio de Rehabilitación Respiratoria del Hos-
pital Británico de Buenos Aires. 

Pacientes: Todos los pacientes firmaron un 
consentimiento informado que contó con la evalua-
ción y el aval del comité de revisión institucional 
del Hospital Británico.  A los pacientes reclutados, 
se les realizó una prueba de esputo inducido para 
evaluar el perfil celular inflamatorio. Solo se in-
cluyeron pacientes que no hubieran exacerbado 
en las cuatros semanas. Se incluyeron pacientes 
mayores de 40 años del servicio de Neumonología 
del Hospital Británico, que firmaron el consenti-
miento informado y que tuvieron diagnóstico de 
EPOC conforme los criterios de las últimas guías 
GOLD 2015, que fueron ex tabaquistas o taba-
quistas de al menos 10 paquetes/año, que tuvieron 
una relación FEV1/FVC ≤ 0.7 y  FEV1 menor del 
70%. Se excluyeron pacientes que presentaron 
síntomas de exacerbación de EPOC o eventos 
cardiovasculares en las 4 semanas previas a la 
incorporación al estudio y pacientes con enferme-
dad pulmonar intersticial difusa, enfermedades 
neoplásicas, vasculitis, con compromiso pulmonar, 
enfermedades renales crónicas, cirrosis hepáticas, 
enfermedades sistémicas no controladas (diabetes, 
hiper/ hipotiroidismo, enfermedad cardiovascular 

activa), bronquiectasias con infección aguda en las 
últimas 4 semanas o fibrosis quística y pacientes 
con diagnóstico de neumonía. 

Cuando el paciente fue incluido en el estudio, 
realizó el cuestionario (CAT), la determinación 
del FeNO, espirometría (con la suspensión del 
tratamiento inhalatorio 24 hs previas al estudio) 
y finalmente se indujo el esputo. Se solicitó una 
muestra de sangre para hemograma y determi-
nación de la proteína alfa-uno antripsina que 
se realizó en la misma semana del resto de las 
determinaciones.

Inducción del esputo: Se procedió de acuerdo 
al protocolo previamente establecido25. Brevemen-
te, se obtuvieron los plugs de moco, obtenidos con 
una pinza a partir de muestras frescas, se resus-
pendieron en DTT al 0.1% durante 20  minutos en 
agitación, se realizó una citocentrifugación a 300 
RPM durante 5 minutos, las muestras se fijaron 
y se realizó una coloración de May Grundwald-
Giemsa. Se realizaron hasta 3 nebulizaciones con 
solución salina hipertónica durante 5 minutos, 
controlando que el  FEV1 no descendiera más del 
20% según lo indicado en el esquema mostrado en 
la Figura 1. Se utilizó solución salina hipertónica 
que varió su concentración en un rango de 0.9 a 
3.0%, según al valor del FEV1 de cada paciente. Las 
muestras se procesaron con dithiotreitol (DTT) al 
0.1% y se centrifugaron para realizar el recuento 
diferencial. Se descartaron las muestras que pre-
sentaron más del 5% de células epiteliales26.

Se consideró como criterio para clasificar los 
pacientes de acuerdo a la celularidad 

Determinación de los niveles de FeNO: Se 
midieron los niveles de óxido nítrico en aire ex-
halado mediante la utilización del equipo NIOX 
MINO (Aerocrine). 

Determinación de los niveles de la proteína 
alfa-uno: Se dosaron muestras de una gota de 
sangre seca en papel por nefelometría cinética con 
un valor de corte correspondiente a 100 mg/dL de 
1.8 mg/dL. 

Test de función pulmonar: Todos los pacien-
tes fueron sometidos a test de función pulmonar 
(TFP) que incluyó espirometrías y la capacidad 
de difusión de monóxido de carbono (DLCO) rea-
lizados de acuerdo a las recomendaciones de la 
ATS/ERS. Para las mediciones de TFP, se utilizó 
un equipo de volumen constante (Platinum Elite 
DL, Medical Graphics Corporation). Los valores 
normales predichos fueron referidos a los de Crapo. 
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Estos fueron realizados el mismo mes en que se 
tomó la muestra de esputo inducido27,28.

