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Resumen

Antecedentes. Los mecanismos fisiopatolégicos de una infeccién por citomegalovirus (CMV) no son del todo
conocidos. Algunos estudios sefialan que se genera un exceso en la produccion de radicales libres derivados del
oxigeno caracteristicos de un estrés oxidativo en personas que padecen algun tipo de infeccion viral.

Objetivo. Determinar la concentracion sérica de malondialdehido (MDA), glutation total, asi como del estatus
antioxidante total como indicadores de estrés oxidativo en personas que presentan IgM positiva para CMV.
Material y métodos. Se analizaron muestras de suero de pacientes que presentaron IgM positiva para CMV
determinando la concentracion de MDA, glutation total y estatus antioxidante total usando métodos espectrofoto-
métricos. Como grupo control se usé el suero de personas aparentemente sanas con IgM negativa para CMV.
Resultados. Nuestros resultados muestran que en quienes presentan IgM positiva para CMV existe un aumento
en el estatus antioxidante total en relacién con el grupo control (1.929 = 0.02 vs. 1.803 = 0.05 p < 0.05; respecti-
vamente). Ademas, las personas con IgM positiva para CMV presentan un incremento de 183.75% y de 26.17% en
sus niveles de MDA y de glutatién total, respectivamente, con respecto al grupo control.

Conclusiones. Los cambios en los parametros oxidativos determinados indican la existencia de un estrés oxida-
tivo en pacientes que presentan una infeccién actual por CMV manifestada por los altos niveles séricos de IgM.
Ademés, el estrés oxidativo es més importante en los nifos infectados con CMV en comparacion con los adultos.
Palabras clave: citomegalovirus, estatus antioxidante total, estrés oxidativo, glutation, IgM, infeccion viral, malondialdehido.

Abstract

Background. The pathogenic mechanism of cytomegalovirus (CMV) infection is not completely know. Recent
advances revealed that an excess in production of oxygen free radicals that characterizes an oxidative stress is
developed during a viral infection.

Objective. To determine the seric levels of malondialdehyde, total glutathione and total antioxidant status as
indicators of an oxidative stress in subjets with seric IgM positive for CMV.

Material and methods. Serum samples were analyzed from subjects with IgM positive for CMV. Malondi-
aldehyde, total glutathion and total antioxidant status were determined by spectrophotometric methods. Serum
samples from healthy subjects with a negative IgM for CMV were used as controls.

Results. Ours results show that in the subjects with IgM positive for CMV present an increase in total antixidant
status in comparison with the control group (1.929 = 0.02 vs. 1.803 = 0.05 p < 0.05; respectively). Also, the
subjects with IgM positive for CMV show an increase in both MDA (183.75%) and total glutathione (26.17%) levels
with respect to control subjects.

Conclusions. The changes in all oxidative metabolites show that an oxidative stress is developed in the subjects
with high levels of seric IgM specific for CMV. Also, oxidative stress is more important in children that in adults
during an infection caused by CMV.

Keywords: cytomegalovirus, glutathione, IgM, malondialdehyde, oxidative stress, total antioxidant status, viral infection.
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Infroducciéon

El citomegalovirus (CMV) pertenece a la familia
Herpesviridae que infecta al ser humano y que, al
igual que los otros miembros de esta familia de
virus, una vez adquirida la infeccién, permanece en
forma latente dentro del organismo, lo que puede
dar lugar a periodos de reactivacion, sobre todo en
personas inmunocomprometidas.™ De acuerdo con
las encuestas epidemioldgicas, en Estados Unidos
se estima que 70% de la poblacion adulta presenta
anticuerpos tipo IgG contra CMV, lo que significa un
contacto previo con el virus. En palses latinoameri-
canos se ha reportado que existe de 65 a 90% de
positividad de IgG para CMV en personas mayores
de 16 anos de edad.™36"

