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			PREFÁCIO

			Conheci o Octavio Presgrave muitos anos atrás. Ele, trabalhando no Brasil, eu na Europa, e os dois caminhando na mesma direção, contribuindo de suas formas para a implementação de métodos alternativos ao uso de animais. Com o Octavio, apesar de nos vermos poucas vezes, cada ocasião e cada encontro foram marcantes e contribuíram, passo a passo, para a constituição do que hoje é o BraCVAM.

			Motivados pela ética, tanto na experimentação animal quanto na educação, foram muitos os colaboradores que contribuíram nesse caminho, mas o Octavio sempre estava lá, firme, como um capitão de navio, indicando o caminho para que o Brasil também tivesse o seu centro dedicado à validação de métodos alternativos ao uso de animais. Sem falar em toda a contribuição ao nível político, em que sempre, de uma maneira ou de outra, o Octavio esteve sempre presente. Como, por exemplo, a recente lei sancionada em julho de 2025, que proíbe o uso de animais em testes de produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes no Brasil.

			O livro idealizado por Octavio Presgrave e seus colaboradores abrange temas muito importantes, que vão dos aspectos éticos e legislativos, passando pela integridade de dados e validação, ao uso de métodos alternativos para a educação até, enfim, o uso de novas metodologias de abordagem em áreas como a toxicidade respiratória, o teste de pirogênio, modelos microfluídicos e de bioimpressão.

			Esse livro representa um pilar que todo pesquisador com interesse nos aspectos éticos e científicos relacionados a novas metodologias de abordagem como alternativas ao uso de animais deveria ter em sua biblioteca. Ele representa também um excelente fundamento para estudantes e professores com vontade de aprender mais sobre o tema. E, como tal, contribuirá para o avanço da bioética e de novas metodologias de abordagem na experimentação e na educação.

			Eu só posso fazer aqui as minhas mais calorosas recomendações aos leitores que agora estão lendo esse livro, desejando muito sucesso e esperando que a aplicação do conhecimento compartilhado nas próximas páginas possa ser o princípio de várias novas e formidáveis jornadas, contribuindo com novos passos na implementação de novas metodologias de abordagem como alternativas à experimentação e à educação em animais.

			Desejando uma boa leitura,

			Chantra Eskes

			As opiniões expressas neste prefácio não refletem necessariamente as opiniões da EFSA, e o contexto histórico aqui discutido representa atividades realizadas antes de trabalhar na EFSA.

		


		
			INTRODUÇÃO

			Este livro nasceu com o propósito de contribuir para a divulgação e a compreensão dos métodos alternativos ao uso de animais, aproximando esse tema de estudantes, pesquisadores, profissionais e de todos os interessados em uma ciência mais ética e inovadora.

			Ele tem como objetivo preencher uma lacuna de publicações em língua portuguesa sobre métodos alternativos ao uso de animais na pesquisa e na educação, visando contribuir para a atualização de pesquisadores e para a formação de alunos.

			Cabe ressaltar que esse tema não é dedicado somente aos profissionais da Biologia, Biomedicina, Farmácia ou Medicina, mas a todas as profissões que, de alguma forma, utilizam ou utilizaram animais, como Odontologia e Psicologia, bem como às profissões que nunca trabalharam diretamente com animais, mas podem contribuir sobremaneira na defesa destes seres, como advogados, químicos, engenheiros etc.

			Ao longo deste livro, os leitores encontrarão abordagens que envolvem, entre outras, técnicas de cultivo celular, cromatografia e ferramentas computacionais, evidenciando a importância do desenvolvimento e da adoção de estratégias que reduzam ou substituam o uso de animais.

			Esta obra não se propõe a ser um guia metodológico detalhado para a execução de procedimentos. Seu propósito é introduzir o tema e apresentar princípios, conceitos e reflexões que permitam, tanto aos leitores que ainda não têm familiaridade com o assunto quanto àqueles que já atuam na área, ampliar seus conhecimentos e perspectivas.

			De forma nenhuma temos a pretensão de esgotar o assunto aqui, pois, de tempos em tempos, novos métodos surgem e novas aplicações são apresentadas para métodos já consagrados.

