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RESUMEN

Antecedentes. Es necesario contar con herramientas pronósticas para identificar pacientes oncológicos orales
de alto riesgo de progresión a estadio terminal.
Objetivo. Establecer si el número, forma y tamaño de AgNOR’s se relacionan con el grado de malignidad de
carcinomas de células escamosas de cavidad oral (CCECO) y con el tiempo de sobrevida de pacientes oncológicos.
Material y métodos. 19 casos de CCECO (Departamento de Patología, Instituto nacional de Cancerología,
México), 3 de bajo grado, 7 de grado intermedio y 9 casos de alto grado de malignidad, fueron utilizados. De
sus archivos médicos se obtuvieron lo siguientes datos: edad al momento del diagnóstico, género, localización
del tumor primario, y tiempo de sobrevida. Del material biológico disponible se obtuvieron cortes seriados a
6 µm que se tiñeron con la técnica de impregnación argéntica para Regiones de Organización Nucleolar de
Ploton. De cada caso se determinó la cantidad, tamaño y forma de AgNOR’s. Se formaron grupos de estudio
en relación al tiempo de sobrevida: ≤11 meses (8 casos); y ≥12 meses de sobrevida (11 casos); y en relación
al promedio de AgNOR’s por núcleo en: ≤8 AgNOR’s (8 casos), y ≥9 AgNOR’s (12 casos). Se utilizaron las
pruebas estadística de x2, correlación de Pearson’s, t de student y regresión logística multivariada (p<0,05IC95%).
Resultados. Promedio de AgNOr’s por núcleo = 9,05 (±2,01); promedio de tamaño = 3,5 nm. El grupo con
≥9 AgNOR’s se relaciona con CCECO de alto grado de malignidad (p<0,05) pero no con el tiempo de
sobrevida. Se sugiere que la cantidad de AgNOR’s puede ser útil como una herramienta auxiliar para identificar
CCECO de alto grado de malignidad.
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SUMMARY

Background. It has been observes an increase in oral cancer cases, therefore it is necessary to have prognostic
tools to identify oral cancer patients with high risk to progress to terminal stage.
Aim. To establish if AgNOR’s are related to to histological grade of squamous cells carcinoma of oral cavity
(SCCOC) and with the survival time of patients suffering SCCOC.
Material and Methods. Nineteen archives cases of SCCOC, (Pathology Department, National Institute of
cancer, México City), 3 cases of low grade, 7 cases of middle grade, and 9 cases of high grade of malignancy.
From medical files it was obtained age at moment of diagnosis, gender, site of primary tumour and time of
survival. From biological samples was obtained cut at 6 µm and stained with argental impregnation technique
to Nucleolar Organization Regions of Ploton. From each case was determinate amount, size, and shape of
AgNOR’s. The cases were grouped in regard to survival in: ≤11 months group (8 cases); and ≥12 months
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INTRODUCCIÓN

En años recientes se ha observado en países desa-
rrollados un incremento en la incidencia de casos de
cáncer, especialmente entre individuos por debajo
de 60 años. (1). En nuestro país, México, también se
ha observado ese incremento. Se ha reportado un
incremento el número de muertes directamente atri-
buibles a cáncer relacionado con asociado a taba-
quismo crónico (2), en la frecuencia de cáncer de
mama, (3), así como de cáncer de cérvix uterino (4).
Estos dos últimos padecimientos constituyen la pri-
mera causa de muerte de mujeres en nuestro país.

En el caso del cáncer oral también existe evidencia
que sugiere un incremento en la prevalencia, princi-
palmente en sujetos por debajo de 40 años (5), así
como en sujetos jóvenes sin antecedentes de expo-
sición a factores de riesgo carcinogénicos conoci-
dos (6). Por lo anterior se hace imperativo el contar
con herramientas diagnósticas y pronósticas confia-
bles, tanto para identificar sujetos de alto riesgo de
padecer cáncer oral, así como para identificar pa-
cientes oncológicos orales con mayor probabilidad
de entrar a corto plazo a fase terminal y muerte.