La forma de transmisién del CMV es por contacto
directo con secreciones contaminadas (por ejemplo,
saliva, lagrimas, orina, sangre y semen) y se ha
demostrado que puede ser un residente permanente
en tejidos del higado, intestino, pancreas, testiculo,
tejido nervioso y en células como los leucocitos y
los fibroblastos.'® Se cree que esta distribucion tan
heterogénea del virus en el organismo contribuye de
alguna forma a que se presenten periodos de reacti-
vacion de la infeccién cuando existe alguna situacion
que comprometa el sistema inmune del individuo en
la que se puede presentar complicacién como ence-
falitis, miocarditis, hepatitis o neumonia fulminante.™
3671011 Sin embargo, en la poblacién general una
infeccion primaria o reactivacion de la misma puede
ser asintomatica.>710""

El incremento en el uso de mas y mejores medica-
mentosinmunosupresores (en el caso de los pacientes
a quienes se les trasplantado algun érgano o tejido)
o antineoplasicos (que destruyen al tejido linfoide),
ademés del aumento en la cantidad de personas
gue se encuentran inmunocomprometidas (como es
el caso de los enfermos de SIDA y los nifios prema-
turos), son factores que incrementan las posibilidades
de una primo-infeccién y/o reactivacion de la infeccion
por CMV, sobre todo en un medio hospitalario que se
considera un sitio de concentracién, 671011

En este medio, la reactivaciéon de la infeccién o la
primoinfeccion por CMV puede pasar desapercibida,
por lo que su diagnodstico se basa en la deteccion en
suero de inmunoglobulina tipo IgM especifica para
CMV, ya que se considera que un incremento en la
concentracién sérica de este tipo de inmunoglobu-
lina indica que el paciente cursa con una infeccion
actual por este tipo de virus.*'®

Una vez que se instala la primoinfeccién o la reactiva-
cion de una infeccion viral, se provoca una respuesta
metabdlica general en todo el huésped en donde la

produccién de radicales libres derivados del oxigeno
(RLOX) es un importante componente en la fisiopato-
logfa de la enfermedad.?°

Unradical libre (RL) se define como una especie quimica
que tiene un electron desapareado en su orbital mas
externo, por lo que presenta alta reactividad a molé-
culas vecinas.?*?* En los seres vivos, los RL provienen
principalmente del oxigeno o del nitrégeno (por lo que
son llamados RL derivados del oxigeno o del nitrégeno,
respectivamente) y pueden dafar lipidos, proteinas,
carbohidratos y &cidos nucléicos.?*?* Por su parte, la
célula posee varios tipos de mecanismos antioxidantes
los cuales evitan o minimizan el daho provocado por
los RL. Dentro de los agentes antioxidantes mas
importantes se encuentran los llamados metabolitos
de bajo peso molecular cuya funciéon es evitar el dano
a las macromoléculas que reaccionan de forma directa
o indirecta (al participar como cofactores de enzimas
antioxidantes) con los RL. Entre estos antioxidantes
se encuentran la bilirrubina, la urea, las vitaminas A,
C vy E, asi como el sistema del glutatién oxidado/redu-
cido y micronutrientes como el zinc y el selenio;??%
sin embargo, su accion esta limitada a la cantidad y/o
concentracion que de ellos posea el organismo.?%
Cuando en la célula o el organismo en general existe
un aumento importante en la formaciéon de RL o una
disminucion en los mecanismos antioxidantes, se
produce una condicién llamada estrés oxidativo que se
caracteriza por un aumento en la lipoperoxidancién y
una alteracion en los metabolitos antioxidantes.?*% Si
esta condicién no se controla puede existir un dafo al
ADN y ocasionar la muerte de la célula y/o el tejido.20
Cuando se genera un estrés oxidativo existe un dano
a los acidos grasos poliinsaturados de las membranas
celulares, conocido como lipoperoxidacién que produce
un metabolito final llamado malondialdehido (MDA) cuya
determinacion en el laboratorio indica la presencia de RL
y su produccién es directamente proporcional al dafo
en el organismo causado por ellos.?* En contraparte,
se sabe que el estrés oxidativo altera el balance de las
moléculas antioxidantes, por lo que la determinacion del
estatus antioxidante total y la concentracién de glutatién
total son una medida de los sistemas antioxidantes que
posee el organismo como defensa contra la acciéon de
los RL.20%

Se ha reportado que un estrés oxidativo se desarrolla
como parte de los mecanismos fisiopatolégicos de
danos ocasionados por una infeccién viral. Asi, se
ha documentado la presencia de estrés oxidativo en
personas infectadas con el virus de la hepatitis C, el
virus del SIDA, dengue y retrovirus, entre otros; 7202527
sin embargo, no existen informes que senalen si existe
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una relacion entre la infeccién por CMV y el desarrollo
de un estrés oxidativo en el humano.