			Assim sendo, esperamos enormemente que esta seja apenas a primeira edição deste livro e que várias outras surjam com novas metodologias e novos assuntos, que incorporem avanços e ampliem as discussões aqui apresentadas, para a atualização e formação de todos os profissionais das áreas específicas e afins.

			Agradecemos imensamente a todos os autores de capítulos que se dispuseram a contribuir com seus conhecimentos e dedicaram seu tempo na elaboração de seus textos.

			Esperamos que esta obra possa despertar o interesse pelo tema, incentivar novas reflexões e contribuir para a formação de uma ciência cada vez mais ética, responsável e comprometida com a inovação.

			Os organizadores

			Abril de 2026

		


		
			CAPÍTULO 1

			BREVE HISTÓRIA DOS MÉTODOS ALTERNATIVOS

			Octavio Presgrave

			Carolina Barbara de Oliveira

			Cristiane Caldeira

			Os animais têm sido utilizados na pesquisa desde os primórdios das Ciências. No início da Medicina, animais eram submetidos a diversos experimentos com o intuito de conhecer os órgãos e seus funcionamentos (Schlüter, 2024).

			René Descartes, filósofo francês, defendia a ideia de que os animais eram como autômatos, desprovidos de alma e de sentimentos. Esse pensamento contribuiu sobremaneira para que os animais fossem utilizados de forma indiscriminada (Hendriksen, 1996).

			Por volta de 1760, Adam Fergusson demonstrou sua indignação com o uso abusivo dos animais, mas foi no século XIX que Jeremy Bentham, um filósofo inglês, levantou pela primeira vez a ideia de senciência dos animais, quando ele coloca que “o que importa não é se os animais raciocinam ou falam, o importante é se os animais sofrem” (Hendriksen, 1996; Presgrave, 2009).

			Ainda no século XIX, Marshall Hall, fisiologista inglês, lançou o que podemos considerar como sendo o primeiro código de ética na pesquisa, onde ele propôs utilizar o menor número possível de animais, evitar repetições desnecessárias e utilizar animais inferiores na escala taxonômica (Hendriksen, 1996).

			Um dos primeiros casos de revolta quanto ao uso de animais envolveu o pesquisador Claude Bernard, que, após usar o cão da própria família, gerou indignação de sua esposa, Marie-Françoise Bernard, que posteriormente se engajou em movimentos de defesa animal.

			Não podemos desconsiderar que a criação do Código de Nuremberg, após a Segunda Guerra Mundial, contribuiu muito para o aumento do uso de animais; porém, pouco tempo depois, Russell e Burch publicaram seu livro “The Principles of Humane Experimental Technique”, onde então chamam a atenção para uma nova proposta de pensamento experimental, buscando um tratamento mais humanitário aos animais por meio dos conceitos Substituição, Redução e Refinamento, mais tarde conhecidos como os 3Rs, dos termos em inglês Replacement, Reduction and Refinement (Balls, 2009).

			Mesmo após a publicação do livro de Russell e Burch, não houve um aumento expressivo nas pesquisas voltadas a métodos que substituíssem ou reduzissem o uso de animais. Podemos destacar, entretanto, os estudos de Levin e Bang no desenvolvimento do teste de LAL, visando substituir o uso de coelhos no teste de pirogênio.

			No final dos anos 1970, diversos movimentos protecionistas ganharam força na Europa, especialmente contrários ao uso de animais pelas indústrias cosméticas. Um dos marcos desse movimento foi a publicação, em página dupla, no jornal The New York Times, de uma imagem de um coelho com os olhos pintados, simbolizando lesões, e a seguinte frase: “Quantos animais a Revlon irá cegar em nome da beleza?”.

			No início da década de 1980, começaram a surgir estudos voltados ao desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de animais, inicialmente na pesquisa e, posteriormente, também no ensino. É importante destacar que, à época, os recursos técnico-científicos eram bastante limitados em comparação aos disponíveis atualmente.

			Os primeiros métodos que foram desenvolvidos utilizavam cultivo celular, buscando mostrar citotoxicidade de substâncias nas células.

			Por volta dos anos 1990, iniciaram-se os desenvolvimentos de modelos computacionais e modelos matemáticos, seguindo-se, nos anos 2000, com o progresso da engenharia de tecidos, quando foram desenvolvidos modelos de pele reconstruída e estruturas tridimensionais (3D) de órgãos.