Análisis de los datos: Los resultados se ana-
lizaron mediante test no paramétricos utilizando 
el software Graph-Pad PRISM-5 (Graph Pad, La 
Jolla, CA). Para la estadística descriptiva, se infor-
maron las medias y el desvío estándar. Para com-
parar las diferencias entre dos grupos, se utilizó 
el test de Mann Withney y cuando se compararon 
los resultados de tres o más grupos, se utilizó el 
test no paramétrico de Kruskal Wallis y el test de 
comparaciones múltiples de Dunn. Se consideró 
estadísticamente significativamente una p < 0.05.

Resultados

Población estudiada
Se reclutaron 20 pacientes, de los cuales 17 fueron 
hombres; un paciente fumador activo y el resto 
exfumadores (con más de un año sin fumar) con 
una carga tabáquica de 53.3 ± 7.3 paquetes/año. 
Los pacientes se agruparon de acuerdo al recuen-
to celular diferencial en las muestras de esputo 
inducido tal como se observa en la Figura 2, tres 
muestras fueron excluidas por contaminación con 
células epiteliales. Si bien la mayoría de los pacien-
tes fueron nebulizados con solución salina hiper-
tónica al 3%, en cuatro de ellos se utilizó solución 
salina al 0.9% por presentar FEV1 menor de 1L.

Dado que el esputo inducido constituye una téc-
nica mínimamente invasiva, reproducible, validada 
y segura en pacientes con enfermedad pulmonar 
crónica tanto estables como exacerbados; la misma 
se utilizó para evaluar la heterogeneidad en los 
perfiles celulares inflamatorios de 17 pacientes con 
EPOC29, 30. Esto permitió organizar los pacientes 
en 2 grupos: eosinofílicos y no eosinofílicos  (Tabla 
1). En la Figura 3 se observan imágenes represen-
tativas de los patrones encontrados en nuestros 
pacientes.

Características de los diferentes fenotipos de 
pacientes con EPOC
El grupo de pacientes no eosinofílicos presentó 
en promedio mayor carga tabáquica que los pa-
cientes eosinofílicos; sin embargo, estas diferen-
cias no resultaron estadísticamente significativas 
(91.9 ± 22.4 vs 54.3 ± 11.7 paquetes/año; p = 0.28). 
Los dosajes de α1-antitripsina mostraron que todos 
los pacientes estuvieron dentro de la normalidad. 

Como antecedentes de relevancia, se observó que 
todos los pacientes eosinofílicos refirieron rinitis, 
mientras que en los pacientes no eosinofílicos, sólo 
dos de ellos (100.0% vs 22.2%  respectivamente). 

El tratamiento de mantenimiento para los pa-
cientes incluyó corticoides inhalados (flutocasona 
o budesonide), broncodilatadores de rápida acción 
(SABAs y SAMAs), LABAS y broncodilatadores 
de ultrarápida acción ultra-LABAs: indicaterol)  
y antimuscarínicos (tiotrapio y glicopirronio). 
Ambos grupos recibieron similares tratamientos 
dada la severidad de su enfermedad (Tabla 2). Dos 
pacientes del grupo eosinofílico, además, recibieron 
tratamiento con corticoides orales (meprednisona) 
y otros dos corticoides intranasales (furoato de 
mometasona). 

No se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas en los parámetros de función pulmo-
nar de ambos grupos de pacientes (eosinofílicos vs 
no eosinofílicos), aunque se observó un ligero incre-
mento de la reversibilidad en el grupo de pacientes 
eosinofílicos (Tabla 3). Tampoco se observaron 
diferencias en la difusión (DLCO), ni en los metros 
recorridos en el test de marcha de 6 minutos. Sin 
embargo, la evaluación de los datos recogidos del 
test de impacto del CAT que mide el bienestar y 
calidad de vida desarrollado específicamente para 
pacientes con EPOC (COPD Assessment Test: 
CAT), mostró que los pacientes no eosinofílicos tie-
nen peor calidad de vida respecto de los pacientes 
eosinofílicos (17.7 ± 3.8 vs 10.3 ± 0.66). 