Uno de los métodos más comúnmente utilizados
para establecer el comportamiento de malignidad
de neoplasias es la graduación histológica y su com-
binación con el sistema clínico Tumor, Nódulos lin-
fático, Metástasis (TNM). Para establecer el grado de

malignidad de las neoplasias son utilizados paráme-
tros cualitativos soportados por aspectos citomorfo-
lógicos, por lo anterior este método tiene un fuerte
componente subjetivo. El contar con una herramienta
cuantitativa confiable que soporte establecer las ob-
servaciones subjetivas podría contribuir a establecer
de manera confiable el pronóstico del paciente con
cáncer oral.

Por otra parte, las regiones organizadoras nucleolares
(RON´s) son resultado de la concentración de rRNA
(RNA 28S, 18S, 58S), de tal forma, la cantidad de
RON’s se incrementa en células donde la tasa de
mitosis se encuentra incrementada (7-11). Las célu-
las neoplásicas tienen una tasa de mitosis incremen-
tada, por lo tanto tendrán mayor cantidad de rRNA,
y mayor cantidad de NOR. Uno de los más impor-
tantes parámetros histológicos para determinar la
velocidad de crecimiento en una neoplasia es la tasa
de mitosis, o índice mitótico. Tumores de alto grado
de malignidad muestran altas tasas de mitosis. Una
técnica establecida para cuantificar RON’s es la téc-
nica de regiones organizadoras nucleolares argirofíli-
cas (AgNOR’s por sus siglas en inglés) (12). Por lo
que los AgNOR´s pueden ser considerados como
evidencia morfológica de un incremento en la divi-
sión celular.

Por lo anterior el principal objetivo del presente tra-
bajo es establecer si la cantidad de AgNOR’s puede
ser considerada como una herramienta pronostica

group (11 cases), and in regard to AgNOR’s average in: ≤8 AgNOR’s group (8 cases) and ≥9 AgNOR’s group
(12 cases). The follows statistical tests were done: x2, Pearson’s correlation, t student and multivariate logistic
regression (p<0.05 IC95%).
Results. AgNOR’s mean per nuclei = 9.05 (±2.01); AgNOR’s mean size = 3.5 nm. The ≥9 AgNOR’s group was
related to high grade SCCOC (p<0.05) but not with survival time. It is suggest that quantity of AgNOR’s could
be useful as an auxiliary tool to identify high grade SCCOC.
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útil en pacientes que padecen carcinomas de células
escamosas de la cavidad oral (CCECO).

MATERIAL Y MÉTODOS

Diez y nueve casos de CCECO provenientes del ser-
vicio de Patología, Instituto Nacional de Cancerolo-
gía, México fueron utilizados. Para ser incluidos, los
casos deberían contener material biológico en sufi-
ciente cantidad incluido en parafina y cortes histoló-
gicos teñidos con técnica de tinción de hematoxili-
na-eosina (H-E). Del archivo médico de cada caso
fueron obtenidos los siguientes datos: edad al mo-
mento del diagnóstico de CCECO, género, localiza-
ción, estadio clínico de acuerdo a la clasificación
TNM, evolución previo a su diagnóstico, tiempo de
sobrevenida (tomado como el lapso de tiempo des-
de el diagnóstico hasta la muerte) y que la causa de
muerte fuera directamente asociado a el CCECO.
El tipo y tiempo de tratamiento no fue tomado en
cuenta.

De cada una de las muestras se obtuvieron cortes
adicionales a 6 µm para ser teñidos con H-E y con la
técnica de impregnación argéntica para NOR´s de
Ploton (13). Brevemente, esta técnica consiste en
colocar la muestra en gelatina al 2% en solución
acuosa de ácido fórmico al 1% mezclado en dos
partes de nitrato de plata al 59%, a 30° C por 45
minutos en un cuarto obscuro.

Las muestras fueron revisadas bajo el microscopio
de luz para ser corroborado el diagnóstico de CCECO
por un experto patólogo oral (ERLH) y entonces cla-
sificar al tumor de acuerdo a los criterio establecidos
por Jacobson. Para el conteo de AgNOR´s se esco-
gieron aleatoriamente, de cada caso, 100 queratino-
citos bajo un aumento de 1.000 X y fotomicrografia-
dos. En las imágenes obtenidas fueron contados la
cantidad de AgNOR’s por queratinocito, medido el
diámetro y forma de AgNOR’s, medido el tamaño
nucleolar, utilizando para tal fin el programa compu-
tacional ImageScan (14). Como tejido control se uti-
lizó hiperplasia linfoide linfocítica.