			Nos anos 2010–2020, destacam-se os avanços no desenvolvimento dos sistemas conhecidos como organs-on-a-chip, atualmente mais comumente chamados de sistemas microfluídicos, além da crescente aplicação, nos tempos atuais, da inteligência artificial e do big data.

			Temos que considerar que o desenvolvimento de métodos alternativos, principalmente os de substituição, possui vários pilares, sendo que os dois mais importantes são:

			- o pilar ético, em que o respeito aos animais como seres vivos e sencientes nos obriga a cada vez mais desenvolver métodos não animais; e

			- o pilar do desenvolvimento tecnológico, que viabiliza o desenvolvimento de novos métodos e ferramentas cada vez mais sofisticadas, capazes de reproduzir respostas biológicas humanas com maior precisão.

			Os avanços tecnológicos permitem que, atualmente, tenhamos um entendimento mais aprofundado dos mecanismos de ação (mecanística) das respostas biológicas humanas, possibilitando o desenvolvimento de ferramentas capazes de correlacionar esses processos com métodos não animais. Um exemplo relevante disso é a integração de métodos celulares e de abordagens físico-químicas que nos permitem avaliar o potencial alergênico de substâncias sem o uso de animais e com base em mecanismos humanos.

			Cabe ressaltar que, no momento, não é possível substituir completamente o uso de animais em todas as áreas. Assim, os esforços devem concentrar-se principalmente na substituição, em etapas não clínicas (pré-clínicas). No caso de produtos veterinários, os estudos clínicos continuarão a ser realizados na espécie-alvo, de forma análoga ao que ocorre com produtos destinados à saúde humana.

			REFERÊNCIAS
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			CAPÍTULO 2

			ÉTICA E OS 3RS NA PESQUISA CIENTÍFICA

			Ekaterina Rivera 

			“Nem na ciência nem na filosofia existem donos da verdade. Se algo de permanente existe é o debate, a discussão, a busca por descobrir e corrigir nossos intermináveis erros. Fazemos ciência e filosofia precisamente por isto, por sermos falíveis.”

			(Gonzalo Palácios)

			Aqui estamos nós frente a este admirável mundo novo!!! Fronteiras e limites foram ultrapassados, e seus avanços nos maravilham e nos assustam.

			É neste momento de elementos emergentes que a ciência sente a necessidade de evoluir junto com a sociedade, de estar preparada para participar das discussões dos mais variados temas, inclusive daqueles que surgem a respeito do uso de animais em pesquisa.

			A pesquisa com animais tem como finalidade provar fatos ou desenvolver ideias novas; portanto, o uso dos mesmos nos coloca frente a questões moralmente relevantes, a desafios e problemas que não existiam e que vão se intensificando com o surgimento destas novas tecnologias, as quais são necessárias para a vida animal e para a vida humana.

			A experimentação animal tem valores, e os benefícios advindos da mesma são claros e evidentes; porém, o longo processo que leva a estes avanços é mais difícil de ser aceito pelo público leigo, não obstante ser comprovado que não há uma só pessoa que não tenha sido beneficiada pelos resultados de pesquisas com animais, direta ou indiretamente. Abandoná-la não trará benefícios nem para o homem nem para os animais.

			Pelo exposto, pode ser constatado que as novas biotecnologias são necessárias para uma vida melhor — mas como justificá-las se, para seu desenvolvimento, necessitamos usar seres vivos em nossas pesquisas? Como usar animais de maneira adequada e que reflita a superioridade moral e a responsabilidade do homem?

			Consequentemente, dilemas éticos surgem quanto à questão do uso ou não de animais em pesquisa, pois, sendo estes seres sencientes, é condição sine qua non que estes dilemas éticos não sejam ignorados, mas sim discutidos, sendo cada vez mais premente a obrigação de pensar se pode ou não ser justificado o uso de animais para esta finalidade.

			Estas discussões levantam a questão, para alguns, da abolição total de animais em experimentação, enquanto outros creem que os animais podem ser usados sem critério algum.

			Se aderirmos ao princípio da abolição total de animais em pesquisa e colocarmos restrições legais para isto, criaremos entraves ao progresso e à solução de desafios que se nos apresentam no nosso dia a dia. Isso trará consequências, e devemos estar cientes de que estas consequências se refletirão nas nossas responsabilidades para com as gerações futuras e para com o mundo em que vivemos.

