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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “Avancos Metodologicos em Biologia Molecular e Biotecnologia” € uma obra
com o foco principal na valorizacdo acerca do conhecimento aprofundado em Biologia
Molecular e Biotecnologia, assim como do histérico e das técnicas recentes mais aplicadas
para o estudo do tema.

A obra é fruto do trabalho dos professores e alunos da disciplina “Tépicos Especiais
em Biotecnologia Il: Avancos Metodoldgicos em Biologia Molecular e Biotecnologia
(BIOTECO024)”, ofertada pelo Programa de Poés-Graduagcdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Espirito Santo.

Os diversos temas relacionados a Biologia Molecular e a Biotecnologia foram
abordados tendo como foco os avancos nas metodologias utilizadas ao longo dos anos. A
obra consta de sete capitulos, nos quais foram discutidos a evolugéo da biologia molecular
e das 6micas, assim como os sequenciadores de proxima geragéo, os métodos de estudo
em epigenética, a amplificacdo do DNA em single-cell, estudo de expressdo génica,
ferramentas de edicdo génica e expressao heterbloga de proteinas.

Deste modo a obra “Avangos Metodoldgicos em Biologia Molecular e Biotecnologia”
apresenta uma ferramenta de estudo que proporciona aos leitores uma visédo ampla das
principais metodologias em Biologia Molecular e Biotecnologia, assim como as suas
evolucdes ao longo dos anos.

Desejamos uma excelente leitura a todos!

Anderson Barros Archanjo
Aline Ribeiro Borgoi
Suzanny Oliveira Mendes

Adriana Madeira Alvares-da-Silva
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RESUMO: A epigenética é o estudo das
mudangcas na expressdo génica sem alterar
a sequéncia primaria do DNA podendo ser
herdaveis ou nao herdaveis e reversiveis. Os
principais mecanismos de regulagédo epigenética
incluem a metilacdo do DNA, modificacdes
pos-traducionais das histonas e regulagdo por
miRNAs. Compreender como 0s mecanismos
epigenéticos interagem no desenvolvimento de
doengas complexas € um grande desafio. Além
disso, avangos recentes também apontam novas
possibilidades terapéuticas. Aqui, revisamos e
discutimos os recentes conceitos dos mecanismos
epigeneéticos e destacamos os principais métodos
tecnologicos de deteccdo neste campo.
PALAVRAS-CHAVE: metilacdo de DNA,
modificacdo das histonas, mRNA, métodos,
epigenética.

EPIGENETICOS

EPIGENETICS AND METHODS OF
EPIGENETIC STUDIES
ABSTRACT: Epigenetics is the study of changes
in gene expression without altering the primary
DNA sequence and can be either reversible
and inheritable or non-inheritable. The main
mechanisms of epigenetic regulation include
DNA methylation, post-translational modifications
of histones and regulation by miRNAs.
Understanding how epigenetic mechanisms
interact in the development of complex diseases
is a major challenge. Moreover, recent advances
also point to new therapeutic possibilities. Here,
we review and discuss the recent concepts of
epigenetic mechanisms and highlight the main

technological methods of detection in this field.
KEYWORDS: DNA methylation, histones
modifications, miRNAs, methods, epigenetics.

11 INTRODUGAO

Cada individuo possui o seu proprio
genoma que € encontrado em quase todas as
células do seu corpo (DOR; CEDAR, 2018).
O genoma de um organismo abrange toda a
informacao genética contida em sequéncias de
nucleotideos que compdem o DNA do individuo.
Embora o genoma contenha estas informacdes,
somente isso ndo revela como as suas fung¢des
nos organismos séo reguladas. Diante disto, o
estudo da epigenética contribuiu para elucidar
0s mecanismos de funcionamento dos genes
(DAVID SWEATT, 2019). Desta forma, a
regulacéo epigenética € um dos mecanismos
que modula a expresséo dos genes e seu estudo
contribui para o melhor entendimento sobre
0 epigenoma e a influéncia do ambiente na

Capitulo 3



regulacao da expressao génica.