Figura 1. Esquema de inducción del esputo.
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TABLA 1. Pacientes organizados por el perfil celular inflamatorio del esputo

 Grupo Grupo Valores de Valores de

 Eosinofílicos No eosinofílicos referencias referencias

 n = 8 n = 9 sujetos sanos29 EPOC30

Características demogáficas
Edad (años) 67.1 ± 2.6 72.7 ± 1.9

N° de hombres  5   9

N° de mujeres  3   0

Índice de masa corporal (kg/m2) 29.5 ± 3.5 27.2 ± 2.1

Recuento diferencial
Macrófagos (%) 21.8 ± 8.65 10.01 ± 2.85 66.0 ± 16.5 16.9 ± 14.4

Linfocitos (%) 0.24 ± 0.15 0.64 ± 0.4 3.0 ± 2.6 0.7 ± 0.8

Neutrófilos (%) 58.44 ± 11.13 86.18 ± 2.9 23.1 ± 14.8 78.9 ± 16.4

Eosinófilos (%) 17.23 ± 7.78 1.17 ± 0.26 0.008 ± 0.03 1.3 ± 2.6

Células epiteliales (%) 2.41 ± 0.83 1.72 ± 0.49 5.0 ± 0.5 2.1 ± 4.5

Mediadores inflamatorios: comparación de ambos 
grupos
Se observó que tanto los pacientes eosinofilicos 
como los no eosinofílicos presentaron más del 2% 
de eosinófilos en sangre periférica. Sin embargo, 
los valores fueron mayores en las muestras de 
los pacientes con eosinofilia en esputo compa-
rados con los pacientes no eosinofílicos (635.4 
± 111.1 eos/mm3 que equivalen a 5.8 ± 1.3% vs 
435.0 ± 35.5 eos/mm3 correspondientes  a 4.0 ± 

0.7%). Según el test de Mann Whitney, estas di-
ferencias no resultaron estadísticamente signi-
ficativas (p = 0.07).  También se observó que la 
cantidad de eosinófilos en esputo se correlacionó 
positivamente con la cantidad de eosinófilos en 
sangre (r de spearman = 0.52; p = 0.1). 

Los pacientes eosinofílicos mostraron un ligero 
incremento en los niveles de FeNO respecto de los 
pacientes no eosinofílicos  (43.5 ± 25.5 vs 21.3 ± 
1.2 ppb; p = 0.7). 

Figura 2. Algoritmo de pacientes en función del recuento celular dife-
rencial. 
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Discusión

La EPOC es una enfermedad que puede presentar 
diferentes fenotipos. Esta heterogeneidad se pone 
en evidencia con las diferentes respuestas a los 
tratamientos farmacológicos26. Si bien numerosos 
trabajos se han centrado en definir estos fenotipos, 
no existe un consenso validado que los agrupe y 
clasifique, sin embargo se identifican entre ellos la 
bronquitis, el enfisema, los exacerbadores frecuen-
tes, la sobreposición asma-EPOC y la EPOC con 
bronquiectasias27, 28. Comprender las distintas pre-
sentaciones clínicas asociadas al perfil inflamatorio 
particular de cada paciente podría contribuir a de-
terminar estrategias personalizadas de tratamiento. 

Recientemente las guías emitidas en conjunto 
por la iniciativa global del manejo de la enfermedad 
obstructiva crónica (Global Initiative for Chronic 
Obstructive Lung Disease: GOLD) y la iniciativa 
global de asma (Global Initiative for Asthma: 
GINA); han definido al fenotipo de sobreposición 
asma-EPOC como ACOS29, 30. Este síndrome, 
caracterizado por una limitación persistente del 

flujo aéreo, tendría una prevalencia del 2% en la 
población general y del 20% en los  pacientes con 
EPOC31, 32. 