			Ainda no caso da abolição total, quem explicará à sociedade por que lhe foi retirada a esperança da cura de suas doenças? Quem arcará com as consequências desta decisão? O homem tem direito de sonhar, de descobrir; ele é um animal que depende de esperanças para viver. Temos direito de retirar este sonho e essa esperança?

			Agora, se, por outro lado, usarmos a alternativa de abandonar nossos instintos de compaixão e concentrarmos somente na busca de conhecimentos, na pesquisa com animais sem empecilhos, retiraríamos os atributos de civilização tão valiosos para nossa sociedade. Mais ainda, não podemos relegar o sofrimento animal para preservar o avanço da ciência.

			Estamos, pois, frente a um paradoxo, qual seja o de buscar alívio do sofrimento do ser humano sem pensar no sofrimento causado a um ser não humano? A ciência não pode mais se dar ao luxo de ignorar o estado moral dos animais. Deve ser assessorada por critérios morais, não meramente por critérios de eficiência e conveniência. Porém, não é fácil mudar comportamentos e desenvolver consciência dos problemas. Assim, chegamos, aqui, a um ponto crítico: se fizermos uma escolha errada perderemos a oportunidade de descobrir estas maravilhas biológicas e destruiremos o progresso; por outro lado, temos que pensar no uso racional dos animais envolvidos no processo de pesquisa.

			Isso posto, para que possamos tomar alguma decisão nestes debates, a primeira pergunta que devemos fazer é se somos a favor ou não do uso de animais para fins científicos. O que irá influenciar nosso posicionamento? Não é uma questão simples, pois carregamos, dentro de nós, desde nosso nascimento e durante todo o decorrer de nossa vida, uma carga enorme de emoções e conhecimentos que, somados, nos levam a tomar atitudes e a expressar o que sentimos. E este desenvolvimento não poderia ser diferente na nossa relação homem/animal.

			Começamos a tomar ciência dos animais, em geral, de uma forma lúdica, quando, na nossa primeira infância, ganhamos bichinhos de pelúcia e começamos a pensar que animais são inofensivos e que estão à nossa disposição. Porém vamos crescendo e vendo que os animais podem morder, arranhar e até matar. À medida em que vamos convivendo com os animais, dependendo de nossos contatos e experiências, desenvolvemos aspectos emocionais com relação a eles.

			E, nesta relação homem/animal, soma-se a grande influência do meio onde somos criados. A visão de uma pessoa criada no meio rural é completamente diferente daquela criada no meio urbano, com pouco contato com os animais. Quando a pessoa cresce em um ambiente onde tem obrigações para com os animais, como alimentá-los, colocá-los em lugar adequado, protegê-los de predadores, dentre outras funções, passa a observá-los, a entendê-los, desenvolvendo, assim, uma relação natural, respeitando o comportamento normal destes animais. Quando nosso contato com os animais é esporádico, nossas reações são mais emocionais; a forma de tratá-los não é a correta, muitas vezes sem orientação, surgindo, por vezes, uma relação baseada em um mundo de fantasias no que diz respeito aos animais. A nossa cultura, seja da cidade, do estado ou do país onde vivemos, exerce grande influência sobre nós.

			Outra influência que merece ser citada é a nossa formação religiosa, e é outra pedra na construção de nossa relação homem/animal. O pensamento ocidental considera o homem o dono da criação, consequentemente justificando toda e qualquer ação humana sobre o animal. Por outro lado, algumas religiões reverenciam toda forma de vida, sendo os animais e as plantas sagrados.

			Todos os fatores citados influenciam nossa forma de pensar, mas isto não significa que não podemos mudar. Em geral, nossa atitude pode ir se modificando à medida em que começamos a adquirir maiores conhecimentos sobre os animais, seja em nossos estudos, seja por outros tipos de aprendizado, também influenciados por correntes filosóficas, cientistas e professores, os quais podem mudar completamente nossa forma de pensar.

			Considerando, pois, nossa relação com os animais, é inevitável que haja diferentes posicionamentos quanto ao uso ou não de animais em pesquisa científica ou ensino.