A epigenética comecgou a ser estudada pelo embriologista e geneticista Conrad
Waddington, definindo-a como “o ramo da biologia que estuda as interagbes casuais
entre os genes e seus produtos que ddo origem ao fenotipo” (WADDINGTON, 1939). De
acordo com 0s novos conhecimentos sobre o tema, os conceitos foram atualizados. Apés,
Arthur Riggs e colaboradores a definiram como “o estudo de alteragdes mitoticamente e/ou
meioticamente herdaveis na fungdo do gene que ndo podem ser explicadas por alteragdes
na sequéncia do DNA” (RUSSO; MARTIENSSEN; RIGGS, 1996).

Entretanto, esse foi um dos paradigmas da epigenética tradicional de que as marcas
epigenéticas eram imutaveis a partir do momento em que elas ocorriam, sugerindo que os
mecanismos epigenéticos eram estaticos e de acordo com descobertas recentes, esses
conceitos foram ampliados e atualizados (BIRD, 2007; DAVID SWEATT, 2019). Atualmente
a epigenética refere-se ao estudo dos mecanismos que alteram a expresséo génica, sem
modificar a sequéncia primaria do DNA. Como também, 0s mecanismos epigenéticos
podem ser herdaveis ou nao herdaveis e reversiveis (DEANS; MAGGERT, 2015; HIRST;
MARRA, 2009; TRONICK; HUNTER, 2016).

Os mecanismos epigenéticos incluem processos moleculares como as alteragdes
estruturais do DNA e suas proteinas relacionadas e incorporacdes de RNA néo codificantes
(DAVID SWEATT, 2019). Estas modificacdes podem ser induzidas por estimulos ambientais,
como dieta, estresse, horménios e medicamentos (DOR; CEDAR, 2018). Além disso, essas
modifica¢cdes podem ser de natureza transitoria e hereditaria.

As modificacdes epigenéticas contribuem para o entendimento de diversos processos
celulares, participando em mecanismos biol6gicos cruciais como diferenciacéo, regulacéo
génica, desenvolvimento e o envelhecimento. Estudos sugerem que altera¢des no equilibrio
epigenético podem desempenhar um papel importante na susceptibilidade e progressao de
diversas doencas, como por exemplo, o cancer (BENNETT; LICHT, 2018; HIRST; MARRA,
2009; MASUI et al., 2020). Desta forma, avancos recentes de estudos do epigenoma vém
sendo promissores no desenvolvimento de novas estratégias de tratamento de doencas.

A acdo conjunta dos mecanismos epigenéticos forma uma rede interativa
complexa com a atividade de outros mecanismos, contribuindo para a mesma regulacéo
transcricional e pés-transcricional (DEANS; MAGGERT, 2015; KLENGEL; BINDER, 2015).
Esses processos contribuem para facilitar ou dificultar o acesso de fatores de transcricéo,
regulando a leitura dos genes.

O foco deste capitulo & fornecer os conceitos e as metodologias que foram
desenvolvidas para detectar os mecanismos epigenéticos. Vale ressaltar que a escolha
da técnica adequada permite a obtencdo de uma resposta compativel para responder a
pergunta biolégica do pesquisador e outros fatores precisam ser levados em consideragéo
como custos, sensibilidade e especificidade, disponibilidade de equipamentos e quantidade
de amostra do DNA (KURDYUKOQOV; BULLOCK, 2016).

Existem métodos disponiveis podem ser Uteis em aplica¢des especificas ou sdo
técnicas que atualmente ndo sdo empregadas, logo, ndo seréo discutidas aqui. Sendo
assim, vamos nos concentrar nos métodos que consideramos com alto rendimento, mais
robustos e prontamente disponiveis para a comunidade cientifica.



21 METILACAO DO DNA

A metilagdo do DNA é o mecanismo epigenético mais abundante e caracterizado em
modelos animais e humanos (GOUIL; KENIRY, 2019; HIRST; MARRA, 2009; O'DONNELL;
MEANEY, 2020). O processo consiste em uma modificagao covalente do DNA com a adi¢ao
um grupo metil (CH,) no carbono 5’ que ocorre exclusivamente nos nucleotideos citosina,
convertendo-a em 5-metilcitosina (5mC), catalisada pela enzima metiltransferase de DNA
(DNMT) (KOHLI; ZHANG, 2013; LI; ZHANG, 2014).