El propdsito del presente trabajo es determinar los
niveles de malondialdehido, el estatus antioxidante
total y la concentracion de glutatién total como indi-
cadores de estrés oxidativo en el suero de pacientes
gue presentan una infeccién actual por CMV docu-
mentada por sus niveles séricos de IgM.

Material y métodos

Se realizé un estudio en 14 muestras de suero prove-
nientes del Laboratorio de Virologia (que pertenece al
Laboratorio de Pruebas Especiales), suministrados por
los diversos servicios del CMN “20 de Noviembre” del
ISSSTE y que fueron recolectados durante el periodo
comprendido de enero a marzo de 2008.

Las muestras de suero corresponden a igual nimero
de pacientes de los cuales siete (50%) fueron de

ESTRES OXIDATIVO

ninos y el 50% restante fueron de adultos (cuadro 1).
El promedio general de edad fue de 19.17 afos con
rango de 0.3 a 59 anos. De todas las muestras, 11
(78.57%) fueron del género femenino y tres (21.43%)
del masculino. Para efectos de este estudio, a este
grupo se le denomina CMV-positivo.

Las muestras de suero se elegieron porque presentan
reactividad para anticuerpos tipo IgM contra citome-
galovirus (CMV) lo cual define una infeccién actual
por este tipo de virus.'>'® La concentracion de IgM
sérica se cuantificd por medio de una técnica indi-
recta de quimioluminiscencia con microparticulas
paramagnéticas, unidas a antigeno especifico vy
haciendo la deteccién en un aparato de andlisis
automatico robotizado con detector de flash modelo
Liaison (NS: 2229001745; DiaSorin S.p.A., Vercelli,
[talia), se empled el kit de reactivos correspondientes
y se siguieron las instrucciones proporcionadas por
el fabricante. La concentraciéon de IgM se expresé
en U/mL tomando en cuenta el punto de corte en
=30 U/mL para definir la presencia de una infeccién
actual por CMV.'216

Cuadro 1
Caracteristicas generales de los pacientes de quienes se obtuvieron las muestras de suero que presentaron
concentraciones de IgM indicativa de una infeccion actual por citomegalovirus. Los datos se presentan
ordenados en forma creciente de acuerdo con la edad.

Numero de Género Edad IgM
muestra (F/M) (anos) (U/mL)
1 F 0.3 76.9
2 F 0.4 54.7
3 F 0.7 56.5
4 M 2 33.3
5 F 5 56.5
6 F 5 69.2
7 F 5 103
8 F 27 33.8
9 F 27 55.9
10 F 28 33.8
11 F 29 175
12 F 29 208
13 M 51 36.9
14 M 59 42.7
Relacion o 19.17 = 74.01 =
promedio + - 1173 19.49 53.77
D.E.(rango) (0.3-59) (33.3-208) | F/M: relacion
femenino/masculino.
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El grupo CMV-positivo se compard con un grupo control
conformado por muestras de suero obtenidas de cuatro
personas adultas (promedio de edad 32.25 + 9.28
afos, rango 23 a 45 afos; relacién femenino/mascu-
lino: 2/2) que acudieron como donadoras voluntarias
al banco de sangre de nuestra institucion, asi como
de tres nifos cuyos padres dieron la autorizacion por
escrito para tomarles una muestra de sangre (promedio
de edad 4 = 3 afos, rango 1 a 7 afos: relacion feme-
nino/masculino: 2/1). El promedio general de edad del
grupo control fue de 20.14 + 16.55 afos, con rango
de 1 a 45 anos y una relaciéon femenino/masculino de
4/3. Todos los sujetos se encontraban aparentemente
sanos y no presentaron niveles detectables de IgM
para CMV. La totalidad de los procedimientos se
hicieron de acuerdo con las Normas y Procedimientos
Generales de Laboratorio para el Anélisis de Muestras
Humanas avalado por nuestra institucion.