			A comunidade científica, em geral, adota posição intermediária, apoiando alguns tipos de pesquisa, mas não aquelas que causam dor e sofrimento desnecessários aos animais. O difícil é como atingir este ponto ideal de equilíbrio, onde o pesquisador irá trabalhar dentro de uma dimensão ética. Há a necessidade de ampliar as normas éticas tradicionais neste tempo de dominação tecnológica e de crise ecológica. Por isso são importantes as responsabilidades do homem, o que nos obriga a reavaliar nossos conceitos morais e a promover o desenvolvimento de ideais éticos mais amplos.

			A sociedade está em constante evolução e a ciência também; assim, a percepção de estudos que envolvem animais é vista por outro prisma atualmente, centrada principalmente na forma como tratamos os animais, não mais de um modo abstrato ou teórico, pois a qualidade da vida animal importa. Porém, essa mesma sociedade tem dúvidas com respeito à ciência; muitas vezes só tem conhecimento de questões lançadas na mídia e fica sem saber o que é verdade e o que não o é. Ela permite que utilizemos animais em nossas pesquisas, mas isso nos traz responsabilidades para não abusar desse direito. Com essa forma de pensar da sociedade também estão mudando nossas obrigações para com os animais. Devemos definir categorias morais mais adequadas para assessorar, guiar e coibir o tratamento dado aos animais, não dividindo as categorias simplesmente em crueldade e bondade, pois não é a crueldade deliberada que nos preocupa, mas sim o uso normal de animais por motivos socialmente aceitos e por metas razoáveis.

			Nesse nosso raciocínio sobre se devemos ou não usar animais e sabendo que animais são seres sencientes, qualquer atitude que tenhamos de tomar com relação aos mesmos certamente envolverá a tomada de decisões éticas.

			Mas o que é a ética? Ética é a ciência da justa escolha. E ética se aprende.

			Pensamos e agimos segundo nosso sentido ético que, da mesma forma que nossa relação homem/animal, é forjada ao longo da vida a partir das diferentes experiências em que vivemos. Assim, é de se esperar que possamos alterar nosso sentido ético, nosso comportamento e nosso modo de pensar. Ademais, devemos saber lidar com os conflitos que sempre existem entre os interesses individuais e os valores socialmente aceitos.

			A ética se refere ao comportamento humano, e sua finalidade não é a de transferir conhecimentos, mas sim de modificar atitudes, de enriquecer comportamentos e aspectos morais dentro de um prospecto permanente. O que se espera é que os indivíduos traduzam seu entendimento do bom em ações, pois medidas prescritivas como leis são produtos de políticos e legisladores: inibem por coerção e não por modificar a forma de pensar dos sujeitos envolvidos. Devemos agir corretamente, mesmo quando não somos observados.

			Nessa nossa divagação não pretendemos dizer o que é certo ou errado, mas sim vir inquietá-los sobre a ética. Esta deverá estar presente em todos os momentos de nosso trabalho com animais, pois a ética não é um campo periférico para a ciência.

			A CIÊNCIA NÃO DEVE NUNCA ESTAR LONGE DA ÉTICA PORQUE MUITAS VEZES É A ÉTICA QUE FAZ UMA BOA CIÊNCIA

			Ousamos dizer que a ciência e a ética devem ser as construtoras de uma sociedade melhor, de um novo ethos, de um novo comportamento frente às nossas relações homem/animal. Sabemos que quem cria a ética é o homem, mas isto não significa que a ética envolva somente seres humanos. Esta ideia da superioridade do homem deve ser banida, pois ela é a base da exclusão moral dos animais, deixando-os fora da nossa esfera ética. Devemos conscientizar a todos os envolvidos nas diversas etapas que pressupõem uma pesquisa com animais que problemas éticos surgem a todo momento e que devemos estar prontos a opinar com segurança.

			Há questões características desta área da ciência, a qual é constantemente questionada com perguntas muito relevantes, com conteúdo ético de difícil resposta, e que exigem julgamento ético. Difícil responder a perguntas como se você é a favor ou contra o xenotransplante, se é ético modificar o genoma de um animal, se a busca pelo conhecimento justifica causar dor e sofrimento aos animais. As dúvidas são inúmeras, mas a ciência não está preparada para lidar com estas perspectivas plurais. Não nos dá ferramentas para respostas exatas, pois as respostas são tantas quanto há diferentes aspectos culturais, religiosos e filosóficos.