Outra marca epigenética, a 5 hidroximetilcitosina (5hmC) produzida através da
oxidacdo da 5mC catalisada pela enzima de translocacao metilcitosina dioxigenase (TET)
encontrada em mamiferos e esta associada ao processo de desmetilagcdo do DNA (KOHLI;
ZHANG, 2013; LI; ZHANG, 2014). Na maioria dos casos, o processo de metilacdo do
DNA ocorre em dinucleotideos seguidos por uma guanina (5-CpG-3’), que sdo regides
ricas em CpGs, contexto chamado de “ilhas CpG” (FEDOTOVA; ILLARIOSHKIN, 2019;
VIALOU et al., 2013). Em todo genoma humano, encontra-se cerca de 28 milhdes de sitios
CpG e destes, aproximadamente 70 a 80% sdo metilados em células somaticas normais
(EHRLICH et al., 1982; SKVORTSOVA; STIRZAKER; TABERLAY, 2019).

A metilagdo do DNA em regibes promotoras dos genes &€ um mecanismo que
promove a repressdo da transcricdo génica e ao silenciamento de genes. A represséao
génica ocorre porque um complexo de proteinas que reconhecem os grupos metil é
recrutado, promovendo a remodelagao da cromatina, formando uma estrutura de cromatina
mais condensada e evitando a transcricao génica (DOMCKE et al., 2015). Além do mais,
entre 0s mecanismos epigenéticos descritos, a metilacdo do DNA é considerada a mais
estavel, podendo se manter até a idade adulta do individuo e no decorrer das geragbes
celulares (DOR; CEDAR, 2018; KOHLI; ZHANG, 2013). Em adicéo, a metilagdo do DNA &
especifica do tecido, variando em padrdes de metilacdo em comparacdo com outros tipos
celulares de um mesmo organismo (FENG; LOU, 2019).

Estudos atuais tém se concentrado em evidéncias de que 0s mecanismos
epigenéticos desempenham um papel fundamental no processo de envelhecimento
biolégico, na busca de marcadores para doencas complexas e nos efeitos transgeracionais
em pais que foram expostos em determinadas condi¢cdes ambientais (BORCOI et al., 2020;
LOCKE et al., 2019; RYAN et al., 2019; UNNIKRISHNAN et al., 2019).

As metodologias empregadas possuem como objetivo determinar o status de
metilacdo de amostras de DNA. Aqui, sera discutido os métodos para distinguir a
5-metilcitosina (5mC) da citosina e detec¢do da 5-hidroximetilcitosina. Além disso, seréo
discutidos os métodos que séo utilizados para avaliagdo da metilagdo do DNA de todo o
genoma ou em determinadas regides, que por sua vez, podem ser regides reguladoras de
genes de interesse. Atualmente, os avancgos nas tecnologias de sequenciamento de nova
geracao (NGS) possibilitaram a criacéo de perfis e mapas genémicos de metilacdo do DNA.
Vale ressaltar que os padroes de metilagcdo do DNA néo s&o perdidas ap6s o processo de
extracao de DNA (GOUIL; KENIRY, 2019).

O método padréo ouro para analise de metilagdo do DNA na detecgdo da 5mC é
baseado no tratamento do DNA genémico com bissulfito de sédio. A técnica consiste na
conversao de residuos de conversao de residuos da citosina ndo metilados em uracila,



através do processo de desaminagdo e as citosinas metiladas permanecem intactas
(GOUIL; KENIRY, 2019). Dessa forma, a metilagdo do DNA pode ser interpretada por
sequenciamento de Sanger, Pirosequenciamento ou lllumina. Entretanto, essa técnica ndo
permite a distingdo de outras modificagdes na citosina, como por exemplo, a 5hm (GOUIL;
KENIRY, 2019; LIU; LIAO; LU, 2015). Existem métodos complementares que permitem a
identificacdo das formas oxidadas da citosina, um desses métodos é o sequenciamento de
bissulfito oxidativo (OxBS-seq) especifico para a detec¢cdo da 5hmC (BOOTH et al., 2012).