Determinacion del estatus

antioxidante total

Este pardmetro se determind en el suero de los
grupos control y CMV-positivo, se usé un kit de reac-
tivos comercial (Calbiochem Cat. No. 615700; EMD
Biosciences, Inc., La Jolla, Cal., USA) y se siguieron
las instrucciones proporcionadas por el fabricante
que se basa en la técnica reportada por Miller et
al.,”® se hizo la lectura a 600 nm y los resultados se
expresan en el rango mM.

Determinacion de malondialdehido

La concentracion de malondialdehido (MDA) se deter-
mind de acuerdo con el método descrito por Ohkawa
et al.”® modificado por Gutiérrez-Salinas et al*° y
Ramirez-Farias et a/.*' De forma breve describimos el
procedimiento: en un tubo de ensayo se mezclaron
200 uL de suero junto con 1.5 mL de acido acético
(20%) y 1.5 mL de &cido tiobarbiturico (0.8% en agua).
Se coloca en agua en ebullicién por 60 minutos, al
término de los cuales se agregan 5 mL de butanol/
piridina (15:1 v/v), se agita la mezcla y se centrifuga a
2,500 rpm por 10 min para recuperar el sobrenadante
y leerlo a 545 nm. La concentraciéon de MDA se calcula
a partir de su coeficiente de extincion (1.54 x 10° M
cm™) para expresarlo como nmol/mL.%%¥

Determinacion de glutation total

La concentracién de glutatién total se determind
usando un kit comercial (Calbiochem; Cat. No.
3541023; EMD Biosciences, Inc., La Jolla, Cal., USA)
de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por
el fabricante, se calculd su concentracion por medio
de una curva patrén de glutatién puro y la concentra-
cién se expresé en umol/L.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como promedios + D.E.
El andlisis estadistico se hizo usando el proGrama
GraphPad Prism V-4 (GraphPad Softwere Inc., San
Diego, Cal., USA). La diferencia entre medias de los
grupos se calculd mediante la prueba U de Mann-
Whitney vy la correlacion entre variables se hizo
aplicando el coeficiente de relacién de Spearman vy
considerando una p < 0.05 como estadisticamente
significativa en todos los casos.

Resultados

En el cuadro 1 se muestran los datos relacionados con
el género, la edad y la concentracién sérica de IgM de
cada uno de los sujetos CMV-postivo de donde prove-
nian las muestras de suero que se analizaron en este
estudio. Como se puede observar, el genero femenino
predomina sobre el masculino con una relacion de
3.66 mujeres por cada hombre (11/3). Por otro lado, el
promedio general de IgM especifico para CMV fue de
74.01 = 53.77 con un rango de 33.3 a 208 U/mL. A su
vez, el rango de edad para este grupo fue muy amplio
ya que vade los 0.3 (tres meses) alos 59 anos, lo que se
refleja en la amplia desviacion estandar en el promedio
de edad general del grupo (19.17 + 19.49 anos).

Al separar los sujetos CMV-positivo de acuerdo con
su edad en nifos y adultos se observa que, a pesar
de la amplia diferencia en el promedio de edad entre
ambos grupos (p < 0.001), el andlisis estadistico no
mostrd una diferencia significativa en la concentra-
cion sérica de IgM, a pesar de que el grupo de ninos
presenté un promedio de IgM menor al del grupo
de adultos (64.30 + 21.81 vs. 83.73 + 74.62 U/mL,
respectivamente) (cuadro 2). Por otro lado, el género
femenino predomina sobre el masculino en ambos
grupos. Asi, en el grupo de ninos el género femenino
ocupd 85.71% (6/7) de la poblaciéon y en el de adultos
fue de 71.43% (5/7) (cuadro 2).

En la figura 1a se muestra el estatus antioxidante
total, el MDA en la figura 1b y el glutation total en
la figura 1c determinados en el suero de los sujetos
del grupo CMV-positivo y el grupo control. En todos
los casos, el grupo CMV-positivo presenté un incre-
mento estadisticamente significativo en estos para-
metros en comparacion con el grupo control.