Para la identificación y amplificación de rRNA 18S
de cada una de las muestras, cuatro cortes de 50 µ
fueron obtenidas, para ser procesados con la técni-

ca de la reacción en cadena de la polimerasa. Breve-
mente, posterior a la desparafinación con xileno, el
RNA y DNA fueron purificados con K-proteinasa du-
rante toda la noche. El RNA y DNA fueron purifica-
dos entonces con tiocianato de guanidina y precipi-
tado con etanol. De tal forma se obtuvieron 5
nanogramas de RNA que fue utilizado para sintetizar
DNA complementario por transcriptasa reversa. La
secuencia de oligonucleótidos específicos para RNA
ribosomal 18S fue:

5´ATG / CTC / TTA / GCT / GAG / TGT / CC3’
5´AAC/ TAC / GAC / GGT / ATC / TGAQ / TC3´

Una secuencia de deshidrogenasa de gliceraldehido-
3-fosfato (GAPDH) fue usado como control interno
de amplificación. El producto de la amplificación para
18S fue de 344 pb y para GAPDH, 110 pb. Los pro-
ductos de la amplificación fueron separados con
geles de acrilamida a los 4% teñidos con etil brómi-
de y, entonces, fotografiados.

Para establecer la posible correlación entre el nú-
mero, tamaño y forma de AgNOR´s, y amplifica-
ción de rRNA 18S con el tiempo de sobrevida y
grado de malignidad se utilizó la prueba de correla-
ción de Pearson. Para la posible asociación entre
las variables no-paramétricas la prueba de x2 fue
utilizada (p<0,05 IC95%). Para la comparación esta-
dística entre variables paramétricas un prueba t de
student fue utilizada con un nivel de confianza del
95%. Para establecer una posible asociación de tiem-
po de sobrevida con las diferentes variables, un aprue-
ba de regresión logística multivariada (p<0,05 IC95%)
fue realizada. El protocolo de investigación fue apro-
bado por el comité de Bioética de las instituciones
participantes.

RESULTADOS

De los 19 casos de CCECO que cumplieron los cri-
terios de inclusión; 4 provenían de mujeres (prome-
dio de edad al momento del diagnóstico 66.5 años;
rango de 45-86 años) y 15 de varones (promedio de
edad al momento del diagnóstico 63 años; rango de
42-76 años). Con respecto al estadio clínico (TNM)
al momento del diagnóstico, el estadio mas frecuen-
te fue T3NOMO con 4 casos, 8 casos (42,1%) fueron
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estadio T4; 10 casos (52,6%) no mostraron linfo-
nodos positivos (N0) y únicamente un caso mostró
metástasis. Topográficamente ocho casos correspon-
dieron a carcinomas de células escamosas de len-
gua; 7 se ubicaron en el piso de boca, 3 en mucosa
bucal y un caso se ubicó en la encía.

El promedio del tiempo de sobrevida, independien-
temente del tipo de tratamiento, fue de 14,6 meses
(desviación estándar ±10,6; rango 2 - 48 meses).
Con fines de investigación los casos se agruparon
respecto a la sobrevida como sigue: grupo con ≤11
meses de sobrevida, formado por 8 casos; y grupo
con ≥12 meses de sobrevida formado por 11 casos.
En relación a su grado histológico, 3 (15,8%) corres-
pondieron a tumores de bajo grado de malignidad, 7
(36,8%) fueron diagnosticados como carcinomas de
células escamosas de grado intermedio de maligni-

dad y 9 (47,4%) correspondieron a tumores de alto
grado de malignidad.

El número total de queratinocitos analizados fue de
1.900. El promedio de AgNOR’s por nucleolo fue de
9,05 (desviación estándar ± 2,01, rango de 6-12). El
diámetro promedio de los AgNOR’s fue de 3,5 nm
(rango 2-18 nm).