			Temos que repensar a ciência de modo mais racional para poder articular e defender o que era considerado apenas emoção, o que é muito difícil quando este raciocínio envolve animais. Estas questões, desde as mais simples às mais complicadas, exigem o pensar, para que possamos desenvolver uma ciência com consciência do que estamos fazendo. Para construir uma ciência mais justa e para que os animais não sejam considerados pelo homem como simples instrumentos. Não existem diferenças morais relevantes entre seres humanos e seres não humanos, mas sim significativas similaridades morais. Mais importante ainda: lembrar que os animais são seres sensíveis que sofrem e sentem dor, medo, angústia.

			Consequentemente, o empirismo que permeou o uso de animais em experimentos deu lugar a uma ciência mais racional, sem conflitos entre os apelos da ciência e o dever de humanidade para com os animais. Conflito: este é inevitável, pois, se por um lado colocamos os objetivos do homem na sua busca por conhecimentos e na sua liberdade para pesquisar, por outro lado temos o dever do homem de proteger e ajudar a manter o bem-estar dos animais que está utilizando em suas pesquisas e que estão sob sua responsabilidade.

			Diante de todo o exposto, como podemos considerar uma pesquisa legitimamente ética? São éticas todas aquelas que sejam de benefício direto para os homens e para os animais, e aquelas que contribuem significativamente para o conhecimento da estrutura, função e comportamento dos seres vivos. Por outro lado, podemos considerar como não éticos a execução de uma pesquisa com animais quando tivermos métodos alternativos validados e reconhecidos.

			Porém, surgem muitas desinformações sobre o princípio dos 3 R’s, particularmente sobre métodos alternativos, os quais têm um papel crucial no caminho de uma ciência mais ética. Eles são ferramentas que podemos usar para melhorar a aceitabilidade ética de um trabalho científico e foram o início de um lento processo de evolução. Nós somos privilegiados por ter o princípio dos 3 R’s como guia para ajudar-nos. Mas usar somente os 3 R’s não é garantia de retidão, e o balanço de dano versus benefício é altamente contestado, pois muda com a evolução da ciência.

			Vale, pois, lembrar que Russell e Burch procuraram passar não uma questão ética sobre o uso ou não de animais, mas sim a aceitação de uma técnica experimental mais humanitária, valorizando o animal. Tão importantes são os 3 R’s que as leis que regulamentam o uso de animais em experimentação em todo o mundo e algumas leis de proteção animal têm os 3 R’s como princípio.

			Com esta premissa, alguns pesquisadores creem que não terão problemas éticos ao realizar pesquisa com métodos alternativos. Certamente, o sonho de qualquer cientista é o de trabalhar com seres insensíveis, pois isto atenuaria o dilema ético de usar animais. Mas imediatamente surge a primeira questão ética, que é saber se os potenciais resultados da pesquisa feitos com alternativas seriam os mesmos obtidos caso fossem usados animais. E, ao nos perguntarmos se há implicações éticas no uso de métodos alternativos, devemos lembrar que alguns métodos alternativos utilizam animais, e todos os questionamentos aqui colocados se aplicam a esses métodos.

			O pesquisador pode pensar que, ao realizar pesquisa com métodos alternativos que não utilizam animais, como, por exemplo, cultura de células, de tecidos, de órgãos, não teria problemas éticos. Não importa qual seja o método, sempre há problemas éticos a serem avaliados.

			Para exemplificar, vejamos o caso da cultura de tecidos, de órgãos, onde a questão ética começa na procedência dessas culturas, se esta vem de um laboratório credenciado, se os animais dos quais é retirado o material recebem tratamentos dolorosos antes de sua morte, se os animais doadores foram mortos de forma humanitária. O teste de mutagênese utiliza bactérias e necessita de um sistema metabolizante, sob a forma de enzima, que é obtida do fígado de ratos e, antes de matá-los, é necessário injetar fenobarbital para promover a atividade das enzimas metabolizantes. A retirada de cérebro de fetos de ratos usados para testes de teratogênese exige a morte da mãe prenhe. A morte pode não implicar em dor, mas encurta a vida do
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