Conocer los criterios para el diagnóstico de ACOS 
es fundamental ya que estos pacientes presentan 
mayor número de exacerbaciones y en ocasiones 
más severas que los pacientes con EPOC33. Los 
pacientes con ACOS corresponden a un subgrupo 
de pacientes con EPOC que requieren tratamiento 
con corticoides inhalados asociados a broncodilato-
res β-2 de larga duración (LABA)34. ACOS incluye 
pacientes con EPOC que poseen reversibilidad 
parcial del flujo aéreo, con o sin antecedentes de 
rinitis o alergias, reducida DLCO y/o eosinofilia en 
el esputo o bien pacientes con asma que presenten 
obstrucción parcialmente reversible de la vía aérea, 
con o sin enfisema o DLCO <80%35, 36.  

El nuevo algoritmo para el diagnóstico de ACOS 
incluye criterios mayores y menores. Dentro de 
los criterios mayores, se encuentran una rever-
sibilidad al broncodilatador mayor a 400 ml o al 
15% del VEF1, historia de asma o eosinofilia en el 
esputo; y dentro de los menores se encuentra una 
reversibilidad al broncodilatador de más de 200 ml 
o al 12% del VEF1 en al menos dos ocaciones, IgE 
elevada o historia de atopía37. Por consenso, los 
pacientes deben presentar dos criterios mayores o 
uno mayor y dos menores para ser diagnosticados 
como ACOS. 

Los pacientes con ACOS presentan mayor 
morbi-mortalidad que los pacientes con asma o 
EPOC solo, incluso en poblaciones jóvenes38-40. La 
relevancia de su adecuado diagnóstico se basa en 
el hecho de que presentan una notable estabilidad 
o mejoría cuando reciben corticoides inhalados. La 
eosinofilia en esputo con un valor de corte mayor a 
2.5% predice la respuesta a corticoides  inhalados 

Figura 3. Celularidad en las muestras de esputo inducido. Se observa la foto del esputo 
fijado y teñido con May-Grunwald-Giemsa (400x). A) Muestra eosinofílica y  B) Muestra 
neutrofílica.

TABLA 2. Tratamiento de mantenimiento en los pacientes 
con EPOC

 Grupo Grupo

 Eosinofílicos No eosinofílicos

 n = 8 n = 9

Tratamiento
Corticoides inhalados 6 7

LABAs 3 7

Ultra-LABAs 0 1

Anti-muscarínico 4 3
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con una sensibilidad de 82.4% y especificidad de 
84.8%41. Más aún, se ha sugerido que la presencia 
de eosinófilos en esputo inducido podría ser un 
potencial predictor para el éxito del tratamiento42.

Si bien el tratamiento con corticoides inhalados 
ha demostrado beneficios en los pacientes con 
EPOC que presentan inflamación eosinofílica 
disminuyendo las exacerbaciones y mejorando su 
calidad de vida, en la práctica clínica habitual su 
utilización de acuerdo a la severidad del paciente 
puede resultar inapropiada. A pesar de que el nú-
mero de pacientes reclutados hasta el momento es 
bajo, se encontró mayor estabilidad y mejoría de la 
calidad de vida (reflejada por el CAT) en el grupo 
de pacientes eosinofilicos que se encuentran con 
terapia de mantenimiento que incluye corticoides 
inhalados.

Actualmente, aquellos pacientes con EPOC 
con más de dos exacerbaciones por año tienen 
indicación de recibir tratamiento con corticoides 
inhalados, aunque la dosis a utilizar no está cla-
ramente definida. Sin embargo, debe considerarse 
que la sobre-utilización de corticoides inhalados 
podría tener más riesgos que beneficios a largo 
plazo y generar además un innecesario incremen-
to en los costos del sistema de salud. La necesidad 

de encontrar bio-marcadores que faciliten la 
identificación de estos pacientes continúa siendo 
un desafío. Si bien los hallazgos de este trabajo 
constituyen resultados preliminares de un estu-
dio descriptivo que intenta comprender el rol de 
los eosinófilos para diferenciar los pacientes con 
EPOC, nosotros hipotetizamos que la eosinofilia 
en esputo podría ser una herramienta a utilizar 
como criterio para la indicación de corticoides 
inhalados. Cada paciente debe ser evaluado en 
forma individual para optimizar su tratamiento.
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