La amplificación de rRNA 18S mostró que en tres
casos no hubo amplificación, 4 casos mostraron
amplificación leve, 11 casos mostraron amplificación
y 1 caso mostró sobreexpresión. El total de datos de
los casos analizados se muestra en la tabla 1.

Con propósito de investigación y de acuerdo al prin-
cipal objetivo del presente reporte, los casos fueron
agrupados de acuerdo al número de AgNOR´s por

TABLA 1.- LOCALIZACIÓN, ESTADIO CLÍNICO, TIEMPO DE SOBREVIDA,
CARACTERÍSTICAS DE AGNOR’S Y DATOS DEMOGRÁFICOS DE LOS 19 CASOS DE

CARCINOMA DE CÉLULAS ESCAMOSAS DE CAVIDAD ORAL ANALIZADOS

Caso Edad Género Estadio Locali- Tiempo de Grado de AgNOr’s Tamaño rRNA GAPDH
(a) clínico zación sobrevida malignidad (por  AgNOr’s 18S

(m) núcleo) (nm)

1 75 V T4N1M0 L 18 Intermedio 6 1,92 + ++
2 65 V T3N0M0 L 13 Intermedio 6 1,92 ++ +
3 45 F T3N1M0 L 5 Alto 7 1,88 + +
4 61 V T3N0M0 L 20 Bajo 6 1,92 ++ ++
5 42 V T3N0M0 L 20 Alto 8 1,92 ++ ++
6 69 F T4N0M0 SB 14 Intermedio 9 1,70 ++ ++
7 86 F T2N0M0 MB 48 Intermedio 9 1,92 – ++
8 67 V T4N3M0 L 32 Bajo 9 1,88 –+ –+
9 70 V T3N2M1 SB 11 Bajo 8 1,92 ++++ ++

10 40 V T1N0M0 L 8 Bajo 9 1,70 -– +
11 66 V T3N2M0 SB 8 Intermedio 9 1,88 ++ ++
12 63 V T4N1M0 SB 2 Alto 8 1,92 ++ ++
13 64 V T3N2M0 SB 10 Bajo 9 1,76 + ++
14 86 F T2N1M0 E 5 Intermedio 11 1,50 + +
15 76 V T4N1M0 SB 13 Intermedio 12 1,72 ++ ++
16 73 V T4N2M0 SB 18 Bajo 11 1,72 ++ ++
17 56 F T2N0M0 MB 16 Bajo 11 1,72 ++ ++
18 49 V T1N0M0 L 6 Bajo 12 1,72 ++ +
19 56 V T3N0M0 MB 12 Bajo 12 1,72 ++ ++

(a) = años; F= femenino; V= varón; (m) = meses; L= lengua; SB = Suelo de boca; MB= Mucosa bucal; (nm) = nanómetros.
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queratinocito. De tal forma 2 grupos fueron forma-
dos: Grupo ≥9 AgNOR´s, compuestos por 12 casos;
y Grupo ≤8 AgNOR´s, formados por 8 casos. Al re-
lacionar el número de AgNOR´s con el grado de
malignidad se encontró que el 58,3% de los casos
del grupo ≥9 AgNOR´s correspondieron a casos de
alto grado de malignidad. Por otra parte, únicamen-
te el 28,5% de los casos con ≤8 AgNOR´s corres-
pondieron a CCECO clasificados como de alto gra-
do de malignidad (p<0,05).

Cuando la cantidad de AgNOR´s por núcleo se rela-
ciona con el tiempo de sobrevida, no pudimos ob-
servar diferencias. Los resultados en ambos grupos
fueron muy similares: 58,3% de los casos con ≥9
AgNOR´s tuvieron una sobrevida = 12 meses; mien-
tras que el 57,1% de casos con = 8 AgNOR´s tuvo
un tiempo de sobrevenida ≥12 meses. El grupo ≤8
AgNOR’s mostró un promedio de diámetro de
AgNOR de 1.914 nm (desviación estándar ± 1,5%)
mientras que el grupo ≥9 AgNOR´s tuvo un prome-
dio de diámetro de AgNOR de 1.745 nm (desviación
estándar ± 1,1%). Esta diferencia fue estadísticamen-
te significativa (p 0,001). La distribución de los gru-
pos de estudio en función del grado de malignidad,
tiempo de sobrevida y expresión de se muestran en
la tabla 2.