No caso de baixas quantidades de amostras de DNA, recomenda-se a utilizagéo da
tecnologia MethyLight que é uma técnica quantitativa, sensivel e dependente do tratamento
de bissulfito de sédio (LIU; LIAO; LU, 2015; ZHAN; LUO, 2019). A execugédo deste método
requer iniciadores especificos e sondas fluorescentes especificas para metilagéo (LIU;
LIAO; LU, 2015).

31 MODIFICACAO DAS HISTONAS

No nucleo, o DNA genémico € envolvido por proteinas histbnicas gerando um
complexo chamado cromatina. A unidade bésica da cromatina € chamada de nucleossomo,
sendo formada por octamero de histonas, que constituida pelas histonas H2A, H2B, H3
e H4, em eucariotos (COBOS; BENNETT; TORRENTE, 2019). As modificacbes pods-
transcricionais das histonas vem sendo consideradas os componentes essenciais da
regulacdo da atividade génica, ao marcar as regides ativas e inativas da cromatina através
dos niveis de compactacdo do DNA (LENNARTSSON; EKWALL, 2009; WANG et al., 2015).

As histonas s@o covalentemente modificadas de varias maneiras, incluindo
fosforilagdo, ubiquitinagdo, acetilacdo e metilagdo (LENNARTSSON; EKWALL, 2009).
Devido ao impacto na ativagcéo e repressdo da expresséo génica, as modificacdes mais
estudadas sédo a acetilagdo e metilagcdo, que ocorrem em residuos de lisina ou arginina
conservados nos dominios da cauda-N-terminal de cada proteina (EGGER et al., 2004).

O mecanismo de acetilagao das histonas esté relacionado com a ativac¢éo transcricional.
As enzimas responsaveis por esse mecanismo sao as histonas acetiltransferases (HATs)
e histonas desacetiltransferases (HDACs), que adicionam e retiram grupos acetil (COCH,)
das caudas das histonas (PENNER-GOEKE; BINDER, 2019).

Ja para o mecanismo de metilagdo das histonas, os grupos metil sdo adicionados
pelas metiltransferases de histonas e séo retirados pelas metiltransferases, que podem
contribuir para a represséo ou ativagao da expressao génica dependendo em qual residuo
de lisina ou arginina a metilagéo ocorre (PARK; HAN, 2019; VERMEULEN et al., 2010).

Progressos recentes no desenvolvimento de tecnologia tornaram possivel a
realizacdo de estudos sistematicos em todo o genoma da influéncia das modificagbes
de histonas na etiologia de determinadas doencas, como por exemplo, a influéncia de
modificagdes pos-transcricionais aberrantes de histonas relacionadas a neurodegeneragéao
(COBOS et al., 2019). Estudos recentes também encontraram a relagcdo entre mudancgas nos
padrdes de modificagbes pds-transcricionais das histonas e sua relagdo com diversos tipos
de canceres (LI; LI; ZHU, 2019; PARK; HAN, 2019; QIN et al., 2019; ZHAO; SHILATIFARD,
2019).



A técnica amplamente utilizada para avaliar a status de modificagéo das histonas é
a imunoprecipitacdo da cromatina (ChlP) com algumas variagcdes de acordo com o tipo de
estudo (LENNARTSSON; EKWALL, 2009). Neste método, o ensaio de ChlIP opera como
uma técnica versatil e de alto rendimento usada para sondar interagdes entre proteinas
especificas ou formas modificadas de proteinas e uma regiao de DNA genémico (LIU; LIAO;
LU, 2015). A técnica consiste, de modo geral, na utilizagdo de anticorpos que interagem
especificamente em determinados tipos de histonas de interesse (FUREY, 2012; HUEBERT
et al., 2006).