Asi, el grupo control present6 un estatus antioxidante
total de 1.803 = 0.05 mM vy el grupo CMV-positivo un
promedio de 1.929 = 0.02 mM (p < 0.05; figura 1a).
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A su vez, la concentracion sérica de MDA en el grupo
CMV-positivo fue de 1.694 = 0.614 nmol/mL en
comparacion con el grupo control, el cual presenté
un promedio de 0.597 = 0.131 nmol/mL (p < 0.05,
figura 1b) lo que implica un incremento de 183.75%
de este metabolito en el grupo CMV-positivo en rela-
cion con el grupo control. Por otro lado, la concentra-
cién sérica de glutation total en el grupo control fue
de 5.56 = 0.44 umol/L mientras que el grupo CMV-
positivo presentd un incremento de 26.17% (7.02
+ 0.745 umol/L) de este metabolito con respecto al
grupo control (p < 0.05) (figura 1c).

Al separar a los sujetos del grupo CMV-positivo en
ninos y adultos, se observa que el grupo de nifios
presenta un estatus antioxidante total mayor y esta-
disticamente significativo, en comparacién con el
grupo de adultos (2.008 = 0.098 vs. 1.847 + 0.136, p
< 0.05; respectivamente) (cuadro 3).

ESTRES OXIDATIVO

Ademas, como se muestra en el cuadro 3, el grupo
de ninos presentd un incremento estadisticamente
significativo de 56.85% con respecto al grupo de
adultos en la concentracion sérica de glutation total,
pero no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos al comparar sus
respectivas concentraciones séricas de MDA.

En el cuadro 4 se muestra el analisis de correlaciéon
realizado entre la concentracién sérica de IgM v el
estatus antioxidante total, el MDA o el glutatién total
en el grupo cNnmv-positivo. Como se puede observar,
no se encontrd ningun tipo de correlacion o asocia-
cién entre estos parametros. Por otro lado, al dividir
el grupo CMV-positivo en niflos y adultos y realizar el
analisis de correlacién entre sus respectivas concen-
traciones séricas de IgM vy los pardmetros anterior-
mente mencionados, tampoco se encontré ningun
tipo de asociacién entre ellos.

Cuadro 2
Distribucion por género y promedio general de edad y concentracién sérica de IgM en ninos
y adultos del grupo CMV-positivo

Grupo n Género Edad anos IgM U/mL
F/IM Promedio + D.E. (rango) | Promedio + D.E. (rango)
Nifos 7 6/1 2.63 = 2.28(0.3-b)* 64.30 + 21.81 (33.3-103)
Adultos 7 5/2 35.71 = 13.4 (27-59) 83.73 = 74.62 (33.8-208)

F/M: relacién femenino/masculino; * p < 0.001 vs. adultos.

Cuadro 3
Estatus antioxidante total (EAT), concentracién sérica de MDA y glutation total en el suero de nifos y adultos
CMV-positivos. Los resultados se muestran como promedios * D.E.

G EAT MDA Glutation total
rupo (MmM) (nmol/mL) (umol/L)
Nifos 2.008 + 0.098* 1.62 = 0.65 8.484 = 0.77*

Adultos 1.847 + 0.136 1.77 + 0.61 5.409 = 0.71

Andlisis de correlacién entre la concentracion séricas de IgM y el estatus antioxidante total (EAT),

*p < 0.05 vs. adultos.

Cuadro 4

el MDA y el glutatién total en el grupo CMV-positivo.