En relación a la expresión de rRNA18S, 58,3% de los
casos con ≥9 AgNOR´s tuvieron expresión de
rRNA18S, mientras que el 71,2% de los casos con
≤8 AgNOR´s tuvieron expresión de rRNA18S
(p>0,05).

DISCUSIÓN

El presente trabajo sugiere una posible asociación
entre el número de AgNOR’s y CCEOC de alto grado
de malignidad y propone que la cantidad de AgNOR’s
puede ser considerada como una herramienta cuan-
titativa que contribuiría a la identificación de carci-
nomas orales de alto grado de malignidad.

Se ha propuesto a la presencia de NOR’s como un
marcador de proliferación celular (8,10,11,15). La
cantidad de AgNOR’s depende de la cantidad de
NOR’s, del nivel de actividad trascripcional de RNA y
del estadio del ciclo celular. A mediados de los 80’s
fue identificado genes-NOR en células neoplásicas y
por lo tanto la posibilidad de que estos genes pue-
dan ser amplificados (16). Se estableció que la am-
plificación de genes-NOR son proporcionales a el
grado de malignidad de células neoplásicas, y que el
tamaño de NOR’s están relacionados al grado del
nivel de trascripción (16). Por lo tanto, la transcrip-
ción del gen–rRNA puede ser propuesto como un
importante marcador del tiempo de replicación de
un tumor.

La utilidad de los AgNOR´s en relación al grado de
malignidad ha sido propuesto en dos maneras: 1)
como marcador de malignidad y 2) como marcador
pronóstico de tumores malignos. En el caso de la
primera situación AgNOR’s han sido utilizados como
marcadores de proliferación queratinocítica (12), y
contribuyendo a la identificación temprana de leu-
coplasias orales potencialmente malignas (18-20).

TABLA 2.- ASOCIACIÓN DE CANTIDAD DE AGNOR’S CON GRADO DE MALIGNIDAD,
TIEMPO DE SOBREVIDA Y EXPRESIÓN DE RNA 18S.

Grupo
Grado de malignidad Sobrevida (meses) RNA18S

Alto Interm. Bajo ≤≤≤≤≤11 ≥≥≥≥≥12 – + ++

≥9  AgNORs 7 5 0 5 7 3 2 7
(n=12) 58,3% 41,6% 41,6% 58,3% 25% 16,6% 58,3%

≤8  AgNORs 2 2 3 3 4 0 2 5
(n=7) 28,6% 28,6% 42,9% 42,9% 57,1 28,5% 71,4%

p 0,003

n = Número de casos, Interm = Intermedio; p = significancia.
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Sin embargo la literatura científica muestra datos
controversiales acerca de la cantidad de AgNOR’s
que deben de mostrar las células epiteliales para ser
consideradas como potencialmente malignas o in-
clusive como carcinomas. Con respecto a el cáncer
de cavidad oral, ha sido propuesto que 2,37 es la
cantidad de AgNOR’s para distinguir un epitelio dis-
plásico de un epitelio no-displásico (12). Por otra
parte un número mayor a 4 AgNOR’s por núcleo ha
sido sugerido para diferenciar epitelio normal de epi-
telio displásico; y entre epitelio normal de CCECO
(21). Nuestros resultados muestran un promedio de
9,5 AgNOR’s por núcleo, similar a lo previamente
reportado (8,37) para CCECO (22).