Nesta técnica, a ligacdo marcada entre DNA-histonas é revertida em DNA para
verificagdo em analise de sequenciamento ChIP-Seq (imunoprecipitacdo da cromatina
com tecnologia de sequenciamento de nova gerag¢ao) ou por hibridagdo com microarranjos
ChlIP-chip (imunoprecipitagdo de cromatina ligada a microarranjos), que sao duas técnicas
acopladas ao ChIP que sdo amplamente empregadas. Além disso, sdo utilizadas para
obtencdo de uma imagem mais detalhada da distribuicdo de metilagcdo da histona ao
longo dos genes. Ho e colaboradores (2011) destacaram as principais diferencas entre os
ensaios e relataram que a técnica de ChIP-seq se demonstra mais vantajosa devido as
suas vantagens praticas e analise de dados.

41 ANALISES DE miRNA

O estudo dos RNAs néo codificantes tem se demonstrado relevantes na regulacédo
do transcriptoma. Recentemente, muitos estudos buscaram avancos na compreenséo da
relacéo entre a parte ndo codificante do genoma e os mecanismos biolégicos subjacentes
a doengas (MUNOZ-CULLA et al., 2016).

Os microRNAs (miRNA) fazem parte do grupo de RNAs néo codificadores que
contém cerca de 19 a 25 nucleotideos e conservados entre as espécies. Por meio do
emparelhamento de bases com o mRNA, regulam a expressdo génica induzindo a
degradacado e repressao transcricional do mRNA ou inibicdo do processo da traducao
exercido (BARTEL, 2009). Os miRNAs atuam como reguladores cruciais em varias vias
de sinalizagdo biolégica, incluindo o desenvolvimento, proliferacéo celular, diferenciagéo,
resposta imune, angiogénese, apoptose e no ciclo celular (PAN et al., 2019).

Diversos estudos mostraram que a desregulacdo da expressdo de miRNAs tem
sido associada a tumorigénese (FABBRI; CALIN, 2010; HUMPHRIES; WANG; YANG,
2019; YANG et al., 2020). Mais especificamente, na relagdo entre a regulacdo negativa
de genes supressores de tumores e a progressdao do cancer (BANDRES et al., 2009).
Além disso, novos estudos também buscam entendimento da interagdo epigenética de
miRNA na obtencdo de novos tratamentos contra o cancer (MIRANDA FURTADO et al.,
2019; SERMER et al., 2019). Como resultado, ressaltando a importancia de miRNAs como
possivel biomarcador para o cancer. Estudos também tem sugerido que outros mecanismos
epigenéticos, como a metilacdo do DNA e a modificacdo das histonas sdo as principais
causas de desregulacdo de miRNAs no cancer (HAN et al., 2007; SUZUKI et al., 2013).

A pesquisa por meio do miRNA podem seguir 0s seguintes passos: primeiramente,
ocorre a deteccdo do miRNA, em seguida é feita e predicéo dos alvos e por Gltimo os alvos
sdo validados. As metodologias de detec¢cdo dos miRNAs podem ser estudadas usando



NGS ou RT-PCR. Os alvos de miRNA podem ser obtidos por previsdes usando softwares,
como por exemplo o TargetScan. E valido ressaltar que existem técnicas de validacéo de
alvo e andlises funcionais disponiveis (LIU et al., 2015).

Atualmente, informacdes sobre o entendimento das funcdes dos miRNAs circulantes
para uma melhor compreensdo do seu papel no desenvolvimento e na comunicagcéo
do cancer ainda séo limitadas. Entretanto, as pesquisas sobre essa relacdo estdo em
constante crescimento.

51 CONSIDERAGCOES FINAIS

A compreensdo e o entendimento da relagdo entre as modificagoes epigenéticas
e disturbios que dao origem a vérias doencas humanas estad aumentando. Embora agora
tenhamos uma compreensdo geral do papel de determinados tipos me mecanismos
epigenéticos, como por exemplo, a metilacdo do DNA e a modificagcéo das histonas, ainda
existem lacunas para muitas areas que sao de atual relevancia.

Assim, foram descritas aqui as principais metodologias e protocolos que foram
desenvolvidos para detectar os mecanismos epigenéticos. Além disso, fornecemos uma
viséo geral dos recentes avancos dos papéis que a modificacdo do DNA e das histonas, e
a acdo de miRNA desempenham na medicina.
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