Glutation
EAT MDA Total
Pars
ara\:getro F— 0016 r=015 r=021
oM b =096 p=062 p=049
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Figura 1
Grdficas que muestran la distribucion de los sujetos
del grupo control y CMV-positivo (CMV) en relaciéon
con su estatus antioxidante total (EAT)(grdfica a);
su concentracion sérica de MDA (grdfica b) y de
glutation total (grdfica c). Cada punto en las grdéficas
representa el valor obtenido para cada sujeto en
cada grupo respectivamente. La linea horizontal en
cada conjunto representa el promedio general.
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Discusion

Se ha considerado que la presencia en suero de un alto
nivel de anticuerpos tipo IgM especificos para CMV
indica una infeccién actual por este tipo de virus,'*
6 por lo que nuestro grupo de estudio fue seleccio-
nado al presentar dicha caracteristica mostrando un
promedio general de 74.01 = 53.77 U/mL de IgM, el
cual es muy superior a la cifra de corte (=30 U/mL)
indicativa de una infeccion por este tipo de virus.''®

En el grupo CMV-positivo predominé el género feme-
nino (11 mujeres por soélo tres hombres), y a pesar
de que nuestra muestra total de sujetos del grupo
CMV-positivo es pequena (14) el predominio del sexo
femenino sobre el masculino es acorde con lo que
reportan otros investigadores que sefnalan que existe
un porcentaje mayor de mujeres que de hombres
infectados por este tipo de virus."® & Las razones
del por qué del predominio femenino no se conocen
del todo, pero hay una hipétesis de que las mujeres
presentan mayores riesgos de contagio y/o reactiva-
cion de la infeccién debido a que inician relaciones
sexuales a menor edad, aunado a una elevada promis-
Cuidad.1—3,8,9,32

Ademés, 50% de la poblacién CMV-positivo fueron
ninos y no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en sus niveles de IgM en comparacién
con el grupo de adultos, lo que significa que la edad no
es determinante en la respuesta inmunolégica frente a
CMV, tal como se ha informado previamente. 48111433

Por otro lado, se ha descrito que un incremento en
los niveles séricos de MDA denota un aumento en
el dano a los fosfolipidos, lo cual es indicativo de
un exceso en la produccién de RL derivados del
oxigeno durante un estrés oxidativo.'®? De esta
forma, los sujetos del grupo CMV-positivo presentan
un aumento importante en sus niveles séricos de
MDA en comparacién con el grupo control, lo cual
demuestra la existencia de un estrés oxidativo provo-
cado por lainfeccién con CMV. De acuerdo con nues-
tros resultados, el estrés oxidativo parece que es mas
importante en los ninos que en los adultos, ya que
aquéllos mostraron un incremento mayor tanto en el
estatus antioxidante total como en el glutation total,
aunque sus niveles de MDA fueron comparables con
lo que se encontré en el grupo de adultos.

Las alteraciones en el estatus antioxidante total, asi
como en los niveles de glutatién total junto con un
incremento importante en la concentracion de MDA
es caracteristico de un estrés oxidativo.2™?4343 Como
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se sefald, nuestros resultados indican que existe
un estrés oxidativo en las personas que presentan
niveles séricos de IgM positivos para CMV, lo cual
coincide con lo que informan algunos investigadores
para otro tipo de infecciones virales.7-20.2527

Se considera que una infeccion viral aguda promueve
un aumento en los mecanismos antioxidantes, como
un sistema de defensa ante el ataque de los RL deri-
vados del oxigeno que se producen durante el estrés
oxidativo generado por la infeccion o por algun otro
tipo de elemento patdégeno.'7202527.3435 E| incremento
en el estatus antioxidante total y en los niveles de
glutation total encontrado en nuestro grupo de
estudio esté de acuerdo con lo anteriormente sena-
lado, indicando que estos sujetos cursan con una
infeccién aguda por CMV, la cual se revela por los
altos niveles de IgM encontrada en ellos.

El aumento en la concentracién de MDA indica un
dano severo a las membranas celulares de todo el
organismoy, en modelos experimentales con animales
de laboratorio; asi como en pacientes con SIDA, se ha
demostrado que la ingesta de complementos antioxi-
dantes disminuye significativamente los niveles de
MDA en suero y restituye a niveles normales los
mecanismos antioxidantes, lo que redunda en una
mejor calidad de vida del paciente.’”2025

Por otro lado, nuestros resultados muestran que
ninguno de los pardmetros indicativos de estrés
oxidativo correlaciona con los niveles séricos de IgM
especifica para CMV encontrados en los sujetos del
grupo CMV-positivo, lo cual indica que la aparente
gravedad de la enfermedad no correlaciona con el
grado de estrés oxidativo que presentan los sujetos.
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