Se conoce que tanto el grado de malignidad de un
tumor, como el estadio clínico de los pacientes on-
cológicos, son predoctores de supervivencia así
como del tiempo libre de tumor (23). Por lo tanto la
utilidad de los AgNOR’s como marcadores pronósti-
cos de evolución de CCECO deben de estar soporta-
das por una estrecha asociación entre estadio histo-
lógico/clínico con AgNOR’s. La literatura científica
muestra datos contradictorios al respecto. Por una
parte no se ha reportado correlación entre cantidad
de AgNOR’s y estadio clínico (23), mientras que por
otra parte se ha reportado que tumores malignos en
estadio clínico T3/T4 están asociados a un número
igual o mayor a 2,8 AgNOR’s (19). Ninguno de los
casos revisados por nosotros tuvieron un promedio
de AgNOR’s por núcleo menor a 4 a pesar de que
ninguno de los casos se encontraba en el momento
de la biopsia en estadio T3/T4. Esta aparente dispa-
ridad pudiera estar asociada a diferencias metodoló-
gicas aunque pudiera estar asociado también a dife-
rentes comportamientos etnorraciales, como ha sido
sugerido recientemente (24). Sin embargo el análisis
de nuestros datos muestran una relación estadísti-
camente significativa (p <0,05) entre una cantidad
≥9 AgNORs’s y carcinomas de alto grado de malig-
nidad. Adicionalmente encontramos que carcinomas
de alto grado de malignidad muestran un tamaño
menor de AgNOR’s que los encontrados en CCECO
de bajo grado de malignidad. Se ha sugerido que
epitelios severamente displásicos muestran mayores
cantidades de AgNOR’s así como AgNOR’s peque-
ños que los observadores en células epiteliales nor-
males (6, 9). Sin embargo esta última aseveración es
controversial, ya que recientemente se ha propuesto

que el tamaño de los AgNOR’s es mayor en tumores
de alto grado de malignidad (25).

Respecto a su valor como marcador pronóstico, la
literatura científica también muestra datos
controversiales (26). Ha sido reportado que pacien-
tes con CCECO con tiempo de sobrevida menor a
los 2 años muestran un promedio de AgNOR’s por
núcleo de 7,1, mientras por otro lado pacientes con
mejor pronóstico muestran un promedio de AgNOR’s
por núcleo de 6.14 (27). Ha sido demostrado que el
coeficiente de variación de número y área de
AgNOR’s están fuertemente relacionados al curso
clínico de CCECO (28). Nosotros no fuimos capaces
de encontrar asociación entre número, tamaño y diá-
metro de AgNOR’s y tiempo de sobrevida.

Un factor que pudiera influenciar nuestros resulta-
dos es el tipo y tiempo bajo tratamiento. Es conoci-
do que el tipo de tratamiento, especialmente la com-
binación de quimioterapia y radioterapia esta
asociado a un incremento en la sobrevida de pacien-
tes con cáncer oral y orofaríngeo (29). Otra explica-
ción putativa para justificar esta aparente discrepan-
cia pudiera ser que los grupos de estudios se
traslapan. Esto es, que no exista un valor práctico de
AgNOR’s para ser aplicados en lesiones individuales
tal y como fue propuesto por Warnakulasuriya (22).
Además, parece ser que no todas las características
morfológicas de los AgNOr’s son útiles para identifi-
car lesiones con diferentes grados de displasia, in-
cluyendo carcinomas microinvasores (30).

Nuestros resultados sugieren que la cantidad de
AgNOR’s puede ser útiles como auxiliares en la iden-
tificación de CCECO de alto grado de malignidad y
de esta forma contribuir a soportar decisiones tera-
péuticas. Además sugieren que un número ≥9
AgNOR’s por núcleo pudiera ser un punto para clasi-
ficar carcinomas orales agresivos cuyas característi-
cas histopatológicas no permitan, sin lugar a dudas,
establecer su grado de malignidad. El análisis de
AgNOR’s pudiera ser una herramienta complemen-
taria útil para clasificar casos complejos de cáncer
oral (2).

El presente reporte sugiere que la cantidad de
AgNOR’s esta directamente relacionada con CCECO
de alto grado de malignidad. Nuestro país, México,
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es un país en vías de desarrollo que necesita optimi-
zar los recursos destinados a las terapias altamente
especializadas de pacientes con cáncer. Por lo ante-
rior, las instituciones de salud están reforzando tanto
las estrategias de prevención de cáncer como los
programas de tratamiento (31). Establecer un pro-
nóstico, soportado por evidencia confiable, pudiera
contribuir en una importante manera a optimizar los
recursos de las instituciones de salud.

En conclusión el presente trabajo muestra que la
cantidad de AgNOR’s puede ser considerado como
una herramienta útil para establecer el grado de
malignidad de CCECO.
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